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Introduction

La médecine régénérative est un domaine interdisciplinaire émergent qui vise a remplacer ou a régénérer des
cellules, des tissus ou des organes humains afin de restaurer ou d'établir des fonctions normales. Ces
thérapies en développement apportent de grands espoirs aux patients atteints de pathologie souvent lourde et
avec tres peu de réponse thérapeutique. Le concept de régénération vient alimenter les possibilités de
réparation de ’homme qui a permis de titrer dans 1’album rétrospectif, 1973-2003, du quotidien Libération :
« Le nouvel étre humain. Piece par piece la technologie remplace les organes défaillants. » Mais la

« médecine régénérative » fait mieux que remplacer, elle « régénere ». En effet, elle ne rapporte pas une
piece neuve pour remplacer une piece défectueuse, elle permet une « régénération » de 1’organe déficient,
comme la régénération du foie de Prométhée. Les themes mythiques du langage de la « médecine
régénérative » sont des themes ontologiques. Ils concernent la création, la mortalité, la connaissance,
I’acquisition d’un savoir technique nécessaire a la survie de I’homme, la régénération. Le langage de la

« médecine régénérative » renvoie au mythe fondateur de la création de I’homme par les dieux (Dosquet
2010).

Dans la premiére partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a la situation des thérapies cellulaires en
2020. En réalisant une description approfondie des cellules utilisées, nous avons mis en lumiere les
recherches et les thérapeutiques innovantes. Puis avec pour objectif de comprendre la complexité de
I’environnement de développement, nous avons détaillé les défis, les risques et les réeglementations auxquels
la thérapie et ses acteurs font face. Enfin, nous avons complété cette premiere partie avec les perspectives
d’évolution du marché de la thérapie cellulaire.

Dans la seconde partie, nous nous sommes consacrés a la description des cellules, des biomatériaux, des
technologies d’imagerie, et des techniques disponibles a 1’élaboration de produit d’ingénierie tissulaire. Puis,
dans le but de comprendre la complexité du développement, nous avons détaillé I’ensemble des structures a
disposition des laboratoires et des chercheurs pour développer des thérapies d’ingénierie tissulaire et de
médecine régénérative.

La promesse d’une remarquable performance a fortement attiré I’attention sur ces nouvelles thérapies, mais
qu’en est-il de leurs applications cliniques ? Dans cette troisi¢me partie, nous avons abordés certains des
domaines d’applications de la médecine régénérative. L’objectifs de cette étude est donc de définir les bases
expérimentales de chaque domaine afin de mieux appréhender les résultats des essais cliniques. Outre les
applications, I’identifications des leviers d’évolutions économiques et réglementaires, nous semblait
essentiel d’étre mis en exergue.

Les avancées de médecine régénérative sont potentialisées par la synergie entre la thérapie cellulaire,
I’ingénierie tissulaire et la thérapie génique. L’objectif est de soigner durablement les patients. Nous verrons
que les recherches ont pu prouver le concept et que nous sommes a 1’aube de I’émergence de nombreuses
thérapeutiques. De plus en plus de thérapies sont autorisées et commercialisées mais pour répondre a la
demande il faudra changer d’échelle et produire industriellement.
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I. Thérapie cellulaire ou comment soigner durablement avec des cellules ?

Au cours de I’évolution, la capacité de réparation des organes et tissus s’est perdue pour laisser place a la
simple cicatrisation de ces derniers. La salamandre, petit amphibien vertébré, a la plus forte capacité de
régénération (queue, machoires, pattes ainsi qu’une partie de 1’ceil et du ceeur). Lorsqu’une patte est
amputée, la réparation s’effectue grace aux cellules souches qui ont gardées la mémoire tissulaire de la patte
amputée. Lors d’un processus de 40 jours, la patte se régénere en 3 phases :

1. Cicatrisation
2. Formation d’un bourgeon de cellules indifférenciées
3. Différenciation des cellules formant une structure 3D

La médecine régénérative, notamment via la thérapie cellulaire vise a retrouver cette fonction de réparation
qui a disparue au cours de 1’évolution.

La thérapie cellulaire est déja utilisée :

- Encancérologie : pour les hémopathies malignes, on utilise les cellules souches hématopoiétiques pour
régénérer une hématopoiese fonctionnelle suite a une chimiothérapie.

- En greffe de peau : génération d’un épiderme fonctionnel pour les grands briilés

- Endocrinologie : cas de greffes d’ilots de Langerhans qui sont injectés par la veine porte puis bloqués
dans les vaisseaux hépatiques. C’est un produit cellulaire a finalité thérapeutique autorisé par I’Agence
Nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM)(Haute Autorité de Santé 2020).

La thérapie cellulaire s’étend également a d’autres applications de fagcon expérimentale :

- Infectiologie : dans le cadre de patient VIH positif sous anti rétroviraux, ne pouvant pas renouveler
leur stock de lymphocyte T CD4+, on pourrait envisager des cellules dont les récepteurs TCR sont
génétiquement modifi€s. Une modification de ce récepteur permettrait de limiter voir de supprimer la
pénétration du virus dans la cellule et permettrait d’envisager un arrét des trithérapies.

- Cardiopathies : une premiere approche consistait a traiter I’insuffisance cardiaque, sans réponses aux
thérapies habituelles, avec un patch de cellules souches de muscle squelettique régénérant le muscle
cardiaque. Un deuxieme essai clinique (ESCORT) a été réalisé, avec des progéniteurs cardiaques
différenciés a partir de cellules souches embryonnaires (Desgres et Menasché 2019).

- Maladies neurodégénératives : des greffes de cellules souches neurales ont été réalisées chez les
modeles animaux pour la maladie de parkinson, ce qui a permis d’augmenter le taux de dopamine dans
le cerveau.

- Déficits hépatiques, cirrhose et fibrose : pour les patients souffrant d’insuffisance hépatocellulaire
aigue, une greffe d’hépatocytes encapsulés peut €tre envisageables.

- Greffe de cartilage : amplification des chondrocytes suivie d’une greffe afin d’enrichir la matrice
cartilagineuse.

1. Thérapie cellulaire : Définition

La thérapie cellulaire est un ensemble de techniques qui préviennent ou traitent des pathologies par
I’administration de cellules vivantes qui :

- remplacent des cellules déficientes ou absentes

- permettent de traiter, de prévenir ou de diagnostiquer une maladie via I’action métabolique, trophique,
immunologique ou pharmacologique des cellules ou des tissus. Dans ces situations les cellules ne sont pas
toujours utilisées pour la ou les mémes fonctions essentielles chez le donneur et chez le receveur.

Elle trouve ses principaux domaines d’application en médecine régénérative, oncologie et immunothérapie.
Tout comme la thérapie génique, protéique et vaccinale, la thérapie cellulaire appartient a la classe des
biothérapies. C’est un type de traitement novateur qui se démocratise progressivement grace a une
automatisation des processus de production permettant une réduction importante des cofts.
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Le premier concept de thérapie cellulaire avait comme premier objectif de réparer des fonctions organiques
in situ par un transfert in vivo de cellules vivantes qui peuvent ou non étre traitées in vitro au préalable.

Depuis 2007, le concept de guérison ou de traitement via la thérapie cellulaire a évolué, on ne parle plus
seulement de préparation de thérapie cellulaire (PTC) mais de médicaments de thérapie innovante
MTD).

Les PTC ne sont pas modifiées de facon substantielle et sont destinées a étre utilisées pour la méme fonction
essentielle chez le donneur et le receveur.

Un médicament est considéré comme une thérapie innovante s’il subit des modifications substantielles ou si
sa fonction essentielle n’est pas la méme chez le donneur et le receveur.

Le reglement ne décrit pas les modifications substantielles, il liste uniquement des manipulations qui ne
sont pas considérées comme substantielles comme :

- le découpage, broyage, fagconnage, centrifugation, trempage dans des solutions antibiotiques ou
antimicrobiennes,

- la stérilisation, l'irradiation, la séparation, concentration ou purification de cellules, la filtration,
lyophilisation, congélation, cryoconservation, vitrification.

Une modification est considérée comme substantielle si elle entraine « une modification des propriétés
biologiques initiales des cellules ou du tissus » selon I’ Annexe I de la directive 2001/83/CE. On peut citer
comme modifications substantielles :

- la culture cellulaire ex vivo (amplification)

- la transfection de géne d’intérét dans des cellules

- la digestion enzymatique

- une succession de modifications, chacune non substantielle, peut conduire a un procédé qui modifie les
propriétés de cellules / tissus et constituer au final une modification substantielle.

Ces cellules utilisées ont été choisies, multipliées et modifiés ex vivo selon 5 étapes majeures :

1. Prélevement : celui-ci peut s’effectuer sur un sujet donneur (traitement allogénique) ou sur le patient lui-
méme (traitement autologue).

Purification : elle permet de sélectionner un type cellulaire spécifique

Modification substantielle des cellules pour les MTI ou sans modification pour les PTC
Amplification des cellules

Réimplantation des cellules au niveau du site d’action

A

Tableau I Classification des produits de thérapie cellulaire

Au sein méme des MTI plusieurs catégories sont définies, ce qui permet de reglementer spécifiquement tous
les types de produits en fonction des modifications effectuées. Par exemple, il y a des MTI de TC et
d’ingénierie tissulaire qui sont les mémes produits mais qui n’ont la méme finalité thérapeutique. Cette
modification va donner une fonction précise a ces cellules (cas des corrections d’anomalies génétiques).
On peut prendre ’exemple d’un traitement d’immunothérapie avec des lymphocytes cytotoxiques utilisés
dans le traitement de pathologies infectieuses :

=2 Les lymphocytes CD8+ sanguins spécifiques d’un antigéne et isolé par la technique des streptameres
sont considérés comme une PTC.

= Lymphocytes CD8+ isolés par tri des cellules produisant de I’ IFNy apres activation ex vivo sont des
MTI.
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PTC

Pas modifi€es de facon substantielle et destinées a €tre utilisées pour la méme fonction essentielle chez le donneur et le receveur

- contient ou est constitué de cellules ou de tissus modifiés, et
- est présenté comme ayant des propriétés ou est utilisé ou administré a des étres humains en vue de régénérer, de réparer ou de remplacer
un tissu humain.

Médicament | Exemples : Chondrocelect®, Maci®, Holoclar®, Spherox® et Alofisel®
issu de Produit d’ingénierie tissulaire : produit qui contient des cellules ou tissus issus de 1’ingénierie cellulaire ou tissulaire, ou en est constitué, et
I’ingénierie | qui est présenté comme possédant des propriétés lui permettant de régénérer, réparer ou remplacer un tissu humain, ou est utilisé chez 1’étre
tissulaire et | humain ou administré a celui-ci dans ce but
cellulaire ->Origine humaine, animale ou les deux
(TEP) —>Peut contenir des cellules ou tissus viables ou non viables, mais pas uniquement
—>Peut contenir des substances supplémentaires (biomolécules, biomatériaux...)
. Un produit qui répond a la fois a la définition de “produit issus de I’ingénierie tissulaire‘ et a celle de “médicament de thérapie
i SUb.lt. de; cellulaire somatique* est un produit issu de I’ingénierie tissulaire.
modifications - T - - ETICN . : . -
substantielles Médicament | - .contlfent ou est const.ltue de ce.llules ou de tissus qui Qflt,falt I'objet de mampulatlons ln?pprtaptes d.e 'sorte que les care}cferlstlgl.li:s
Ou de therapie biologiques, les foncthns physwloglque.s ou }es proprle‘aes structurale.s pertlnentes.pour l'utilisation clinique prévue ont été modifiées, ou de
_si sa fonction cellulaire cellules ou de tissus qui ne sont pas d.estlnes ala (lets.) méme (s). fgnctlon (s) essentlellei(s) chez le recer:ur etle don'neur ; . '
MTI essentielle somatique | - est présenté comme ayant des propriétés ou est utilisé ou administré a des étres humains en vue de traiter, prévenir ou diagnostiquer une
\ maladie par l'action pharmacologique, immunologique ou métabolique de ses cellules ou tissus
n’est pas la (sCTMP) .
méme chez le Exemples : Provenge® et .Zalmo.x15®. . . _ . _ - _ .
donneur et le - contient une substance actlv'e qui contient ou consiste en un acide n}lclelque recombinant utilisé ou administré a des €tres humains en vue de
£ 3 réguler, réparer, remplacer, ajouter ou supprimer une séquence génétique ;
receveur Médicament P . . . . . AN P o ‘- . ; .
de thérapie | son effgt ther'alpeuthl}e, pr?phylacthue ou fhagnosthue est directement lié a la séquence d'acide nucléique recombinante qu'il contient, ou
génique au pfodult de I'expression génique de cette séquence. . . o . .
(GTMP) Le reglqment 2007{ 1394. trgnche : Up produit suss:eptlble de relever d@ la d§f1n1t10n :de « medlcament de t,he.raple cellulalrei sorr.lathue.: » ou de
« produit issu de I’ingénierie tissulaire, et de médicament de « thérapie génique », est considéré comme médicament de thérapie génique.
Exemples : Glybera®, Imlygic®, Strimvelis®, Kymriah® et Yescarta®
Médicament | -doit incorporer, en tant que partie intégrante du produit, un ou plusieurs dispositifs médicaux au sens de 1'article ler, paragraphe 2, point a),
combiné de | de la directive 93/42/CEE ou un ou plusieurs dispositifs médicaux implantables actifs au sens de 1'article 1 (2) (c) de la Directive 90/385/CEE,
thérapie et
innovante - sa partie cellulaire ou tissulaire doit contenir des cellules ou des tissus viables, ou
(Combined | - sa partie cellulaire ou tissulaire contenant des cellules ou des tissus non viables doit étre susceptible d'agir sur le corps humain avec une
ATMP) action qui peut étre considérée comme primaire par rapport a celle des dispositifs visés.
MTI expérimentaux préparé de facon ponctuelle a I’attention d’un patient déterminé
MTI- Limites du statut MTI-PP : Ces produits doivent : étre préparés de facon ponctuelle selon des normes de qualité spécifiques et utilisés au sein du méme Etat membre, dans un hopital,
pp | Sous la responsabilité professionnelle exclusive d’un médecin, pour exécuter une prescription médicale déterminée pour un produit spécialement congu a I’intention d’un malade

déterminé

Exemple : Essai clinique ponctuel et précoce sur un petit nombre de patients
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2. Cellules souches

L’unité de travail de la thérapie cellulaire est la cellule, en particulier les différentes cellules souches puisque :
- Elles offrent la possibilité¢ d’un auto-renouvelement (a des degrés plus ou moins important en fonction
du type de CS)
- Elles ont une capacité de différenciation en une ou plusieurs lignées
- Elles ont des capacités de prolifération dépendantes de leur fonction, certaines proliféerent trés peu car
le tissu cible n’a pas besoin d’étre renouvelé fréquemment (tissu cérébral) et certaines proliferent
beaucoup car le tissu cible est renouvelé fréquemment (la peau).
Le type de cellules souches sélectionné dépendra de la pathologie en question et du domaine d’application.
Dans le cas des maladies rétiniennes (DMLA, rétinite pigmentaire), on utilise des cellules limbiques ou
rétiniennes issues de la différenciation de cellules souches embryonnaires.

Les cellules souches adultes sont a la base de tous les organes et tissus de notre corps. Ainsi le réservoir
initial de cellules souches formé apres la fécondation permet la création de cellules hautement spécialisées.
Tout au long de notre vie, ces cellules souches permettront de remplacer les tissus 1€sés et les cellules perdues
chaque jour (comme celles de notre peau, de nos cheveux, de notre sang et de la paroi de notre intestin). Ces
cellules répondent donc aux besoins de I’organisme en nouvelles cellules dans le cadre d’un renouvelement
physiologique (on parle d’homéostasie cellulaire out tissulaire) ou pathologique.

Une cellule souche est une cellule indifférenciée, immature. Elles ont 2 propriétés essentielles :
- Capacité d’auto-renouvelement : division «a I’infini » physiologique et non pathologique a
I’identique.
- Capacité de différenciation : elles donnent naissance a des cellules matures différenciées qui
composent nos organes et nos tissus.
Les CSE ne peuvent pas étre identifiée par leurs caractéristiques morphologiques, contrairement aux autres
cellules souches. On peut identifier les cellules souches par leurs marqueurs de surface mais on privilégiera
les marqueurs de pluripotence par PCR (Polymerase Chain Reaction).

Au stade morula, il y a des cellules souches pluripotentes dans tout I’organisme. En fonction des conditions
physiologiques, du stade de développement, des besoins de I’organisme, ces cellules vont soit :

- S’auto-renouveler afin de conserver un stock de cellules souches

- Se différencier afin de donner le tissu d’intérét
Cette différenciation cellulaire se fait a la suite de signaux de 3 types :

- Signaux internes : expression de certains genes

- Signaux externes : contact physique de cellules

- Signaux moléculaires
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Tableau I Classification des cellules en fonctions de leurs potentiels de prolifération : ensemble des cellules humaines présentes au sein d’un organisme

humain (a Iexception des iPS)

et spécialisées.

Cellules souches

Des cellules qui ont a la fois la capacité de s'auto-renouveler (fabriquer plus de cellules souches par division cellulaire) et de se différencier en cellules matures

Lors de leur division, les CS peuvent se diviser de 3 fagons différentes :
- 1 division donne 2 cellules filles identiques a la cellule mére (auto-renouvélement total)
- 1division donne 2 cellules filles différenciées (différenciation)
- 1 division donne 1 cellule fille identique a la cellule mére et 1 cellule fille différenciée

Cellules souches pluripotentes induites

Cellules
différenciées

Sa division donne
uniquement des
cellules spécialisées

Cellules souches embryonnaires
- Potentiel de prolifération infini
- Petit nombre
- Facilement amplifiable et une durée quasi-
illimitée au stade indifférencié in vivo

Cellules souches adultes ou somatiques
Différenciation limitée : les cellules souches présentes dans différents tissus du corps qui
peuvent donner naissance a certains ou a tous les types de cellules matures présents
dans le tissu ou |'organe particulier dont elles proviennent.
Rare
En fonction du type de CSA, les cellules sont plus ou moins difficile a isoler et cultiver.

IPS
- Donnent 2 cellules souches identiques en se divisant
- Potentiel de prolifération infini
- Différenciation difficile et illimitée
- Nombreuses et faciles a cultiver

Cellules différenciés
adultes

Totipotentes Pluripotentes

Multipotentes Unipotentes

Pluripotentes

- issues de - Issu de la masse interne du

Capables de donner un grand nombre de types de cellules mais pas | Capacités d'auto-

Les IPS sont des cellules souches qui ont été modifiées

Ex : injection de

utilisées pour des | par FIV ou issu de lignées
raisons éthiques. | commerciales détenues par des
laboratoires

Sous le contrdle de I’Agence de
biomédecine

I'ovocyte fécondé | blastocyste tous. Elles sont déja quelque peu spécialisées et peuvent produire renouveélement limitées ("induites") a partir de cellules non pluripotentes pour cellules sanguines
jusqu’au 4¢ jour une partie ou la totalité des types de cellules matures que I'on devenir pluripotentes. En d'autres termes, une cellule spécialisées (GR, GB
apres la - Capables de se différencier en trouve dans le tissu ou I'organe particulier dans lequel elles Donnent un seul type de ayant une fonction spécialisée (par exemple, une cellule | et plaquettes)
fécondation TOUS type de cellulaires d’'un résident. cellule mature de la peau) qui a été "reprogrammée” 3 un état non
organisme a l'exception des tissus spécialisé similaire a celui d'une cellule souche -> Transfusion

- Capables de se extra-embryonnaires Par exemple, les cellules souches neurales présentes dans le Ex : cellules souches embryonnaire. sanguine
différencier en cerveau adulte sont capables de fabriquer des neurones et deux épidermiques se
tous les types - 3 l‘origine des trois feuillets types de cellules gliales, les astrocytes et les oligodendrocytes. différencient seulement en -
cellulaires primaires (ectoderme, mésoderme, kératinocytes e, skin samgle)
embryonnaires et | et endoderme) Purpotency Genes, e 6.

. Ocd
extra- . Sox2

. M
embryonnaire . i
(placenta, cordon
ombilical) iPS Cell
- Permet le / \ "
développement @ — =2 9%
d’un embryon *

Sall. 1 m propey

Ne sont pas - Issues d’'embryons surnuméraires | Issues des niches telle que moelle osseuse. Sans probléme éthique vis-a-vis de I'embryon
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Figure 1 Classification physiologiques des cellules au cours du développement et de la vie de I'Homme

(Magalon et al. 2018)

La puissance de développement est réduite a chaque étape, ce qui signifie qu'une cellule souche unipotente
n'est pas capable de se différencier en autant de types de cellule qu'une cellule pluripotente.

®

Perte du notentiel de différenciation
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Tableau II Différents types de sources de cellules souches (Les entreprises du médicament 2010)

Exemples d’utilisations ou
d’applications cliniques

correction des
cellules par therapie
génique afin de
combler les
problémes de
défense immunitaire

Sources Autologue ‘ Allogénique Lignées cellulaires Xenogéniques
Cellule provenant du | Cellules provenant d’un individu | Cellules Cellules provenant
Définition méme organisme de la méme espéece immortalisées d’une espece
différente
Facilité d’approvisionnement \ +/- \ +++ ‘ Infini bt
Tolérance \ Excellente \ Moyenne \ Mauvaise Mauvaise
- délais de - Réactions immunitaires - Réactions - Réactions |
traitement plus long | (nécessitent des traitements par | immunitaires immunitaires
immunosuppresseurs), sauf IPS - Tumeurs - Transmission de
ou les cellules sont marquées en virus d’une espece a
fonction de leur profil immun un autre
Risques (HLA)
- probléme éthique si cellule
embryonnaire
-Donneur porteurs de
prédisposition a certaines
maladies
Moadifications / Corrections Nécessaire \ Rare Aucune
Bébés bulles : Leucémies, anémies : Formation de

Greffe de moelle osseuse

Développement en cours
d’haplolines au Japon, pour
combattre la problématique de
cout et de temps.

Utilisées en therapie cellulaire

chiméres, c’est
interdit par la loi
Frangaise.
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a. Cellules souches embryonnaires (CSE)

Les cellules souches embryonnaires sont présentes a un stade tres précoce de développement de 1’embryon.
Elles possedent 3 propriétés majeures :

- Capacité d’auto-renouvelement

- Capacité de prolifération quasi-infinies

- Pluripotence : elles sont douées d’un fort potentiel de différenciation
Ces caractéristiques rendent les CSE particulierement intéressantes pour le développement de solutions
thérapeutiques (médecine régénérative, maladies génétiques, mise au point de certains traitements).
L’utilisation et les recherches effectuées sur ces CSE sont strictement encadrées par la loi en raison des
problématiques éthique et morale sur leurs conditions d’utilisation et leurs domaines d’application.

A. Cellules souches totipotentes

A travers le processus d’embryogenese, 1’ceutf fécondé est une cellule qui va former un organisme.
Jusqu’au stade de la morula, les cellules sont totipotentes :
- Elles peuvent générer la formation d’un organisme entier in vivo ainsi que les tissus extra-
embryonnaires (placenta, cordon ombilical)
- Invitro, une cellule totipotente ne peut pas générer un embryon
Pour des questions éthiques, ces cellules totipotentes ne sont pas utilisables pour la thérapie. De méme, on ne
sait pas les isoler car le stade est trop précoce donc on ne peut pas les utiliser pour la recherche.

B. Cellules souches pluripotentes

1. Définition et propriétés :
Ces cellules pluripotentes sont prélevées au niveau de la masse interne du blastocyste, entre le 5¢ et 7¢ jour
post-fécondation.

- Elles ont le potentiel de générer tous les types de cellules présents dans I’organisme.

- In vitro ou in vivo, elles ne pourront jamais générer un organisme complet et des annexes

embryonnaires.

Outre les cellules souches embryonnaires pluripotentes, ils existent des cellules souches douées de
pluripotence :

- Cellules embryonnaires de carcinomes

- Cellules embryonnaires germinales

- Cellules souches de 1’épiblaste

In vivo, dés la gastrulation (10¢ jour post-fécondation) :

- Les cellules perdent leur pluripotence

- Le développement embryonnaire conduit a la spécialisation de ces cellules.

- Cette différenciation dépend de l’environnement de la cellule : la cellule pluripotente peut se
différencier en plus de 200 types de cellules (Coulombel 2007)

Par contre in vitro, on peut choisir des conditions de culture et d’amplification spécifiques permettant soit :
- D’induire la différenciation cellulaire : on place les cellules dans un milieu adéquat

- De maintenir les propriétés de prolifération et de pluripotence : cela est réalisé aprés 1’extraction
et la mise en culture des blastomeres.

2. Sources des CSE :

Il existe plusieurs sources de CSE dont I’obtention est plus ou moins €thique et dont la faisabilité-efficacité
sont variables
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Tableau 111 Sources de Cellules souches Embryonnaires

- Premiére source de CSE : la plus utilisée
- Les cellules du blastocyste ont déja une certaine spécification et peuvent €tre sujettes a une
différenciation rapide. Cette différenciation peut €tre évitée selon 2 techniques :
1) Immunochirurgie :
- Un blastocyste est incubé sans zone pellucide avec des anticorps qui se fixent a la surface du
trophectoderme provoquant ainsi une lyse du trophectoderme.

Blastocyste - Cette méthode permet I’optimisation de la dérivation mais dépend de la taille et de la qualité
de la masse interne.
- Des phénomenes de différenciation et d’apoptose peuvent se produire durant la premiére
semaine de croissance du blastocyste. C’est donc une technique trés incertaine.
2) Culture des blastocystes 2 un stade avancés avec un foie de rat buffle dans un milieu
conditionné par un média jusqu’au 8e jour : on obtient davantage de cellules de la masse interne et
celles-ci ne se différencient pas plus.
Morula - La morula représente un stade plus avancé de 1I’embryon.
(Strelchenko et al. | - Elle a permis de créer des lignées dérivées de CSE d’une efficacité similaire aux cellules de la masse
2004) interne et du blastocyste entier.
N - On dérive les CSE a partir d’embryons non viables dont la croissance a été arrétée
Embryon a

croissance arrétée

- Cela permet de ne pas toucher a I’intégrité de I’embryon, ainsi on évite certaines problématiques
éthiques.

Transfert de noyaux
de cellules
somatiques (Yamada
et al. 2014)

- On utilise un ovule énucléé avec un noyau de cellules somatiques permettant d’obtenir un
blastocyste dont on dérivera les CSE : le taux de réussite du procédé est de 25%.
- La réussite dépend de plusieurs facteurs, en particulier :

- La donneuse : méthylation sévere de la lysine 9 dans I'histone H3 du génome

- Le protocole de stimulation : en introduisant KDM4A on arrive a augmenter le taux

de réussite.

- Les résultats de cette technique sont satisfaisants mais difficilement reproductibles car
I’opérateur doit étre formé pendant des années pour ne pas perturber ’ovule et le noyau de la
donneuse.
- C’est un protocole qui permet de ne pas altérer I’embryon en tant que tel.

Parthénogenese
(Daughtry et
Mitalipov 2014)

- Elle permettrait de générer des CSE a partir d'ovocytes activés non fertilisés, sans détruire
un embryon et contourner le probleme d’immunocompatibilité car ’ovocyte ne contiendrait
que les génes du HLA de la mere et non plus ceux du pere et de la mere. Cela permettra
d’abaisser la variabilité et le nombre de lignées nécessaires a la compatibilité (Revazova et al.
2007).

- Sans empreinte paternelle, le développement des parthénotes est impossible. Pourtant, il
semblerait que le phénotype, le comportement et le potentiel de différenciation de ces cellules
soient les mémes que les CSE.

- Méme si cette solution est tres attrayante, des soucis d’aneuploidies, de troubles génétiques,
épigénétique et d’instabilité subsistent.

Blastomere simple
(Giritharan et al.
2011)

- Dans le cadre des diagnostics préimplantatoires (DPI), les chercheurs ne retirent qu’un seul
blastomere. Durant les analyses du blastomere, I’embryon continue a se développer puis les
blastomeres pourront étre implantés.

- Cette technique est jugée comme sire et a donné naissance a de nombreux bébés en bonne
santé.

- Une méthode de dérivation basée sur cette technique est en cours de développement avec un
taux de réussite entre 25% et 30%.

- L’avantage de ces CSE est qu’elles présentent un profil transcriptionnel similaire au CSEh
(cellule souche embryonnaire humaine) classique tout en évitant la destruction d’embryon
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3. Caractéristiques des CSE :
Elles expriment :
- Les facteurs de transcription Oct-4, NANOG et Rex-1
- Les antigenes de surface cellulaire SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 et TRA-1-81
- L’activité élevée de la phosphatase alcaline endogene
Elles conservent une activité télomérase élevée et peuvent continuer a s'auto-renouveler indéfiniment.

Protocole de développement de lignées de CSE(J. A. Thomson et al. 1998):
Le milieu de culture est constitué des éléments suivants :

- Cellules nourricieres (souvent irradiées pour stopper leur croissance) baignant dans du DMEM! a 20%

de sérum de veau fcetal

- ImM de Glutamine

- 0,1 mM de bétamercaptoéthanol

- 1% d’acides aminés non essentiels

- +/- antibiotiques

- Facteur de croissance bFEGF (basic fibroblast growth factor) : il maintient 1’état indifférencié
Dans ce type de culture, les cellules nourricieres :

- Servent de support

- Maintiennent leur croissance et I’état indifférenciés aux CSE.

Dans un premier temps on utilisait des fibroblastes embryonnaires murins mais le mieux étant de se servir de
composants humains comme les cellules néonatales de prépuces humain (Amit et al. 2003) ou du sérum
d’origine humaine (Richards et al. 2002). Des milieux chimiques ont été définis et utilisent des protéines
complexes et des petites molécules comme la laminine ou la fibronectine.

- Au bout de quelques mois, on obtient des colonies de cellules qui continueront a se développer

- Ces cellules seront transférées sur une autre monocouche par dissociation enzymatique ou mécanique :
c’est ce que I’on appelle « le passage ».

- Le transfert mécanique des lignées CSEh permet leur maintien, le tri sélectif des cellules
indifférenciées et d’obtenir des colonies de tailles plus ou moins identiques. Par contre, le passage
mécanique est long et laborieux : il peut entrainer des anomalies chromosomiques.

- Le transfert chimique est privilégié en routine afin de manipuler une grande quantité de cellules
simplement et rapidement.

Capacités de prolifération illimitées et caractere pluripotent des CSE pluripotentes in vitro :
Plusieurs criteres de ces cellules ont été mis en évidence (J. A. Thomson et al. 1998) :

1) Caractéristiques morphologiques :

- Cellules avec un gros noyau et des colonies circulaires aux contours réguliers.

- Présence de marqueurs de surface : les gangliosides SSEA-3 et SSEA-4 (Stage-specific embryonic
antigen). Par contre absence de SSEA-1 comme chez la souris puisque chez I’homme il permet la
différenciation trophoblastique). Présence des kératanes sulfates TRA-1-60 et TRA-1-81 (Tumour
rejection antigen : ce sont des protéoglycanes) et d’autres marqueurs comme GTCM2 (Germ cell
tumour marker)(J. A. Thomson et al. 1998).

2) Caractéristiques caryotypiques : anomalies sur les chromosomes 12,17, 18 et X

3) La sous unité TERT de la télomérase (télomérase reverse transcriptase) : elle est fortement exprimée et
empéche ainsi la dégradation des télomeres. Cette forte activité télomérasique est liée a la forte capacité de
prolifération.

4) Caractéristiques de pluripotence par des tests de pluripotence : formation de tératomes in vivo chez la souris
immunodéficiente, différenciation in vitro, complémentation d’un blastocyste tétraploide et formation de
chimeres avec transmission germinale.

' DMEM : Dulbecco’s Modification of Eagle’s Media
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Mécanismes de maintien de 1’autorenouvelement et de la pluripotence (Boucher 2015)

L’expression de facteurs de transcription est codée par 4 « génes de pluripotence »(Hoffman et Carpenter
2005): Oct4 (Niwa, Miyazaki, et Smith 2000), sox2, Nanog (Calloni et al. 2013) et SALL4 régulent seuls ou
en collaboration la pluripotence par I'intermédiaire de boucles d’autorégulations et de rétrocontrdles
(Chambers et al. 2003). Ils sont soit activés, soit réprimés et ils comprennent des genes qui codent pour le
remodelage de la chromatine, ainsi que des protéines modificatrices d’histones et des facteurs de transcription
de différenciation de lignées cellulaires.

- Conformation de la chromatine : «ouverte et non fermée » comme chez 1’adulte, permettant
I’expression des genes de la pluripotence.

- Facteurs épigénétiques : les sites cibles de fixation de geénes spécifiques du développement sur la
chromatine ne sont plus accessibles par les protéines régulatrices telles que la déméthylase et I’histone
methyltransferase. Ce mécanisme réprime I’engagement des CSE dans un processus de différenciation
(T. 1. Lee et al. 2006)

- Les micro-ARN : ils forment, avec les facteurs de transcription, un réseau de régulation de
I’autorenouvelement et de la pluripotence des CSE

- Facteurs de croissance : par exemple bFGF qui empéche la différenciation

Tous ces mécanismes ne sont pas connus. Par conséquent, il est difficile d’appliquer des protocoles rigoureux
standardisés :
- Les cellules ne sont donc pas complétement différenciées
- Tous les phénotypes cellulaires ne sont pas obtenus : quand c’est le cas, il n’y a qu’un enrichissement
du milieu de culture qui nécessitera une phase de tri cellulaire.
Ces cellules sont un espoir majeur pour la thérapie cellulaire.

Figure 2 Mode de régulation de la pluripotence des cellules souches embryonnaires (Boucher 2015)
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Les CSE naives ou amorcées

Il existe 2 états pour les CSE murines (CSEm) (Klimanskaya 2019):
1) CSE naives :
- Elles expriment les facteurs de pluripotence tels que Oct4, NANOG, Sox2
- Les deux chromosomes X sont actifs
- Elles sont polarisées et forment un dome.
- Leur métabolisme est glycolique
- Elles ont tendance a survivre mieux a la dissociation unicellulaire
- Elles ont une meilleure capacité de prolifération
- Elles se différencient mieux in vivo que in vitro
Elles possedent donc des capacités recherchées en médecine régénérative.
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2) CSE amorcées :
- Elles proviennent de 1’épiblaste
- Elles expriment les facteurs de pluripotence tels que Oct4, NANOG, Sox2
- Un seul chromosome X est actif
- Elles forment des colonies plates.
- Leur métabolisme est une phosphorylation oxydative.

Les CSEh sont plus proches des CSEm amorcées. Les CSEh peuvent étre dérivées de novo ou €tre converties
a I’état naif, grace a cocktail de molécules qui activent et inhibent certains mécanismes.
- Cette différence d’état de base et de la majorité des cellules peut créer des différences lorsque 1’on
utilisera un modele de souris pour une étude préclinique.
- On ne retrouvera pas les mémes caractéristiques et les mémes mécanismes : les CSEm seront
majoritairement naives alors que les CSEh seront amorcées (donc moins aptes a proliférer et plus
différenciées).

4. Applications des cellules souches embryonnaires

Les cellules utilisables pour une application en thérapeutique doivent répondre a certains criteres :
- Etre fonctionnelles in vivo
- Non tumorigene
- Exempte d’agents pathogenes

Pour un développement et une production efficace de ce produit cellulaire, il est nécessaire d’avoir une source
fiable et durable de cellules. Les cellules pluripotentes semblent donc étre une bonne source car elles sont
disponibles en quantité quasi-illimitée et peuvent donner 1’intégralité des types cellulaires présents au sein du
corps humain.

La cellule souche embryonnaire humaine (CSEh) présente un intérét certain car c’est une source cellulaire
quasi-illimitée et facilement accessible (notamment grace a des lignées de CSEh entretenues et bien
caractérisées). La pluripotence permet d’obtenir I’ensemble des types cellulaires de I’organisme et ainsi
cibler I’ensemble des tissus et organes du corps humain. Ces cellules permettent de :
- Découvrir des processus de développement humain précoce
- Créer des modeles cellulaires pour les recherches pharmacologiques : screening a haut débit de
molécules potentielles (identification de toxicité et preuve d’innocuité), y compris pour les maladies
rares grace aux CSE issues du DPI qui sont difficiles a modéliser en temps normal
- FEtudier des maladies
- Ftudier la génomique fonctionnelle : caractérisation des génes
- Remplacer des tissus, des organes et restaurer leurs fonctions apres des étapes de différenciation ou de
spécialisation cellulaire (Il est interdit et dangereux d’administrer des CSEh. Les CSEh ne sont pas
utilisées en clinique sauf apres différenciation en cellules souches adultes ou cellules matures. Un des
parametres qualité pour 1’utilisation des CS issues de CSEh est justement I’absence de CSEh
résiduelles ou I’absence de marqueurs de pluripotence).

L’avantage majeur dans ’utilisation de CSE est son potentiel de pluripotence. En effet, il existe de
nombreux besoins médicaux non couverts pour certains types cellulaires, que les CSE permettent d’obtenir
apres engagement dans la voie de différenciation correspondante.

Les matieres premieres utilisées dans la fabrication doivent répondre aux criteres de sécurité et €tre
entierement caractérisées avec les criteres qualité suivants :

-Stérilité,

-Absence de mycoplasme

-Absence de virus communs et latents
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-Absence d’endotoxine.

La sécurité du produit cellulaire est de la plus haute importance, le processus de fabrication doit permettre
I’élimination de cellules pluripotentes résiduelles dans le produit final pour ne pas générer de tératomes. Les
tests démontrant 1’absence de cellules pluripotentes résiduelles doivent avoir une sensibilité élevée :

-test d’inoculation sur des animaux immunodéprimés

-test de croissance cellulaire en gélose molle

-test de pureté afin de s’assurer que le dérivé est de haute qualité

Exemples d’utilisation des cellules souches embryonnaires
Figure 2 Potentiel de différenciation des CSE et par extension leur potentiel thérapeutique (K. Schwartz
2011)
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Figure 3 Utilisation potentielle des CSEh comme produit de thérapie cellulaire a des fins de médecine
régénérative (K. Schwartz 2011)
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Limites des cellules souches embryonnaires

Pour le moment, aucun traitement issu de la différenciation des CSEh n’est autorisé en raison des problémes
éthiques, des propriétés tératogenes et des transformations a long terme.

Méme si ces cellules sont trés immatures et qu’elles n’ont pas un pouvoir immunogenes importants,
I’immunocompatibilité reste un obstacle. En effet, ’utilisation de cellules souches embryonnaires comme
cellules médicaments constitue une allogreffe dont la probabilité d’histocompatibilité (compatibilité HLA) est
extrémement faible. Quand les cellules commencent leur différenciation, elles expriment des antigenes
d’histocompatibilité a leurs surfaces.

Pour pallier cette limite, de nombreuses solutions plus ou moins optimales existent :
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- Utilisation d’un traitement immunosuppresseur : c’est un traitement lourd qui n’est pas efficace
dans tous les cas et qui comporte de nombreux effets secondaires et indésirables imposant de
nombreuses contraintes aux patients (méme s’ils ne sont pas aussi contraignants que ceux utilisés lors
des transplantations).

- Utilisation du clonage thérapeutique : elle consiste a inclure un noyau d’une cellule somatique de la
personne a traiter dans un ovocyte énucléé pour obtenir par division cellulaire des CSE totipotentes
puis pluripotentes. Ces cellules sont donc compatibles histologiquement et il n’y a pas de risque de
rejet du greffon.

- Création d’une banque de CSE regroupant les différentes combinaisons de marqueurs HLA présents
dans la population. Nous étudierons cette possibilité un peu plus tard notamment avec des Haplobank
comprenant des Haplolines issues de CSE mais surtout d’IPS.

- Utilisation des IPS: nous découvrirons les avantages de 1’'usage de ces cellules en termes
d’immunocompatibilité mais leurs limites a la création de traitement rapidement disponible.

- Utilisation de la bio-ingénierie : dans le cas des cellules § de Langerhans pour le traitement de
diabete, celles-ci sont recouvertes d une matrice plastique poreuse qui permet le passage de ’insuline
mais qui ne permet pas au systéme immunitaire d’identifier ces cellules comme n’étant pas
compatibles sur le plan immunitaire.

Les conditions de développement des cellules in vivo ne sont que partiellement et artificiellement réunies in
vitro, elles maximisent donc les anomalies génétiques qui pourraient générer des cellules pré tumorales. Il faut
donc tester et controler strictement la production de cellules pour usage thérapeutique. Pour les essais, on
utilise des cellules de grade clinique ayant suivi des normes de qualité strictes agréées par les autorités. C’est
le cas pour toutes les cellules utilisées en thérapeutique.

5. Législation des CSE

Les cellules pluripotentes utilisées en thérapie cellulaire et pour la recherche sont issus d’embryons
surnuméraires secondaire a des FIV? suite a I’abandon d’un projet parental.

- Leurs utilisations pour la recherche nécessitent le consentement de cession gratuite de I’embryon de
la part des parents.

- Aucun embryon n’est créé pour la recherche car la loi I’interdit. La plupart du temps ces cellules
pluripotentes sont issues de lignées commerciales détenues par des laboratoires.

- Pour étudier des maladies génétiques particulieres, il est nécessaire d’utiliser des embryons qui peuvent
provenir de diagnostics préimplantatoires (DPI). Le DPI® est proposé aux couples qui peuvent
transmettre une maladie génétique incurable et grave.

- En France, toutes ces pratiques sont effectuées sous le contrdle de I’ Agence de biomédecine.

Les embryons sont devenus accessibles pour la recherche et le développement de thérapeutiques grace aux
lois de bioéthique de 2004, 2011 et 2020 (a paraitre). La loi de bioéthique est révisée et complétée tous les 7
ans, n’empéchant pas entre-temps des modifications par ordonnance.

b. Cellules souches des annexes embryonnaires

Les annexes embryonnaires contiennent des cellules souches dont les propriétés n’ont été découvertes que tres
récemment. Ces cellules souches proviennent du liquide amniotique et du sang de cordon ombilical. Le
sang de cordon permettra ainsi des greffes de cellules souches hématopoiétiques allogéniques.

2 FIV : Fécondation in vitro : Une procédure dans laquelle un ovule et des spermatozoides sont réunis dans
une boite de pétri afin de fertiliser I’ceuf. L'ovule fécondé commence a se diviser et, aprés plusieurs
divisions, forme I'embryon qui peut étre implanté dans 1'utérus d'une femme et donner lieu a une grossesse.
3 DPI : diagnostic préimplantatoire
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Les cellules souches amniotiques

Ces cellules souches feetales ouvrent de nouveaux horizons en médecine régénérative : dénuées de problemes
éthiques, elles sont accessibles sans procédure invasive et douloureuse et elles peuvent €tre mise en réserve.
Les cellules souches mésenchymateuses amniotiques présentent les caractéristiques typiques des CSM
(cellule souche mésenchymateuse) :

Morphologie de type fibroblastique

Capacité clonogene

Potentiel de différenciation multilinéaire

Propriétés immunosuppressives

Expression d'un profil d'expression génique mésenchymateux et d'un ensemble mésenchymateux
d’antigene de surface

En comparaison aux CSM, ces cellules ont I’avantage d’étre plus faciles a isoler et posseédent de meilleures
capacités de prolifération.

Les cellules souches du liquide amniotique sont intermédiaires entre les cellules souches embryonnaires et
adultes. En effet :

Elles expriment a la fois des marqueurs embryonnaires et CSM

Elles sont capables de se différencier en lignées représentatives de toutes les couches germinales
embryonnaires

Elles ne sont pas tumorigenes

Etant donné I’identification récente de ces cellules, de nombreuses caractéristiques restent inconnues mais ces
cellules souches du liquide amniotique semblent étre d’excellentes candidates pour la thérapie cellulaire, la
bio-ingénierie et la médecine régénérative.
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Tableau IV Description des cellules souches amniotiques (De Coppi et Atala 2019)

Cellules épithéliales amnictiques

Cellules souches mésenchymateuses amnictiques

Cellules souches du liguide amniotigue

Caractéristiques

Obtenues par digestion enzymatique différentielle

Contiennent des marqueurs :

-> Spécifigues a I'embryon : les antigénes spécifigues de stade
(SSEA) 3 et 5, Tra-1-60, Tra-1-81

-> Margueurs mésenchymateux CD105, CD390, CD73, CD44,
CD29

> HLA :-A, -B, -C, CD13, CD10, CD166 et CD117

Morphologie : uniforme en forme de fuseau et de fioroblaste
Origine : uniguement feetale et pas maternelle

Contiennent des marqueurs :

-> Mésenchymateux : CD90, CD73, CD105 et CD166

—> Pour molécules d'adhésion : CD29, CD44, CD49%e et CD54
-> Antigénes appartenant au CMH-|

On les retrouve dans :

-> La moelle osseuse adulte en quantité infinitésimale

—>Tissus adultes : tissu adipeux, muscle squelettique, foie et cerveau
—>Tissus feetaux : moelle osseuse, foie et sang

->Tissus extra emboryonnaires : placenta et amnios

Morphologie : forme ovale et ronde
Origine : uniguement fcetale et pas maternelle

Profil de marqueurs cellulaires comparable a celui des CSM :
-> Mésenchymateux :CD73, CD90 et CD105

-> Molécules d'adhésion : CD29 et CD44)

-> Antigénes appartenant au CMH-I

-sous population infinitésimale : nombre de cellule suit une courbe
gaussienne au cours de |la grossesse

-Multipotentes

-différenciation en cellules neuronales qui synthétisent la lignée
acétylcheique, la norépinephrine et la dopamine

-Multipotentes

-large potentiel de différenciation vers des lignées mésenchymateuses :
lignée adipogénes, ostécgéne et chondrogénes {similaires aux CSM de la

- état pluripotent indifférencié

- différenciation en ostéocytes, adipocytes et fibrobl
- culture sans couche d’aliment et avec du sérum
-pas de différenciation in vitro

décongélation

-capacité de reprogrammation en iPS 100 fois supérieure et beaucoup plus
rapide (6 jours centre 16,5 jours en moyenne) que les cellules scmatiques
-effets trophiques et protecteurs sur les systémes nerveux central et
périphérigue

-effet immunosuppresseur similaire a celui des CSM de MO

Propriétés moelle osseuse)
-capacité d‘immunosuppression -capacité de prolifération plus rapide in vitro -grand potentiel clonogéne
- régulation a la hausse des génes impliqués dans les voies de transduction | > Lignées clonales se développent rapidement en culture
du signal, dans la maturation et la contraction utérine par rapport aux -> Maintiennent une longueur de téloméres constants
autres CSM
- Neuroprotectrices et neurorégénératives -obtenir facilement a partir de liquide amniotique - contenu en ADN diploide homogéne sans preuve de réarrangement
-le taux de réussite de l'isolement est de 100% dans des conditions de chromosomique jusqu'‘a 250 doublons de population
culture trés simples (facteurs de croissance de fibrinoblastes) -censervent une morphologie, un temps de doublement, un taux
-taux de prolifération rapide sans potentiel tumorigene, avec un caryotype | d'apoptose, une distribution du cycle cellulaire et une expression des
normal marqueurs constants jusqu'a 25 passages
Avantages -Stabilité en culture entre les passages, en Cryc préservation et en -sur culture en suspension : capables de se différencier spontanément

vers des tissus regrésentatifs des trois couches germinales embryonnaires
-facilement manipulable in vitro

-transduction virale plus efficace que CSM, aprés infection elles
conservent leur profil antigénique et leur capacité a se différencier en
différentes lignées

Inconvénients

Fluctuations impeortantes des protéines impliquées dans différents
réseaux : les protéines de signalisation, antioxydantes, protéasomigues,
du cytosquelette, du tissu conjonctif et des chaperons

Applications
potentielles

-Efficacité thérapeutique de restauration de la fonction
hépatique dans un modéle murin : diminution de l'inflammation,
de la fibrose et de I'apoptose des hépatocytes (Manuelpillai U,
2010)

- Outils importants pour le traitement des ulcérations et des
défauts épithéliaux cornéens (Anmad S, 2010} ou conjonctifs
(Bouchard CS, 2014)

-Maladies ophtalmigues

-Fibroses pulmonaires

-Fiorose hépatique

-Sclérose en plagues

-Troubles métaboligues congénitaux

-Hypercholestérolémie familiale

- Lésions de la moelle épiniére

-Maladie de Parkinson

-Capacité d’intégration dans le tissu cardiaque normal et ischémique puis
se différencient en cardiomyocytes et cellules endothéliales

-capacité de se différencier en muscle lisse dans la vessie chez le rat

- source de cellules appropriée pour l'ingénierie tissulaire des
malformations congénitales

—> Meilleurs résultats pour des greffons diaphragmatiques plutét que des
implants feetaux a base de mycblaste acellulaires dans un modéle ovin
—>Culture sur mailles biodégradables dans des conditions chondrogénes
pour obtenir des greffons cartilagineux artificiels imglanté in utero chez
des agneaux foetaux.

Plusieurs études précliniques ont permis d'observer le potentiel clinique
des cellules socuche du liquide amnictique :

-Systéme musculo-sguelettique

-Cosur

-Systéme nerveux

-Rein

-Systéeme hématopciétique

-Rein

-Poumon

-Intestin
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c. Cellules souches adultes

Les cellules souches adultes sont rares. Elles sont présentes en pool dans des niches ayant un
microenvironnement particulier composé de cellules stromales et d’une matrice extracellulaire (possédant des
facteurs solubles de connexion neurales et sanguines). Ce microenvironnement est favorable a (Tableau V) :
- Leurs capacités de prolifération
- Leur forme a I’état indifférencié
- Leur communication avec les différents tissus
Ces cellules souches adultes permettent de conserver I’homéostasie tissulaire du corps humain en répondant
a des stimuli physiologiques ou pathologiques.
Leur division cellulaire est de 2 types :
- Symétrique : elle permet d’augmenter le pool
- Asymétrique : elle permet de répondre a un besoin de cellules spécialisées.

En comparaison aux CSEh, ces cellules souches adultes sont moins prolifératives mais elles ont une capacité
plus forte de différenciation et de spécialisation. En effet :

- Ces cellules ne peuvent pas donner tous les types cellulaires et des lignées immortelles

- Ces cellules sont spécialisées par tissu et subissent les phénomenes de sénescence

En ce qui concerne 1’isolement et la caractérisation de ces cellules souches adultes :

- In vivo, certains types cellulaires sont difficile a isoler et a caractériser les cellules souches adultes :
leur caractérisation s’effectue en fonction des capacités d’auto-renouvelement sur le long terme, de
différenciation et de régénération tissulaire (les cellules souche hématopoiétiques et
mésenchymateuses sont faciles a isoler)

- Invitro, on peut cultiver, expandre et caractériser les cellules souches adultes. Cependant, 1’absence
de leur microenvironnement peut entrainer une modification de leurs propriétés.

Enfin d’un point de vue éthique, ces cellules souches adultes multipotentes, oligopotentes et unipotentes
suscitent moins de débat en comparaison aux CSEh puisqu’on ne touche pas a I’intégrité de I’embryon. En
effet, on va chercher directement les cellules au niveau de la niche concernée chez 1’adulte et dans les annexes
embryonnaires.

Tableau V Identification de trois groupes distincts de cellules souches adultes en fonction de leur degré
de spécialisation et leur capacité de renouvélement

Cellules souches adultes Généralistes Cellules souches adultes Spécialisées

Capacité de Forte Faible
différenciation | > Tissus mésodermiques
—>Potentiellement : tissus
ectodermiques endodermique (Caen
2010)
Capacité de Tissu a potentiel Tissu a potentiel de
régénération renouvelement élevé renouvelement faible
tissulaire
Propriétés Facile a identifier Comportement in vitro
aberrant
Exemples de | - Sang de cordon - Tissus épithéliaux : - Tissus rénaux
localisation | - Cordon épiderme, muqueuses - Tissus pulmonaire
tissulaire - Placenta’ intestinales - Tissus nerveux
- Moelle osseuse : cellules stromales - Tissu hématopoiétique
mésenchymateuses

4 Origine feetale
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A. Cellules souches multipotentes

Les cellules souches adultes multipotentes peuvent donner un grand nombre de types de cellules mais elles
sont toutes déja partiellement spécialisées. Ainsi, elles peuvent produire tout ou partie des types cellulaires
matures que 1’on retrouve dans le tissu ou I’organe dans lequel elles sont situées.

On s’intéresse dans ce travail a trois types de cellules souches multipotentes :
- Cellules souches hématopoiétiques
- Cellules souches mésenchymateuses
- Cellules souches neurales

Figure 4 Classification des cellules souches multipotentes (« Stem Cell Research » s. d.)
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1. Les cellules souches mésenchymateuses

Elles se définissent comme des progéniteurs multipotents et auto-renouvelables a durée limitée.

- Elles ont été identifi€es pour la premiere fois dans la moelle osseuse par (FRIEDENSTEIN et al. 1968)
ou elles ont un rdle de support stromal : elles permettent de maintenir 1’état de quiescence (Charbord
2010) des cellules souches hématopoiétiques (Sacchetti et al. 2007).

- Plus tard, les CSM ont été identifiées chez I’adulte dans le tissu adipeux, le sang périphérique, les
ligaments croisés, la pulpe dentaire, le périoste, 1’os trabéculaire, les trompes de Fallope, le sang des
menstruations et les polypes endométriaux ainsi que dans les annexes embryonnaires (liquide
amniotique, placenta, cordon ombilical).(A. I. Caplan 1991; Zuk et al. 2002; Romanov, Svintsitskaya,
et Smirnov 2003; Bianco, Robey, et Simmons 2008; Sheng 2015; Ullah, Subbarao, et Rho 2015)

La différenciation de ces cellules est tri-linéaire (Delorme et al. 2009):
- Adipocytes
- Chondrocytes
- Ostéocytes
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Figure 6 Vue d'ensemble des cellules souches mésenchymateuses et des marqueurs spécifiques aux lignées
(« Mesenchymal Stem Cell Differentiation Pathways & Lineage-specific Markers » 2014)

Les facteurs décrits ci-dessous sont connus pour influencer la multipotence, la prolifération et l'engagement
de lalignée des CSM. Les CSM et leur descendance différenciée peuvent étre identifiées par l'expression d'une
combinaison unique de marqueurs de surface cellulaire et de facteurs de transcription.
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Standard de caractérisation des CSM par I’International Society for Cellular Therapy(Dominici et al. 2006
Dans un souci d’harmonisation, le comité de I’ISCT a proposé des standards de caractérisation des CSM en
établissant des criteres minimums de définition :

1) L’adhérence cellulaire au plastique dans des conditions de culture in vitro.

2) L’expression de certains marqueurs de surface tels que CD73,CD90,CD105 et I’absence d’expression
des marqueurs CD34, CD45, CD14 ou CD11B, CD79A, CD19 ou HLA-DR (>95% des cellules en
culture).

3) La capacité de multipotence : différenciations en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes (cellules
d’origine mésodermique).

Ces criteres de caractérisation minimums ne sont plus valables, car on ne connait que partiellement les
propriétés d’identification des CSM. Des criteres supplémentaires ont été mis en avant :

4) Capacité de différenciation en cellules d’origine endodermique et ectodermique (Wei et al. 2013)

5) Présence de nouveaux marqueurs de surfaces : CD165, CD276 et CD82 (Al-Nbaheen et al. 2013)

Aujourd’hui, les CSM ont I’avantage (Shammaa et al. 2020):

- D’étre des cellules génomiquement stables, hautement accessibles, faciles a isoler et a amplifier

- D’avoir une immunité privilégiée

- D’avoir une utilisation non tératogeéne et sans véritables problématiques éthiques (Wei et al. 2013)

- De jouer un role dans le maintien de I’homéostasie tissulaire. En effet lorsque les CSM sont perturbées,
elles peuvent générer de I’arthrose (Murphy et al. 2002)et la maladie de Gaucher (Campeau et al. 2009)

- D’avoir un fort potentiel d’amplification in vitro : ainsi 25 ml de moelle osseuse peut générer 100 a
150 millions de CSM en 3 semaines (Pittenger 2008).
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L’inconvénient majeur des CSM réside dans leur capacité limitée de prolifération et de différenciation
(Banfi et al. 2000) qui s’explique par 1’absence d’activité télomérasique dans les CSM en culture in vitro :
ainsi, la longueur des télomérase diminuent jusqu’a la sénescence cellulaire.

1.1. Roles physiologiques des CSM

Les CSM possedent des caractéristiques distinctives :
- La facilité d'isolement et de culture
- La plasticité
- Le tropisme intrinseéque vers la zone lésée (homing)
- Activité anti-inflammatoire et anti-apoptotique dans les tissus menacés
- Action immunomodulatrice par la fonction paracrine
- Activité antimicrobienne
- Effet de clairance bactérienne.
- Elles peuvent activer d'autres cellules souches résidentes et stimuler la néoangiogénese
(Wannemuehler et al. 2012).

1.1.1. Les propriétés fonctionnelles rendent les CSM adéquates pour la régénération et la
réparation des tissus.
Ces propriétés comprennent :

a) La capacité des CSM a se différencier en plusieurs lignées cellulaires

b) Leur capacité a migrer vers les tissus 1ésés (homing)

c¢) Une activité paracrine favorisant l'angiogenese, l'activité anti-apoptotique, les effets anti-
inflammatoires et leur aptitude a sécréter des facteurs bioactifs solubles

d) Une capacité de soutien a I’hématopoiese et des fonctions stromales

1.1.1.1. Potentiel de différenciation des CSM et phénomeéne de transdifférenciation :

In vivo les CSM vont se différencier naturellement en tissu d’origine mésodermique. In vitro, on arrive a
obtenir des différenciations vers des lignées ectodermiques (cellules épithéliales, neurones ...) et
endodermiques (cellules musculaires, épithélium intestinal et cellule pulmonaire...) (Uccelli, Moretta, et
Pistoia 2008). On a ainsi réussi a potentialiser in vitro des CSM :

- En cardiomyocytes (Planat-Bénard et al. 2004)

- En neurones (Sanchez-Ramos et al. 2000)

Cependant il est nécessaire d’émettre certaines réserves concernant ces résultats in vitro qui forcent le potentiel
de différenciation naturel des CSM vers des tissus d’origines endo et ectodermiques (Phinney et Prockop
2007). En effet :

- De tres nombreux facteurs (récepteurs intra et extracellulaires, facteurs de croissance, de signalisation,
de transcription) et mécanismes inconnus ou partiellement connus influencent I’auto-renouvelement
et la différenciation.

- Des limitations méthodologiques ou des événements de fusion cellulaire remettent en cause le
phénomene de transdifférenciation. (Theise 2005; Prockop 2009)
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Figure 5 Potentiel de différenciation des CSM (Uccelli, Moretta, et Pistoia 2008)
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1.1.1.2. Phénomene de homing :

Le homing est un mécanisme de migration cellulaire sélective des CSM vers une 1ésion et la délivrance de

signaux trophiques. Ce processus est rendu possible grace a I’expression au niveau du tissu endommagé, de

récepteurs et de ligands spécifiques qui permettent le trafic, ’adhésion et I'infiltration des CSM vers le site
1ésé (Rastegar et al. 2010). Trois étapes sont nécessaires :

1. Attraction chimique des CSM par chimiotaxie : des chimiokines, des cytokines (EGF, IGF, PDGF, VEGF,
SDF-1, TNFa, IL-1, IL-6, IL-8), des stimulateurs (VCAM-1, MCP-1, MCP-3, G-CSF) et ’hypoxie
entrainent la mobilisation des CSM. L’expression de récepteurs de chimiokines est induite par SDF-1,
TLR et TNFa, ce qui attire également les CSM.

2. Adhésion des CSM aux cellules 1ésées grace aux molécules d’adhésion (sélectines et intégrines)

3. Infiltration des CSM vers les sites d’inflammation grace aux métalloprotéases (MMP, TIMP)

1.1.1.3. Fonctions paracrines :

Le microenvironnement tissulaire est modifié par la sécrétion de facteurs de signalisation paracrines (Halabian
et al. 2015; Hirvonen 2014). Ces sécrétions ont des effets de type stromal sur le compartiment fonctionnel :
elles régulent la prolifération, la différenciation et ’activité antioxydante (Arnold I. Caplan et Dennis 2006).
Cette sécrétion sollicite les macrophages et les cellules endothéliales ainsi que les signaux susceptibles de
stimuler les cellules souches résidentes pour aider le processus de réparation des tissus (Augustin 2012).

Par conséquent, le mécanisme de régénération est déclenché par la stimulation des programmes de réparation
endogenes via la prolifération croissante des cellules différenciées ou l'activation des cellules souches
résidentes(van Poll et al. 2008).

En plus de leur capacité a générer la régénération tissulaire, les signaux interviennent dans la trophicité des
CSM avec les effets pro-angiogéniques et anti-apoptotiques qui permettent de réguler la réponse des tissus
aux lésions (Martinaud et al. 2010). L’activité paracrine des CSM permet donc une activité trophique des
CSM au niveau des tissus 1€sés (Figure 6) :

1) Activité pro-angiogénique : les CSM sécretent des facteurs angiogéniques comme les cytokines
angiogéniques (telles que VEGF, FGF1, 2, HGF, Ang-1, 2 et SDF-1) qui favorisent la
néovascularisation des tissus 1ésés. La sécrétion de facteurs solubles par les CSM les rend capables
d'améliorer la vascularité des tissus en stimulant la nouvelle croissance des cellules endothéliales et la
néoangiogénese.
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2) Activité anti-apoptotique : les CSM peuvent protéger les cellules 1ésées et préserver la fonction des
organes en inhibant la mort cellulaire programmée grice a la signalisation paracrine. Les mécanismes
anti-apoptotiques des CSM comprennent

- La régulation vers le haut de la réparation de ' ADN

- La régulation vers le bas des voies de mort mitochondriale

- L'augmentation de 'activité antioxydante

- La modification de 1'expression des protéines anti- et pro-apoptotiques.
Les médiateurs sécrétés par les CSM comprennent le SDF-1, I'lGF-1, le Nrf2, le HIF, le HO-1 et le VEGF qui
régulent les protéines pro-apoptotiques vers le bas. (Pardis et al. 2019)

3) Effets anti-inflammatoires et anti-fibrotiques : les effets anti-inflammatoires des CSM protegent 1'hote

en atténuant la gravité de la réponse immunitaire a I'inflammation via
- Une diminution équilibrée de la cytokine pro-inflammatoire
- Une augmentation de la cytokine anti-inflammatoire
- Une augmentation des facteurs anti-fibrotiques (modulateurs de I’inflammation).

4) Activation des cellules souches résidentes : les facteurs de croissance sécrétés par les CSM peuvent étre
impliqués dans la mobilisation des populations de cellules souches résidentes. Les CSM ont sécrété le
VEGEF (en tant que mobilisateur clé des cellules souches), le HGF et I'lGF-1 pour stimuler la population
endogene de prolifération de cellules souches par le biais d'interactions complexes paracrines et cellules-
a-cellules.

Figure 6 Résumé des mécanismes des cellules souches mésenchymateuses
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1.1.1.4.  Soutien a I’hématopoiese et fonctions stromales des CSM :
Les CSM sont un soutien a I’hématopoiese et jouent une fonction stromale au niveau de la niche hématopoiese
de la moelle osseuse(Sacchetti et al. 2007). En effet
- Aurepos, 90% des cellules hématopoiétiques sont a 1’état quiescent (phase GO/G1 du cycle cellulaire).
- En cas de stimulation, les CSM s’activent et régulent la prolifération, la différenciation et la libération
des cellules souches hématopoiétiques.

1.1.2. Les CSM ont également des propriétés immunomodulatrices puisqu’elles :

- Inhibent la prolifération des cellules T et B (J.-Y. Song et al. 2019)

- Suppriment l'activation des cellules tueuses naturelles (Sotiropoulou et al. 2006)

- Empéchent la génération et la maturation des cellules dendritiques dérivées de monocytes (English,
Barry, et Mahon 2008; Spaggiari et al. 2009)

- Promeuvent la génération de cellules T régulatrices qui exercent des effets immunosuppresseurs
(Maccario et al. 2005).
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Les CSM ont des activités immunosuppressives et pro-inflammatoires en fonction de leurs phénotypes. La
polarisation des cellules (de maniere similaire a la polarisation des macrophages) est initialement induite par
les TLR et elle est spécifique au ligand.
Cette polarisation permet d’orienter la cellule vers 2 phénotypes différents en fonction des besoins (Waterman
et al. 2010):
- CSMI a activité pro-inflammatoire : stimule la chimiotaxie et les processus de réparation ultérieurs.
Elles interviennent donc dans les premieres phases de réparation tissulaire.
- CSM2 a activité immunosuppressive : agit sur les 1ésions tissulaires inflammatoires. Elles prennent le
relai des CSM1 afin de calmer les processus inflammatoires.

Ce phénomene de polarisation maintient I’homéostasie tissulaire au niveau des 1ésions. Cette polarisation
dépend de :

- Différences dans les interactions TLR-ligands et la signalisation de type TLR

- Facteurs tels que les concentrations de ligands (faibles concentrations permettant le phénotype CSM1)

- La durée d’amorcage

- Microenvironnement (cytokines, facteurs de croissance, stimulants)

- Infections/maladies

- Lésions tissulaires

- Moment de I'engagement des cellules CSM-T

1.2. Utilités thérapeutiques des CSM

Les CSM sont un outil efficace pour la thérapie cellulaire des maladies inflammatoires (a2 médiation
immunitaire et dégénérative) en raison de leur potentiel immunomodulateur, immunosuppresseur et
régénérateur.

Les cellules souches mésodermiques représentent une faible densité des cellules médullaires (0,001 a2 0,01%
selon Pittenger et al., 1999), mais c’est pourtant la source la plus utilisée a ce jour car l’isolement et
I’amplification in vitro sont des processus assez aisés (Escacena et al. 2015) mais ils sont cependant limités
par une diminution des capacités prolifération et de différenciation dues a la sénescence cellulaire (Banfi et
al. 2000).

Les sources sont facilement accessibles par des méthodes peu invasives (sang périphérique et tissu adipeux
ou CSM isolées a partir de la Gelée de Warthon du cordon ombilical). Les CSM peuvent permettre de produire
un médicament spécifique au patient dans le cas d’un usage autologue. Les CSM peuvent aussi étre utilisées
en allogénique grace a leur propriété immunomodulatrice.

38



Figure 7 Avantages de l'utilisation des CSM en thérapeutique (Hmadcha et al. 2020)
La plasticité des CSM confere des avantages en matiere de régénération des tissus grdce a :
- Leur potentiel de différenciation de sources et de lignées différentes
- Leur capacité de migrer vers des sites endommagés en réponse a des signaux environnementaux
- Leur aptitude a favoriser la régénération des tissus grdce a la libération de facteurs paracrines ayant
des effets pléiotropiques.
- Leur capacité a inhiber le systeme immunitaire
- Leur capacité a favoriser la survie des cellules
- Leur compétence a induire I’angiogenése
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Méme si I’analyse des essais cliniques, de la premiere génération de thérapies utilisant les CSM ont montré
leur innocuité (Lalu et al. 2012), il reste de nombreuses zones d’ombre sur la compréhension de leur efficacité
thérapeutique et leurs mécanismes d’actions en raison de 1’hétérogénéité des CSM.
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Figure 8 Protocole d'études in vitro :
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Plusieurs parametres rentrent en compte dans I’efficacité et I’'innocuité de ces thérapies :

- Moelle osseuse, cellules adipeuses et annexes embryonnaires

Sources de CSM | - Selon la source, les CSM sont hétérogeénes : different par leurs propriétés d’adhérence plastique, leur taux de prolifération, leur nombre de passage jusqu’a la
sénescence
- Choix de cellules fraiches issues de cultures et au métabolisme actif
Mode de . p . P . . . o
conservation des | - ,Ch01x, de. cellules congelées : elles peuvent subir Qes altt::raﬂons tran51t01r§:s du mf:t;ibplmmg et de leur intégrité en rapport au processus de .cryosto'ck.age et de
cellules decoggelatlon X. Yuan, Logan, e.:t Ma 2919), ce qui a un impact sur la persistance in vivo puisque ces cel.lules activent davantage le syst¢tme immunitaire et sont
soumises a une clairance plus rapide. Mais elles ont I’avantage d’étre conservées de nombreuses années. (Sierra-Parraga et al. 2020)
Physiologie des | - La nécrobiologie et le métabolisme cellulaire entrent en jeu entre 1’hdte et le produit cellulaire : en réponse aux cellules mourantes/mortes et aux particules
cellules subcellulaires, le receveur va réagir ce qui va affecter I’efficacité thérapeutiques.
Ces 3 criteres ont un impact sur les activités immunosuppressives et le rendement
- Age (vieillissement in vivo des donneurs) : plus le donneur est agé plus le ratio de cellules apoptotiques est grand, le taux de survie lent et la capacité de
Donneur différenciation faible. (Andrzejewska, Lukomska, et Janowski 2019)

- Genre (Siegel et al. 2013)
- Comorbidité

Conditions et

- Conditions d’amplification
- La composition du milieu de culture ou I'amorcage des cellules

normes 'de - La préparation aux environnements in vivo difficiles (Boland et al. 2019)
production . s ..
- L’impact du vieillissement in vivo.
Type de produit | En fonction de la qualité et de la quantité dont on a besoin.
Besoin individuel | De la quantité de cellule nécessaire, du timing (besoin immédiat, moyen et long terme) et le type de pathologie du receveur.
Protocole Protocole de traitement complémentaire : ce protocole doit permettre d'obtenir un bénéfice thérapeutique optimal a court moyen et long terme
complémentaire
Il est nécessaire d’administrer un nombre suffisant de cellules pour atteindre la dose efficace :
- Actuellement, une dose thérapeutique typique de CSM est entre 1 et 10. 106 cellules/kg, on parle de CSM/kg. Les volumes varient en fonction de la voie
Dosage du d’admir.lis,tra\ti.oq (.3'[ du tissu cible. La pluPart des ble,ssures. corporelles d@ cette taiAlle ne posept pas de probleme et il est clair que cette dqse "thérapeutique" de CSM
produit est 'des.tlnee a 1n1t1.er ou augmenter une réponse de réparation de 1'organisme Plutot qu'a servir de .remplacement "cellule pour cellule" (Pittenger eF al. 201.9). .
- Ainsi lors d’un infarctus du myocarde, 1/8*™ du volume du cceur est détruit : la dose thérapeutique n’est donc pas suffisante pour remplacer 1’intégralité du tissu
détruit mais on va s’appuyer sur les fonctions réparatrices des CSM pour régénérer le tissu.
Cela prouve que la greffe de cellules n’a que peu d’impact par elle-méme puisque moins de 1% des cellules greffées sont retrouvés sur le site greffé.
- Le mode d’administration de la thérapie (locale ou systémique) influe sur les réponses immunitaires innées et adaptatives de 1’organisme ainsi que sur la survie et
la fonctionnalité des CSM, ce qui alteére le résultat clinique (Sierra-Parraga et al. 2020). Trois voies de perfusion sont possibles :
Mode - Systémique : intraveineuse, intra artériel et inhalation

d'administration

- Locale : topique, pulvérisation cellulaire, gel, injection sous cutanée avec un hydrogel, injection intrapéritonéale, intramusculaire, intracardiaque
et intrathécale

- Construction d’un support (procédé local) : on encastre des cellules au sein d’une structure (ex : des greffes vasculaires ou encore des injections intra-
osseuse)

41




Dans le cadre de leurs recherches sur le traitement des lésions post-traumatiques du systeéme nerveux périphérique, Masgutov étudie un nouveau mode
d’administration. Les cellules autologues sont facilement greffées mais ne persistent pas au niveau de la 1ésion. Les cellules sont éliminées ou inhibent la régénération
par la formation de cicatrices et le développement de neurones. Masgutov et ses équipes utilisent de la colle de fibrine pour fixer les CSM sur les sites 1€sés et fournir
un support de matrice extracellulaire.

L’étude suggere donc que la thérapie des CSM utilisant de la colle de fibrine est une méthode siire et efficace de greffe de cellules dans les cas de 1ésions du nerf
sciatique, et que cette méthode d'administration de stimulants de régénération pourrait tre bénéfique pour le traitement réussi d'autres affections du systeme nerveux
central et périphérique. (Masgutov et al. 2019)

Evaluation de la
sécurité avant,
pendant et apres
le traitement

- On peut utiliser le modele murin dans le cadre de la maladie du greffon contre 1’hdte pour comparer les avantages thérapeutiques des origines tissulaires (cordon
ombilical, moelle épiniere, et tissus adipeux). Grégoire et al. ont ainsi comparé 1’impact de la source de CSM sur la fonction des cellules T :

o Les effets sur les cellules immunitaires sont différents selon I’origine du tissu (puissance de 1’inhibition des lymphocyte et induction du rapport de cellules T).

o Aucune source de CSM n’a été significativement efficace pour empécher la mort par la maladie du greffon contre I’hdte GVHD.

o L’étude suggere de vérifier le profil de sécurité des cellules d’origines adipocytaire et ombilicale qui ont une activité pro coagulante in vitro. (Grégoire et al.

2019)

- Afin de limiter les mécanismes de protection et la sensibilité aux attaques du systeme du complément, une étude analyse 1’impact de 1’allo-sensibilisation apres
administration locale de CSM adipocytaires allogéniques (Darvadstrocel). Ce phénomene de pré sensibilisation pourrait réduire le taux de rejet immunologique :
c’est une piste de développement de gestion des problématiques d’immunogénicité (histocompatibilité donneurs-receveurs, réponses immunitaires) (Avivar-Valderas
et al. 2019)

Mécanisme
d’action du
produit et de ses
dérivés

A) La diaphonie multifactorielle qui se base sur 2 éléments :

1) Préconditionnement des CSM (figure 9):
- Ce préconditionnement des CSM s’appuie sur leur fonction paracrine induisant des échanges constants de ces cellules avec leur microenvironnement. Ce
préconditionnement des CSM permet de moduler leurs
(1) Potentiel de différenciation, (2) Marqueurs, (3) Phénotype immunologique, (4) Propriétés immunorégulatrices. On peut pré conditionner les CSM de 4 fagons :
a) En agissant sur leur structure 3D :
- En conditionnant les CSM sous forme de sphéroides, il y a une production de facteurs de survie, de prolifération cellulaire et de vascularisation.
- Une des explications est I’hypoxie créée au niveau des couches internes
b) En utilisant des facteurs pharmacologiques (atorvastatine. ocytocine, cucurmine...) :
- On utilise par exemple des cellules contenant de I’héparine et de 1’albumine au lieu du plasma cela permet d’obtenir de meilleures réponses thérapeutiques.
(Ringden et al. 2018)
¢) En utilisant des conditions d’hypocxie :
- Ces conditions renforcent les propriétés régénératrices et réparatrices des CSM (Hu et al. 2016), maintiennent leur multipotence (Hawkins, Sharp, et McKay
2013), augmentent leur capacité de prolifération (Berniakovich et Giorgio 2013) et augmentent leur sécrétion de molécules cytoprotectrices (Lan et al. 2015)
- Les protocoles peuvent varier en fonction de la tension en oxygene et altérer la capacité de différenciation ainsi que leur production paracrine
d) En utilisant des cytokines, facteurs de croissances et des hormones :
- Les cytokines pro-inflammatoires augmentent la production de facteurs impliqués dans la réponse immunitaire, ce qui entraine une chimio-attraction de
cellules immunitaires, une modulation de 1’inflammation, une amélioration de la migration et du homing.
- Facteurs de croissance et hormones stimulent 1'angiogenese et inhibent la fibrose par I’intermédiaire de la sécrétion de cytokines inflammatoires, de
constituants de la matrice et d’enzymes dégradantes.
2) Utilisation de la richesse du sécrétome des CSM :
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- Le sécrétome des CSM contient des facteurs solubles, cytokines, chimiokines, molécules immunomodulatrices et des facteurs de croissance dans des
vésicules extracellulaires, dont la sécrétion permet une communication entre les CSM et les cellules immunologiques.

- Ces éléments conferent aux CSM leurs propriétés pro-régénératrices : modulation du systéme immunitaire, inhibition de la fibrose et de l'apoptose,
stimulation de la vascularisation, recrutement d'autres cellules et remodelage des tissus.

- Ainsi dans I’étude de Linero (Linero et Chaparro 2014), des CSM issues de tissus adipeux ont pu régénérer des 1ésions mandibulaires chez le lapin. In vitro
on a pu déceler des 43 facteurs pro-angiogéniques notamment certains ayant un role décisif dans la régénération osseuse.

- D’autres études ont prouvé que les tissus 1ésés pouvaient étre réparés grace a l'activité paracrine et les vésicules extracellulaires issus des CSM (infarctus du
myocarde, dommages neuronaux, maladies rénales). Cependant, ces études sont rares malgré la sécurité et la faisabilité de ces méthodes.

B) La diaphonie secondaire ou signalisation directe : une signalisation directe indépendante des vésicules extracellulaires existe. Une étude (Carreras-Planella et
al. 2019), démontre I’effet immunomodulateur des CSM sur les cellules B indépendamment des vésicules extracellulaires. Cette diaphonie secondaire est dépendante
du systéme immunitaire du receveur et du tissu de 1’hote
- L’inconvénient de ce mécanisme est la durée variable d’initiation des réponses secondaires qui complique les tentatives de modélisation de la cinétique et
du dosage en pharmacologie cellulaire.

Figure 9 Préconditionnement des CSM (Ferreira et al. 2018)
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1.3. Domaines d’application des CSM

Les cellules souches mésenchymateuses ont plusieurs domaines d’applications : les troubles et maladies
d’origine immunitaire, le cancer et la médecine régénérative

1.3.1. Troubles immunitaires

Les CSM sont capables d’améliorer I'immunité dans les modeles animaux de :

- Septicémie (Németh et al. 2009)

- Maladies auto-immunes (Constantin et al. 2009; Rafei et al. 2008)

- Maladies neurodégénératives (T. Ma et al. 2013)

- Maladie du greffon contre 1’hote (Polchert et al. 2008)
Ces thérapies ne sont pas accessibles a tous en raison du colt de fabrication et de la réglementation. En effet,
les résultats des essais cliniques et des thérapies mises en place dans certains pays dépendent des variabilités
qualitatives entre les préparations de CSM. L'absence de procédures de fabrication normalisées, telles que
I'hétérogénéité des donneurs, la variabilité de l'origine des tissus (tissu adipeux et moelle épiniere), la
cryopréservation des cellules, I'expansion des cultures, la dose et le moment d'administration, I'hétérogénéité
des biomarqueurs inflammatoires de I'hdte et 1'immunogénicité figurent également parmi les variables
(Galipeau 2013; Galipeau et Sensébé 2018).
La normalisation des CSM de qualité clinique permettra de mieux servir les futurs essais cliniques et facilitera
'approbation clinique internationale. Il est tout aussi important d'approfondir les connaissances sur les
mécanismes de polarisation des CSM et leur devenir apres l'accouchement (Duijvestein et al. 2010;
Lechanteur et al. 2016; Russell et al. 2018; Grégoire et al. 2019).

1.3.2. Traitements et gestion du cancer

On compte 25 essais cliniques visant a utiliser les CSM pour cibler directement le cancer (14 essais) et
minimiser les effets secondaires des traitements anticancéreux (9 essais) :

On cherche a utiliser I’effet chimio-attractif des CSM (

Figure 10) :

- Comme les tissus 1€sés, les microenvironnements tumoraux recrutent des CSM notamment via la voie
de signalisation CXCL12/CXCR4 (Kalimuthu et al. 2017). D’autres molécules contrdlent la migration
des CSM vers les tumeurs.

- On utilise le potentiel des transporteurs des CSM afin de délivrer sélectivement des charges anti-
cancéreuses au niveau des tumeurs. Leur capacité inhérente a migrer vers les sites tumoraux leur
permet d’étre utilisées comme un vecteur thérapeutique délivrant des agents suppresseurs de tumeur.

La stratégie consiste a améliorer la charge utile et la capacité de livraison des CSM. Plusieurs techniques sont
utilisées et doivent étre améliorées :

- CSM modifiés par génie génétique : elles vont exprimer les agents suppresseurs de tumeurs.

- CSM concues pour transporter des miARN spécifiques : ces CSM ont des propriétés anticancéreuses

- CSM contenant des virus oncolytiques

- CSM chargées de médicaments anticancéreux

-  CSM chargées de médicaments encapsulés dans des nanoparticules : cette technique permet une
accumulation préférentielle des CSM sur le site cible, en empéchant la libération par éclatement et en
réduisant les effets secondaires.

La fonction paracrine est utilisée dans la régulation du cancer et celle-ci est médiée par de multiples facteurs
pouvant étre directement sécrétés dans l'espace extracellulaire ou conditionnés dans des vésicules
extracellulaires pour €tre diffusés dans le milieu de la tumeur (Rani et al. 2015). Ces facteurs affectent :

- Les processus cellulaires impliquant le cycle de vie des cellules tumorales (Fathi, Sanaat, et Farahzadi
2019),

- La survie des cellules,

- L'angiogenese

- L'immunomodulation
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Les CSM peuvent réguler le cancer par 2 effets :
1) Effet anti-tumoral (Figure 117) : les CSM induisent un arrét du cycle cellulaire et réduisent la croissance du
cancer (Lu et al. 2019). Cet effet anti-tumoral est li€s a certaines propriétés des CSM :

- Libération d’agents cytotoxiques par les CSM induisant 1'apoptose dans différents types de cancer.
Ainsi les CSM de la moelle osseuse favorisent I'apoptose et suppriment la croissance des cellules du
gliome U251 par une régulation a la baisse de la voie de signalisation PI3K/AKT (Lu et al. 2019).

- Les CSM inhibent 1'angiogenese tumorale. Ainsi les CSM de la moelle osseuse restreignent la
croissance vasculaire dans les xénogreffes de gliomes Gli36 par une régulation a la baisse de 1'axe
PDGF/PDGFR.

- Les CSM provoquent des réponses immunitaires anti-tumorales par la libération de médiateurs
inflammatoires, tels que la cytokine multifonctionnelle TGF[3. Outre les fonctions pro-tumorales, la
signalisation de TGFf a des effets suppressifs sur le cancer (Guasch et al. 2007).

2) Effet pro-tumoral (Figure 11) : les CSM se différencient pour contribuer directement a la progression du
cancer (Aoto, Ito, et Aoki 2018). Cet effet pro-tumoral est li€s a certaines propriétés des CSM :

- Effets pléiotropiques des CSM : les CSM peuvent augmenter 1’invasion tumorale, inhiber 1'apoptose
des cellules tumorales en sécrétant des facteurs de survie (VEGF et bFGF) et soutenir 1’angiogenc¢se
tumorale.

- L’immunomodulation des CSM contribue a la pathogénese du cancer en libérant des facteurs
inflammatoires qui favorisent les effets immunosuppresseurs.

- La différenciation des CSM en cellules capables de favoriser la tumorigenese

- La chimio-attraction des CSM : ainsi, I'engouffrement des cellules cancéreuses du sein par les CSM
entraine des modifications du profil du transcriptome des cellules tumorales. Cet engouffrement des
CSM améliore la transition épithéliale-mésenchymateuse, la solidité, l'invasion et les métastases du
cancer du sein (Y.-C. Chen et al. 2019).

L’utilisation des CSM pose un probleme de sécurité et d’innocuité. Des facteurs influencent 1’effet que peut
avoir les CSM au niveau de la tumeur (Bajetto et al. 2017), en particulier :

- La source de tissus des CSM

- Ladose

- Le timing d’administration des CSM

- La méthode d'administration des cellules

- Le type d’interaction : direct (cellule a cellule) ou indirecte (libération de facteurs solubles)

- L’état pathologique du patient (Pérez, de Lucas, et Gdlvez 2018; Rivera et al. 2019)
Il est important de noter qu'une étude clinique récente a montré que les CSM dérivées de la moelle osseuse ne
parvenaient pas a se fixer sur les sites de cancer de la prostate, une observation liée a 'absence de signaux
inflammatoires, qui dictent généralement la migration des CSM (Schweizer et al. 2019).
Ces données pourraient également remettre en question 1'inanit¢ des CSM allogéniques non modifiées a
héberger des tumeurs sans reprogrammation (Serakinci et Cagsin 2019).
Malgré les avancées, il est nécessaire de mieux comprendre les interactions entre cellules cancéreuses et CSM
afin de :

- Garantir une haute sécurité clinique

- Trouver des solutions pour améliorer la greffe et la survie efficace des CSM pour ainsi potentialiser

leurs applications thérapeutiques.

Nous verrons plus tard dans ce travail comment I’alliance entre les CSM et les biomatériaux peut améliorer la
rétention des cellules greffées.
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Figure 10 Modéle de migration des CSM induite par les chimio-attracteurs vers une lésion tumorale
(Hmadcha et al. 2020)
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Figure 11 Les effets pros et antis tumoraux des CSM (Hmadcha et al. 2020)
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1.3.3. Immunothérapie contre le cancer
Les CSM peuvent susciter une immunité générale et/ou spécifique a un antigene, sans €tre eux-mémes

immunogenes car (Shammaa et al. 2020):

- Les CSM sont spécifiques au contexte pro-inflammatoire : elles renforcent I'immunité humorale et
cellulaire.

- Les CSM sont génétiquement modifiables, ce qui en fait des véhicules appropri€s pour produire et
sécréter des cytokines ou des antigenes solubles qui évoquent des réponses immunitaires.
Les CSM peuvent agir comme des APC (cellules présentatrices d’antigenes) capables de traiter et de
présenter des antigenes exogenes pour activer les cellules immunitaires. Cet actif fait surface en
réponse au traitement par 1'IFN-y qui induit I'expression par les CSM de molécules MHCI/II.

1.3.4. Médecine régénérative

Plus tard dans ce travail, nous verrons plus en détails les applications des cellules souches mésenchymateuses
a la médecine régénérative pour traiter de multiples pathologies : diabete, atteintes osseuses et cartilagineuses,
troubles neurologiques, pathologies cardiaques...

Cependant a la suite de nombreuses €tudes, on se rend compte que 1’administration de CSM n’est que
transitoire sur le site de 1ésion. Les CSM doivent activer des mécanismes dans la niche de I’hote afin de
contribuer a la réparation des tissus.

Nous verrons également que 1’utilisation combinée de CSM et de biomatériaux permet 1’optimisation des
capacités des CSM malgré leur courte présence et leur disparition.
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Aujourd’hui 921 essais cliniques ont utilisé les CSM comme intervenants primaires, dont 704 entre 2011 et
2019. Il montre le potentiel des CSM pour améliorer les maladies dégénératives et leurs implications dans le
maintien de la physiologie des tissus.

2. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)

2.1. Définition et vue d’ensemble des CSH

Figure 12 Vue d'ensemble des cellules souches hématopoiétiques et des marqueurs spécifiques aux
lignées (« Hematopoietic Stem Cell Differentiation Pathways & Lineage-specific Markers » s. d.)
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Les CSH se définissent comme des progéniteurs multipotents et auto-renouvelables. Les CSH sont le
point de départ du processus d’hématopoiése a partir duquel les cellules sanguines différenciées et matures
naissent et se renouvelent constamment afin d’assurer I’homéostasie du tissu sanguin.

- Elles génerent deux lignées de progéniteurs oligopotents: myéloides et lymphoides. Ces
progéniteurs différenciés ont des marqueurs spécifiques de lignées a leurs surfaces (récepteurs de
cytokines et protéines de différenciation).

- Le systtme hématopoiétique doit assurer la production nécessaire afin de maintenir 1’équilibre du
systeme puisque les cellules sanguines matures ont une durée de vie limitée. L’hématopoiese produit
les monocytes, lymphocytes, plaquettes, érythrocytes, neutrophiles, les éosinophiles, et les basophiles.

L’autorenouvelement maintient un pool de CSH tout au long de la vie. Cependant, ce pool est limité dans le
temps in vivo et in vitro :

- Ce pool est régulé par des chimiokines, des cytokines, des molécules et leurs récepteurs de
signalisation intracellulaire. Les cytokines et les facteurs de croissance (interleukines et les facteurs de
stimulation des colonies) activent la signalisation intracellulaire responsable de la différenciation.
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- Il n’est pas possible de générer des lignées de cellules souches hématopoiétiques (comme on le ferait
pour les cellules souches embryonnaires) puisqu’a mesure des divisions cellulaires, les télomeres se
raccourcissent puis les cellules entre en sénescence et enfin en apoptose.

- Le LTC-IC: long term culture-initiating cell, est un test qui permet apres culture de cellules
médullaires dans un milieu contenant des facteurs hématopoiétiques, 1’identification de précurseurs
pouvant générer des cellules sanguines. (Sutherland et al. 1990)

On retrouve I’hématopoicse au sein du :

1) Placenta et foie du feetus

2) Sang de cordon : on tire profit de I’'immaturité du syst¢eme immunitaire fcetal, ce qui donne un faible pouvoir
d’immunogénicité aux CSH. Cette source est tres utilisée dans les greffes allogéniques

3) Sang périphérique : il contient 0,1% de CSH. Afin de faire affluer les CSH vers le sang périphérique (facile
d’acces), on utilise pour ces mobilisations le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) (Figure 13) ou
I’antagoniste du récepteur CXCR4 (plerixafor). Cette technique de mobilisation est utilisée pour les greffes
autologues et allogéniques (dans le cas de don de moelle osseuse, on peut choisir la technique de prélevement).

Figure 13 Méthode de mobilisation par des facteurs de stimulations des colonies de granulocyte G-CSF
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4) Moelle osseuse :

- Les CSH représentent 0,01% des cellules de la moelle osseuse.

- Elle est utilisée lors des greffes allogéniques.

- La structure spatiale de la moelle osseuse est ordonnée : elle constitue un microenvironnement de
soutien pour le maintien de 1’hématopoiese grace aux facteurs de croissance, a la matrice
extracellulaire et aux chimiokines.

- La survie, la prolifération et la différenciation des CSH se font grace aux facteurs de croissance
hématopoiétiques : une cellule reste au sein de la niche pour assurer la fonction de réserve et 1’autre
quitte la niche pour se différencier et proliférer.

Au sein de la moelle osseuse, il y a deux niches identifiées :
- Niche vasculaire localisée au niveau de la région médullaire centrale : cette niche vasculaire est
mobilisée par la migration trans-endothéliale afin de rejoindre la circulation périphérique.
- Niche ostéoblastique au niveau de la surface endostéale : cette niche contient la grande majorité des
CSH et produit un environnement propice a la quiescence (phase GO) et a la survie des CSH.
Les molécules d’adhésion (N-cadhérine, intégrines) permettent aux CSH de rester au sein de cette
niche en se fixant a la matrice extracellulaire (Gigant et al. 2001)
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On caractérise les CSH non pas par leur morphologie mais par :
- L’absence de marqueurs de surface (CD38,CD10,CD14, CD15)
- La présence de certains autres marqueurs de surface

Tableau VI Marqueurs de surface permettant la caractérisation des CSH (Shizuru, Negrin, et Weissman
2005)

Marqueurs de surface ‘ Roles et fonctions
CD34, Thy-1 Glycoprotéine responsable de 1’adhérence et des migrations des CSH
CD133 Glycoprotéine ( Wognum, Eaves, et Thomas 2003)
CD117 Protéine réceptrice des cytokines SCF
CXCR4 Protéine réceptrice des cytokines SDF-1
VLA-4, VLA-5 Intégrines responsables de I’adhérence aux protéines de la matrice extracellulaire

Les CSH peuvent reconstituer le systétme hématopoiétique d’un individu greffé (en cas d’hémopathies
malignes ou d’anémie) grace a leurs capacités de greffe :
- Autologue : cellules du patient greffées (en cas de chimiothérapie, on procede a un prélevement des
cellules avant celle-ci puis les CSH sont réinjectées).
- Allogénique : cellules d’un donneur apparenté ou non, nécessite une histocompatibilité du systeme HLA
- Synergique : cellules d’un donneur qui est le jumeau identique du patient receveur

Malgré les 40 ans de recul que 1’on a sur les greffes de CSH restent risquées car des limites subsistent. En
effet, in vitro :

- Le nombre de CSH est limité par la sénescence

- Le recueil des CSH est difficile notamment pour le maintien de la qualité des prélevements

- Il'y ades risques d’infection ou d’immunoréaction

- 1l faut un donneur compatible (méme s’il y a un accroissement du nombre de donneurs)

Les propriétés fonctionnelles et structurelles font des CSH des éléments clefs dans le traitement des :

- Insuffisances de la moelle osseuse - Tolérance immunitaire

- Malignités - Maladies auto-immunes
Les CSH sont extrémement bien connues et disponibles pour un usage clinique : elles constituent un bon outil
pour le développement de traitements de médecine régénérative.

2.2. Les différents types de greffe de CSH

Traitement préparatoire (conditionnement). Il faut administrer au patient une chimiothérapie ou une
radiothérapie a forte dose (ou les deux) avant une greffe de cellules souches pour :
- réduire le risque que les cellules immunitaires du receveur d’une greffe allogénique de cellules
souches standard rejettent le greffon (cellules greffées)
- détruire entierement toute maladie qui pourrait survivre au moment de la greffe chez les patients
atteints d’un cancer du sang
- éliminer les lymphocytes (globules blancs) dysfonctionnels qui s’attaquent aux cellules sanguines en
développement du patient, causant dans certains cas un dysfonctionnement de la moelle osseuse,
comme dans le cas de I’anémie aplasique
Les conditionnements myéloablatifs reposent sur ’association de chimiothérapies seules ou sur
I’association d’un traitement par chimiothérapie et d’une irradiation corporelle totale. Pour éviter le rejet de
la greffe, lorsque le greffon n’est pas géno-identique, le conditionnement comprend, le plus souvent,
I'administration de sérum anti-lymphocytaire.

L’objectif du conditionnement non-myéloablatif est 1’utilisation de doses suffisamment fortes pour éviter

le rejet, mais suffisamment faible pour permettre aux cellules du greffon une action contre les cellules
tumorales du receveur.
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Tableau VII Différents types de greffes de CSH

Ol:egﬁ:::ges Type de prélevement Donneur Avantages Inconvénients Indications
Préléﬂ\i(’zrr.lcntédcz r;llocllc lflous '&%I;tigzl;%glglg‘;ms Elevée - Aplasie courte avec risque de mucite
anesthésie générale au bloc - - ¢
opératoire gar bonction des. | Autogreffe | -Mortalité moindre car : ;’l::sddcc rgc\lllllx;c car Lymphomes et myélomes
crétes iliaques et aspiration - Pasde GVH >i odépressi ind
de 600 ml a 1200 ml de - immunodépression moindre mmunodepression moindre
moelle osseuse selon les - Aplasie
masses corporelles -Le rejet _du greffon . ., | -Hémopathie maligne chimio-sensible mais
-48 hc}lrc_s _ - La réaction du greffon contre I’héte ou GVH : les cellules T du donneur ont la capacité | dont les facteurs pronostiques font craindre une
Cellules | d’hospitalisation pour le de repérer et entrainer la mort des cellules tumorales du receveur (Barnes et al. 1956) rechute
souches de | donneur -Pas de douleurs, ni fatigue post - GVHD : cellules réactives T du donneur dans 1’attaque des tissus de ’hdte. méme sile | 31 eucémic aigué
moelle - Les travaux de Thomas prélévements donneur est histocompatible et qu’un traitement immunosuppresseur est mis en place, la S mvélodysplasie
osseuse ont démontré que la -Nombre de CSH plus élevé que dans la moitié des patients ayant subi une greffe allogénique contractent la GVHD (Blazar, yelodysp
procédure de perfusion de moelle osseuse Murphy, et Abedi 2012). Il existe 2 approches visant a renforcer les effets positifs du —)lympl’lor_nc ou ,mgélomc .
moelle osseuse pouvait se | AUOBTeTe | o4 rechute plus faible dfi 3 Ieffet | GVT et supprimer ceux du GVHD : ~>Leucémie myéloide chronique
faire en toute sécurité. de la GVT maximisé par le nombre de | >Ciblage des antigénes de I’histocompatibilité (Bonnet et al. 1999) -hémopathie non maligne de pronostic sévére :
Cependant, il est nécessaire cellules T régulatrices - Utilisation des cellules T régulatrices pour maintenir I’effet de la GVT et modifier la —)Cons’un_monncllc : Fanconi, drépanocytose,
dc.prpc(:d’cr a une GVHD et des cellules NK pour augmenter les effets de la GVT et éviter la GVHD. (Zorn thalasser.mc homo7:ygotc ) )
chimiothérapie et une 2006; Miller et al. 2005) - Acquise : aplasie médullaire avec critéres
irradiation intensive - La maladie veino-occlusive de gravité.
compléte de Iensemble du -immunodépression : infections fongiques et parasitaires
corps (Thomas et al. 1957). -Séquelles iatrogénes : Stérilité, cataracte, nécrose de la téte fémorale et psychologiques
) P,af de Cou'eurs, ni fatigue post -Restauration de ’hématopoiése pour les
px;lcv%mcgts CSH plus élevé que dans 1. leucémies granulocytaires chroniques.
A - frombre de PRUS CIEVE que dans 72 | N¢cessite une chimiothérapie mobilisatrice induisant une aplasie bréve (Goldman 1979).
) utogreffe | moelle osseuse C lid des chimiothérapie trd
Prélévements ambulatoires - Taux de rechute plus faible d A Ieffet Sloablasiant afin do pormetire atn
sur 1-3 jours (aprés de la GVT maximisé par le nombre de myi(iloa asiante a ml ¢ permettre une
traitement de mobilisation cellules T régulatrices metlleure sortie d'aplasic.
aux cytokines de 5 jours) Hémopathie maligne chimio-sensible mais
Cellules | -Pas d’anesthésie générale dont les facteurs pronostiques font craindre une
souches de | - Afin d’éviter les échecs dii _Pas de douleurs. ni fatigue post rechute :
sang a ’insuffisance de CSH et rélevements ’ guep ->Leucémie aigué
périphérique | progénitrices présentes dans PN bre de CSH plus élevé que dans | -Douleurs osseuses chez certains donneurs > myélodysplasie
la circulation périphérique, - orlrll re de plus cleve que dans 1a -Rupture de la rate (McCullough et al. 2008) Slvmph P ¢l
les chercheurs ont procédé | Allogreffe n'}‘oc N dosscuﬁc te plus faible d & Ieffet -Augmentation de 1'incidence de GVHD chronique du aux nombres importants de ymphome ou myeiome
a des procédures de :1 ziluxG\c,{‘cc ufe prus all e cl ?) ¢ ) I cellules T régulatrices. Mais le nombre de GVHD aigue et le taux de mortalité restent —)'Lcuccm;c myclmdf: chronique P
mobilisation (Figure 13) ca TNAXIMISE par fe NOmOre €& | giables par rapport aux greffes de moelle osseuse Hcmopa.t.hm: non maligne de pronostic severe :
cellules T régulatrices ->Constitutionnelle : Fanconi, drépanocytose,
thalassémie homozygote
->Acquise : aplasie médullaire avec critéres de
gravité.
-Bonne tolérance
Le sang de cordon est -Source de CSH en cas d’absence de . o .
Cellules | Vtilisable sans lien de donneur HLA compatible -Risque d’infection dfi au retard de greffe (Brunstein et al. 2010)
souches de | Parenté entre le donneur et | Allogreffe | - Risque de GVH moindre -Le volume sanguin dlspoerlc : pour les afiultcs. (EhancAGluckman etal. 20'1 1)
sang de le receveur : il est prélevé a ou - Meilleure prise du greffon car capacité -?Dgux collectes peuvent étre utilisées mais cela a un colit et une augmentation de Cas on le patient n’a pas de donneur apparenté
cor:gion la naissance et se conserve | autogreffe | proliférative 10 & 20 fois supéricure. Iincidence de la GVHD. (Wagner et al. 2014) ou compatible.
dans des banques publiques - Intérét dans les minorités ethniques ->Une expansion ex vivo peut se faire mais il n’y a pas d’amélioration significative.
et privées en fonction de la - Grand nombre de CSH trés immatures (Kiernan et al. 2017)
réglementation du pays. -Pas de respect strict de ’'HLA
compatibilité.
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2.3. Utilisations thérapeutiques des CSH

Hémopathies
malignes et
cancers solides

On peut utiliser la greffe de CSH qui est considéré comme un produit de thérapie cellulaire.

La forme la plus répandue SCID présente un ensemble de défauts génétiques sur le chromosome X :
- Ces défauts modifient la chaine gamma des interleukine (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21) et
perturbent le développement des cellules T et NK
- Ces défauts présents dans les genes activent la recombinase, ce qui conduit a des récepteurs
d’antigeénes des cellules B et T non fonctionnels.
Les nourrissons atteints n’ont donc pas d’immunité humorale et cellulaire.
L'ADA-SCID est la seconde SCID la plus répandue :
- L’adénosine désaminase présente un défaut, provoquant une accumulation de désoxyadénosine et
de désoxyadénosine triphosphate dans les cellules qui sont toxiques pour les lymphocytes.

Immunodéficience - Un traitement a base d’enzyme de substitution (PEG-ADA : adénosine désaminase conjuguée au
combinée sévere polyéthyleéne glycol) existe mais comporte de nombreux effets indésirables.
(SCID) La greffe de CSH allogénique a été identifiée comme un traitement de choix de la SCID mais son succes
dépend de :
- De I’age : l1a greffe fonctionne mieux sur les patients de moins de trois mois et demi
- Des infections : la greffe fonctionne mieux sur les patients qui n’ont pas d’infection
- Du donneur
Le protocole de traitement utilise :
- Des greffons modifiés ou non et sans cellules T
- Sile donneur est apparenté, il n’y a pas de conditionnement (taux de survie : 94%)
- Si le donneur n’est pas apparenté, on procede a un conditionnement myéloablatif ou une
immunosuppression (taux de survie : 58%)
De nouvelles pistes de thérapie génique sont explorées pour combler les manques de la thérapie cellulaire
Des traitements expérimentaux de greffe de CSH sont utilisés afin :
- D’induire la tolérance du systéme immunitaire
- Permettre la transplantation de tissus sans rejet chronique et traitement immunosuppresseur.
Transplantation En cas de tolérance, le systtme immunitaire répond aux antigenes étrangers mais accepte les tissus du

d’organes solides

donneur. Des essais cliniques ont été€ réalisés dans le cadre de la transplantation rénale.

- Une greffe de CSH induit un chimérisme durable a transitoires chez certains receveurs, ce qui permet le
retrait des immunosuppresseurs.

Il est nécessaire de poursuivre ces pistes de recherches pour apporter une solution a long terme et sur
plusieurs types tissulaires différents. (Oura, Cosimi, et Kawai 2017)

Maladies auto-
immunes

Ces maladies entrainent la défaillance de I’auto-tolérance centrale et périphérique provoquant alors la
génération de cellules T et B auto-réactives qui endommagent les tissus et les organes.
- Une grande partie de la population mondiale est touchée par ces maladies mais il n’existe aucun
traitement. Différents degrés de ces maladies existent et certaines formes graves entrainent des résistances
aux anti inflammatoires et immunosuppresseurs.
- En greffant des CSH autologues :
- Les CSH éliminent les cellules immunitaires auto-réactives et rétablissent le systéme immunitaire.
- Le caractere génétique initial rend le risque de rechutes important.
- La thérapie doit étre mise en place le plus tot possible.
- La greffe allogénique peut étre envisagée pour une guérison plus définitive mais il y a un risque élevé de
GVHD. (Hiigle et van Laar 2010)
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3. Les cellules souches neurales (CSN)

3.1. Définition et vue d’ensemble des CSN

Figure 14 Vue d'ensemble des cellules souches neurales et des marqueurs spécifiques aux lignées
(« Neural Stem Cell Differentiation Pathways & Lineage-specific Markers » s. d.)

Neural Stem Cells

Self-Renewal Factors . \
\ EGF

| FGF basic
FGF-10

| Sonic Hedgehog/Shh
/ Small Molecules for Differentiation
/

/
Neural Progerﬁtor Cells

Basal/Intermediate

Progenitor Cells Radial Glial Cells
@ /
FGF basic ‘ ‘ U CNTF
PDGF-AA | \ FGF basic
PDGF-AB [ . \  PDGF
PDGF-BB “=, éggﬁ;cegg%mgﬁhh \, Thyroid Hormone (T3)
Retinoic Acid / \ Purmorphamine
v \ \\7
Neuron-Restricted X . Glial-Restricted Progenitors
Progenitors \ —FeF basic
o
. Motor Neuron
BDNF Progenitors EGF :‘\ ‘.'“ CNTE
FF:gFF:_gb i ~— FGF basic / \ EGF
5 POGF  / )
Sonic Hedgehog/Shh N N . / \ . FGF basic
Dibutyryl-cAMP apn \ \ / \" PDGF
g;?:rr:r:r;iearng;cn I\::tu ro’ / B|\1p:4 \-._‘ Oligodendrocyte-Type 2 Type 1 Astrocytes
/| EGF-8b \ \ Astrocyte (O-2A) Precursors .
/| o acid | GDNF |
// ‘\ BDNF Retinoic Acid 1GFI |
g | GDNF \
Dopaminergic IGF-I | | . FGF basic
Neurons NT-4 | | / . PDGF
| Sonic Hedgehog/Shh ‘ f \
| Retinoic Acid / / CNTF L
\ Valproic Acid | [ 1GF-1 Ny
\ * . Motor Neurons [ NT-3 ——— Type 2 Astrocytes
\ Glutamatergic / PDGF o .
\ N .
GABAergic Neurons eurons | Thyroid Hormone (T3)
‘ Oligodendrocyte
Differentiation Kit 14

Oligodendrocytes
®

© 2014 R&D Systems, Inc

La neurogenese et la prolifération se produisent tot dans la vie : le systeme nerveux central (SNC) contient
des cellules progénitrices mitotiquement inactives et incapables de générer de nouvelles cellules apres une
1ésion. Les CSN possédent des capacités de prolifération, de multipotence (différenciation dans les
lignages neuronal, astrocytaire et oligodendrocytaire) et de migration qui s’expriment de maniére
différentielle selon leur environnement.

Dans le cerveau adulte on retrouve des niches de CSN :

- zone sous- ventriculaire qui contient une population de cellules hétérogenes :

—> Les cellules de types B : elles ont les propriétés des CSN de type astrogliale : a 1’état quiescent dans les
conditions physiologiques, elles peuvent étre amenées a proliférer. C’est notamment le cas apres une
irradiation (Morshead et al. 1994).

—> Les cellules de type C ou PAT : ce sont des progéniteurs amplificateurs de transit a division rapide. Elles
maintiennent la neurogenese. En se différenciant, elles donnent des neuroblastes.

La neurogenese continue et le soutien par les CSN de la zone ventriculaire permet le maintien du systéme
olfactif chez les souris (Imayoshi et al. 2008).

- zone sous-granulaire du gyrus dentelé de I’hippocampe : c’est la région responsable de la mémoire et
de I’apprentissage siege une production de cellules granuleuses gliales (Morshead et al. 1994). Les cellules
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ont un potentiel de prolifération plus limité, ce sont des cellules progénitrices (Bull et Bartlett 2005). La
neurogenese au sein de ’hippocampe permet d’augmenter la population de neurones (Imayoshi et al. 2008).

- couche germinale externe du cervelet

- zone sous- ventriculaire du canal central de la moelle épinicre et la limite de I'ampoule (Conti et
Cattaneo 2010; W. Li et al. 2011)

- bulbe olfactif oul’on retrouve des cellules de type C et des neuroblastes qui ont migrés via le flux migratoire
rostral dont le phénomene reste inconnu (Curtis et al. 2007).

En liaison avec leur role majeur dans I’embryogenese du systeme nerveux, les CSN présentent une capacité
migratoire élevée en réponse a divers facteurs chimiotactiques :
- Les CSN expriment un grand nombre de récepteurs aux chimiokines (Ara et al. 2008)
- Les CSN répondent également a différentes molécules de guidage axonal, que I’on retrouve les zones
1ésées en phase aigu€ dans différents modeles animaux ainsi les CSN pourraient étre
préférentiellement recrutées dans ces zones (Belmadani et al. 2006).

3.2. Sources des CSN

Deux options sont disponibles dans une perspective d’utilisation thérapeutique pour optimiser les propriétés
des CSN :

- CSN endogenes : elles sont mobilisables principalement afin de moduler 1’environnement lésionnel,

leur capacité a générer des neurones est limitée.

- CSN exogenes, on greffe des cellules dérivant de culture in vitro (Tang, Yu, et Cheng 2017) :
-> Isolées directement a partir des tissus cérébraux feetales ou adultes et de la moelle épiniere (A. Lee et al.
2005) (Belenguer et al. 2016).
- Issues de la différenciation de cellules pluripotentes : CSE et iPS
- Transdifférenciation a partir de cellules différenciées issues du sang, du sang de cordon de 1’urine et de la
peau (Selman et Kafatos 1974) (Shahbazi et al. 2016).
- Transdifférenciation directe tridimensionnelle induite par la culture : laquelle les cellules sont dans un
état transitoire partiellement reprogrammé. On peut obtenir des échantillons de CSN a partir de CSM en
utilisant un protocole d’induction en 3 étapes (Feng et al. 2014)(Figure 15).
En recréant un systeéme 3D de culture, on imite 1I’environnement physique complexe du corps humain, ce qui
permet de retrouver des conditions pour renforcer l'auto-renouvelement et la multipotence des CSN. En
utilisant un support 3D on obtient une transdifférenciation plus siire et plus pratique pour la génération
d’iPS.
Figure 15 Transdifférenciation directe tridimensionnelle induite par la culture (Tang, Yu, et Cheng
2017)
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3.3. Induction neurale et différenciation des cellules souches pluripotentes

Des protocoles de culture de cellules souches neurales ont été créés afin d’isoler et de faire proliférer les
cellules souches neurales a différents stades de développement. Plusieurs protocoles existent mais ils ont en
commun la génération de "rosettes" neurales, qui contiennent des cellules progénitrices neurales. Ces
rosettes représentent le tube neural. On génére des rosettes par des techniques de propagation et d’expansion
de CPN préalablement isolés.

CSE

— CSsp —_— CNP

1PS —

Culture monocouche : (Liem et al. 1995; X.-J. Li et al. 2009; Mariani et al. 2012)

Les CSE ou les IPS sont plaquées sur la
matrice et exposées a des facteurs inductifs,

neurone

7 \ ce qui permet d’obtenir les premiers CPN.
> o i - On ajoute au milieu des CPN des cytokines

et des molécules imitant les signaux de

Citle développement pour la structuration

Cytokines & molécules mimétiques des signaux de spatiotemporelle durant [’embryogenese.

développement de structuration spatiotemporelle

Une fois les CPN structurés, ils se
différencient en cellules matures avec les phénotypes caractéristiques des différentes régions du systeme
nerveux. Grice a cette méthode de culture on obtient des organoides cérébraux qui imitent les propriétés du
cerveau humain, notamment la formation de régions cérébrales discrétes présentant une organisation cellulaire
laminaire caractéristique (Nakatomi et al. 2002).

Culture de neurospheéres : ne permet pas de maintenir les CSN et créé des populations de cellules

hétérogenes

Etape 1 : Protocole de prolifération

1) Région spécifique du SNC est micro disséquée

2) Dissociation mécanique ou enzymatique

3) Substrat est plaqué dans un milieu défini sans sérum en présence de facteurs mitogenes : Facteur de
croissance épidermique (EGF) et/ou le facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF))

4) Prolifération CSN et CPN

5) Formation de groupes de cellules au bout de 2 a 3 jours : groupes de cellule

6) Détachement de la surface et se développement en suspension des groupes

7) Au jour 7 : on obtient des neurospheres de 100 a 200 pm de diametre, composées d'environ 10 a 100
Kcellules

8) Passage des neurospheres mécaniquement ou enzymatiquement dans les mémes conditions que la culture
primaire et le cycle peut recommencer.

On peut procéder a cette étape de prolifération pendant 10 semaines sans qu’il n’y ait perte de capacité

proliférative.

Etape 2 : Protocole de différenciation
1) Neurospheres intactes ou cellules dissociées
2) Plaquage sur un substrat adhésif (milieu faible teneur en sérum)
3) Différenciation en astrocytes, neurones et oligodendrocytes

Culture monocouche adhérente : permet de maintenir les CSN
Etape 1 : Protocole de prolifération
1) Fixation des CSN et CPN sur matériel de culture, dans un milieu sans sérum, complété par I'EGF et/ou
le bFGF, en présence d'un substrat tel que la poly-L-ornithine, la laminine ou la fibronectine.
2) Génération d’une monocouche de cellules adhérentes
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3) Prolifération qui arrive a confluence entre le Se et 10e jours
4) Passage par traitement enzymatique a cycle recommence

Etape 2 : Protocole de différenciation :
1) Elimination des mitogénes
2) Exposition a un milieu faible teneur en sérum
3) Différenciation en astrocytes, neurones et oligodendrocytes

3.4. Utilisations des cellules souches neurales en thérapeutiques :

Les stratégies thérapeutiques se basent sur les greffes de CSN afin de combler les 1ésions et défaillances du
systtme nerveux central. L’absence de régénération spontanée du tissu nerveux accentue le besoin de
thérapeutique. L’objectif est de fournir un produit de qualité, facilement « approvisionnable » et de s’assurer
de I’efficience, de la sécurité et de 1’optimisation de ces greffes pour la translation clinique. En effet, les
source sont réduites, et les techniques d’isolement et de purification sont bloquantes. Malgré la réussite des
essais précliniques, il faut étre prudent pour le développement d’essais cliniques.

Les CSN :

- ont une grande capacité de plasticité pour le traitement des maladies du systéme nerveux, elles peuvent
donner naissances a de nombreux types de cellules.

- génerent I’environnement idéal pour leur développement, la prolifération et la différenciation. Grace a leurs
capacités de sécrétion de facteurs solubles (facteurs neurotrophiques, facteurs de croissance et cytokines), les
CSN se différencient en neurones, astrocytes et oligodendrocytes.

Les pathologies du systeéme nerveux dont les origines sont souvent peu connues (voire inconnues), entrainent
différents types de défaillances : perte de sensation (vision, audition, toucher, odorat, gout), de fonction
motrice, de mémoire et mort cérébrale. La protection neurale ou le remplacement des cellules peut contribuer
a la récupération fonctionnelle neurologique apres une blessure aigué ou chronique grace a la régénération
neurale.

Tableau VIII Utilisations thérapeutiques des CSN
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-Niveaux importants de Greffe des CSN combinées avec :
protéines (3 -amyloides - La cérébrolysine contrélant le métabolisme des protéines précurseurs amyloides
solubles et insolubles - Des peptides auto-assemblés qui offrent une niche protectrice
Maladie - Nombre de - Des nanoparticules de facteur de croissance nerveuse
d'Alzheimer | mitochondries neuronales | - Augmentation du nombre de mitochondries et leurs protéines + améliorations fonctions cognitives.
Maladies de I'hippocampe réduit - Cas d’un modéle immunodéficient, les CSN se sont greffées et ont migrés dans tout I'hippocampe sans changement dans 1’expression des facteurs neurotrophiques, ni augmentation de la densité
neurodégénératives synaptique. Cet échec peut s’expliquer par une absence de différenciation terminale. L’incohérence des données renforce I'idée qu*une évaluation de I’efficacité et de la sécurité des cellules greffées
Dues a des problemes est nécessaire. (Marsh et al. 2017)
des cellules neurales - Maladie héréditaire 3 - Greffe CSN feetales dans le striatum des rongeurs = récupération partielle aux niveaux comportemental et anatomique (McBride et al. 2004).
ou gliales du cerveau dominance autosomique | _ Greffe de CSN + théalose> augmentation de I'espérance de vie des rongeurs (Yang et Yu 2009).
qui entrainent : Maladie de | - AAtrophie du noyau caudé | _ Optimisation de la greffe : le moment de la greffe , la préparation de ces cellules, I'activité des CSN, présence ou non de cellules auxiliaires (CSM qui sécrétent des facteurs neurotrophiques) (Johann
-Des troubles de la Huntinston | - Lroubles émotionnels et al. 2007)
mémoire - Déficience cognitive
-Des troubles - mouvements
cognitifs involontaires.
-Des troubles des geﬂe des neurones - Greffe CSN = stimule dédifférenciation astrocytes de rats + sécrétion de facteurs de croissance exogénes = inhibition des cellules microgliales=> ralentissement de la propagation de la 1ésion.
mouvements i lopaminergiques au En agissant sur microenvironnement de la lésion (Zuo et al. 2015). = survie des cellules i long terme effets thérapeutiques et la production de neurones dopaminergiques (Wu et al. 2015).
corporels Maladiede | niveaudelasubstance | _yp essai clinique de phase I/ITa a été réalisé (Gonza(lzez etal. 2016).) ¢ S g et )
-De la démence Parkinson | noire et de leurs
terminaisons dans le
stnatum
Sclérose -Lésions localisées au Dans Ta SLA, 1Ty a une dégénérescence et une perte des motoneurones provoquant une atrophie musculaire généralisée, une faiblesse puis la mort (Eisen et Hudson 1987).
latérale niveau du cortex cérébral, | Dans un modelé de SLA, la régénération des motoneurones a été induite par des facteurs neurotrophiques (un dérivé du cerveau, un des cellules gliales) secrétés par les CSN humaines (Xu et al. 2006).
amyotrophique | tronc cérébral et moelle
(SLA épiniére
Déséquilibre entre Prés d’un tiers des épileptiques du lobe frontal sont résistants aux traitements.

I"excitation et I'inhibition

- Greffe de CSN dans les sites épileptiques de I’hippocampe : ils induisent la production de neurones spécifiques. Ces neurones synthétisent le neurotransmetteur inhibiteur y-acide aminobutyrique et

Epilepsie du SNC qui entraine un les astrocytes sécrétent des facteurs anticonvulsifs Ces deux actions entrainent le ralentissement du dysfonctionnement (Shetty 2012)
dysfonctionnement
transitoire cérébral
-formations de Iésions Aucun traitement curatif n’existe pour le moment. Des pistes de greffe de CSN transduits avec le Tacteur de croissance endothélial vasculaire peut partiellement ralentir les Iésions cérébrales et posséde
Paralysie cérébrale stables du SNC des effets neuroprotecteurs sur les rats néonatals atteints (Tan et al. 2014).
SAriyse oo - troubles permanents des
mouvements dés I’enfance
Lésions cérébrales focales | - Greffe de CSN cérébraux chez des souris ayant subi une Iésion cérébrale a permis (Koutsoudaki et al. 2016) :
g; d‘;g;l_lsets qui p{g‘f«‘oquenl - D’empécher I'activation astrogliale et I'accumulation des microglies
icits co, S, D i
Traumatisme crinien okt ot o gnil :)) g augmenter les_ollgo'de,ndrocyt. ytes
.o e réparer et maintenir I’activité des neurones
mémorisation.

- La bioingénierie permet la construction d'un support de collagéne a base d'hyaluronate de sodium chargé de bFGF qui favorise la survie et la différenciation des CSN de rats greffés et encourage la
formation de synapses fonctionnelles pour réparer les lésions cérébrales traumatiques chez les rats (Duan et al. 2016)

Lésions de la moelle épiniére

- Pertes compléte ou
partielle de motricité
- Aucun traitement ne
s’est révélé efficace a
I'heure actuelle

- Greffe de CSN sur des mod@les murins <> CSN survivent, se différencient et modifient le microenvironnement des sites de 1ésions chroniques précoces (Salazar et al. 2010; Eliane Gluckman et al.
2011).

- Greffe de CSN sur des modele primate de lésion médullaire = CSN se différencient et expriment des marqueurs neuronaux = les performances des membres postérieurs améliorées (Nemati et al.
2014).

- Les traitements de lésion médullaire par les CSN sont régulés par des cytokines et des protéines. Des expérimentations ont été mises en place afin de moduler ces facteurs par I'intermédiaire de de
médicaments :

- EtanerceptT : inhibiteur du TNF anti-apoptotique & antiinflammatoire (L. Wang et al. 2014)

= Erythropoiétine : cytokine jouant le réle de facteur de croissance (Y. Zhao et al. 2015)

- EdaravoneT : antioxydant agissant sur la capture de radicaux libres (Y. Y. Song, Peng, et Ye 2015)

- Durant une étude préclinique sur les 1ésions médullaires cervicales, les CSN issu du systéme nerveux central n’ont pas apporté de résultat significatif : les CSN greffées ne se sont pas différenciées.
- Un essai clinique de phase I/Ila met en évidence I'efficacité et la sécurité de la greffe de CSN cérébrales feetales pour des traumatismes cervicaux liés a des Iésions cérébrales (J. C. Shin et al.
2015):

- 89% des patients traités ont retrouvé une fonction sensorimotrice aprés 1 an

->11% des patients ont montré une récupération motrice compléte mais sensorielle incompléte.

->Aucune 1ésion du cordon, formation de seringue ou de tumeur, détérioration neurologique, exacerbation de la douleur neuropathique ou de la spasticité, n’ont été mis en évidence.

Encéphalopathie néonatale
hypoxique et ischémique

Lésions cérébrales due au
manque d'oxygéne et de
flux sanguin a I'approche
de la naissance.

La greffe de CSN est un traitement des atteintes ischémiques cérébrales. Pourtant I"apoptose se produit. En combinant une hypothermie Iégére (aux effets neuroprotecteurs) et Ia greffe des CSN on
observe :

- Une diminution des facteurs nucléaire inflammatoire -kappa B et du facteur apoptotique caspase-3
- Une réduction du volume des infarctus cérébraux
- Une augmentation du taux de survie des cellules greffées et une amélioration marquée de la fonction neurologique (L. Wang et al. 2014).
-Le ginsénoside Rgl : composant pharmacologique majoritaire du ginseng 3 concentration efficace 2 un effet d'induction de la différenciation.
- Injection intracérébroventriculaire de CSN induites par Rgl, elles entrainent de meilleures capacités comportementales chez le rat modéle. Les CSN induites par le ginsénoside Rgl peuvent
favoriser la récupération partielle de fonctions cérébrales compliquées dans des modgles d'encéphalopathie hypoxique et ischémique (Y.-B. Li et al. 2015).

Peut-étre de type - Beaucoup d'études se sont penchées sur les CSM médicament par I"intermédiaire des secrétions de facteurs de réparation et anti-apoptotique. Avec Ies CSN on essaie de trouver une solution plus
ischémique ou radicale.
Accident vasculaire cérébral hémorragique. - Greffe conjointe de cellules progénitrices neurales et vasculaires favorise la survie des cellules greffées et la récupération neurovasculaire (J. Li et al. 2014).

- Pour ses 1ésions médullaires, grace a 1'ingénierie tissulaire on couple les CSN humains a des fibres tridimensionnelles électrofilées, le taux de survie des cellules augmentent en bloquant l'infiltration
microgliale (S. Lee et al. 2016). Dans certaines études la greffe de CSN a entrainé une diminution de la neurogenése endogéne due  I’activation microgliale.




Comme nous avons pu le voir dans le cadre de I’AVC , les études précédentes ont démontré les effets positifs de
la greffe de cellules neuronales feetales, 1’efficacité thérapeutique et la faisabilité chirurgicale de I’'implantation,
Un essai clinique de phase I/II a été réalisé utilisant une lignée humaine immortalisée de CSN : CTX0EO03, pour
traiter des AVC ischémiques (Sinden et al. 2017).

Les CSN fcetales n’étant pas disponibles en grand nombre, il a fallu trouver une alternative d’approvisionnement
alliant offre et qualité. Les CTX sont des lignées isolées a partir de CSN feetales humaines, développées dans un
milieu contenant des facteurs de croissance (EGF, FGF-2) et cultivées sous formes de monocouches ou
neurospheres.

ReNeuron a généré CTX, une lignée clonale de CSNh génétiquement stable et conditionnellement immortalisée,
en utilisant sa technologie brevetée d'expansion des cellules souches c-mycERTAM. Aucun traitement de
préparation n’est nécessaire, les CTX sont décongelées avant I’injection intracérébrale dans le putamen adjacent
a la zone de I’ischémie :

- Effets paracrines : favorise le recrutement, la prolifération et le maintien de cellules hotes (cellules
immunitaires, stromales, cellules progénitrices neurales et endothéliales)

—> Effets immunomodulateurs : passage d’un phénotype pro-inflammatoire a un phénotype anti inflammatoire.
Ce phénotype est associé au remodelage et a la réparation des tissus.

—> Effets angiogéniques : rétablissement du facteur de Willebrand dans I’hémisphere 1€sé

—> Stimulation de la neurogenése
Cet essai clinique est un bon exemple de translation clinique et d’industrialisation du traitement.

En médecine régénérative, on utilisera principalement des cellules souches neurales induites a partir des CSM
car elles ont des effets neuroprotecteurs importants (Wei Zhang et al. 2017).

Des essais cliniques pour le traitement de la maladie de parkinson, de la SLA, et des 1ésions médullaires ont
utilisé uniquement les CSM. On peut également greffer deux types de cellules en méme temps : CSM de moelle
osseuse et de CNS adultes afin d’améliorer la survie des CNS greffées (Rossignol et al. 2014).

B. Cellules souches unipotentes (CSU)

Ces cellules se caractérisent par des capacités d’autorenouvelement et de différenciation étroites vers un seul type
de cellule spécialisée. Une fois différenciée, la CSU donne une cellule souche spécifique qui constitue les
composants fonctionnels et structurels.
Le niveau de connaissance pour les cellules souches unipotentes est moins important que pour les autres types de
cellules. Dans la mesure ou les CSU sont tres difficiles a différencier et a isoler in vitro, les chercheurs se sont
orientés vers d’autres types de cellules souches.
Les CSU ont un vaste potentiel thérapeutique malgré leur potentiel de différenciation limité.
- Parexemple, les CSU peuvent générer énormément de cellules saines et viables qui pourront étre utilisées
pour des greffes.
- Ce sont des bonnes candidates pour une utilisation thérapeutique en médecine régénérative. On les
retrouve dans les tissus adultes : foie, peau, cornée, follicules pileux, et muqueuse intestinale.

1. Cellules souches épithéliales

On les retrouve dans de multiples tissus : peau, cornée, glandes sébacées, follicules pileux, et muqueuse
intestinale. Elles assurent I’homéostasie des tissus épithéliaux grace a leur capacité de renouvellement constant
et de spécialisation en fonction de leur tissu d’origine.

- En fonction du tissu, elles renouvellent le tissu plus ou moins vite (4 semaines pour 1’épithélium du
follicules pileux, 5 jours pour la muqueuse intestinale).

- Elles ont été utilisées comme 1'un des premiers traitements de thérapie cellulaire chez les grands brilés
pour limiter les douleurs et la défiguration : en prélevant une partie des cellules souches de 1’épithélium
non endommagé, on peut développer des feuilles de peau. Mais cette technique est tres longue pour
obtenir des feuillets. La fonction protectrice de la peau étant capitale, il est nécessaire de pouvoir
raccourcir ces délais.

- La peau synthétisée in vitro permet d’établir des modeles pour les laboratoires pharmaceutiques et
cosmétiques, et d’étudier les mécanismes de vieillissement de la peau (Zouboulis et al. 2008).
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2. Hépatocytes assimilés comme cellules souches

Ce sont des cellules hautement spécialisées capables de se diviser et de s’auto-renouveler. En effet, elles assurent
le renouvelement constant du parenchyme hépatique (ou lors de 1ésions).

3. Les cellules de la lignée germinale

Elles possedent une capacité de prolifération tres élevée et assurent I’homéostasie de leur tissu de résidence. Elles
sont responsables de la gamétogenese et peuvent ainsi se différencier en spermatozoides ou ovocytes (Hebao
Yuan et Yamashita 2010).

Un autre modele de thérapie cellulaire est celui de la prostate. La cellule souche prostatique fonctionnelle peut
étre purifiée puis générer un tissu prostatique complet.

Les cellules souches unipotentes se caractérisent par :
- Des capacités de différenciation étroites : ces cellules ne sont capables de former qu'un seul type de
cellules, par exemple les dermatocytes.
- Une propriété particuliere de se diviser a plusieurs reprises. Cette derniere caractéristique en fait une
candidate prometteuse pour une utilisation thérapeutique en médecine régénérative.

d. Cellules souches pluripotentes induites (iPS : induced Pluripotent Stem cells)

1. Définition et propriétés :

La pluripotence est caractérisée par de nombreux criteres :
- Expression de marqueurs moléculaires comme les facteurs de transcription
- Absence de marqueurs morphologiques et moléculaires. Les geénes exprimés sont associ€és a la
différenciation
- Capacité de former 3 couches germinales embryonnaires suite a I’induction de la différenciation in vivo
qui peut étre imitée in vitro.

Mis a part le test du tératome, on peut implanter des cellules souches embryonnaires dans les kystes du
blastocyste, ce qui génerera tous les types de tissus dans 1’animal chimérique adulte pour démontrer la
pluripotence de ces cellules. Ce n’est pas une technique que 1’on peut utiliser chez I’homme pour des raisons
éthiques.

Les iPS possedent les mémes propriétés que les cellules souches embryonnaires. Les procédés de production et
de maintien reprennent les mécanismes observés chez les cellules souches embryonnaires.

Les iPS sont un type de cellule souche pluripotente dérivé de cellules somatiques adultes. Des protocoles de
reprogrammation nucléaire agissent sur l’expression exogeéne d’un groupe de facteurs de transcription
responsables de la pluripotence. C’est un outil inégalé pour étudier le développement humain.

- Cette technique a été mise au point chez la souris : les fibroblastes sont reprogrammés par transduction
rétrovirale, ce qui entraine la surexpression de facteurs de transcription engagés dans la régulation de la
pluripotence : oct4, sox2, klf4 et c-myc. (K. Takahashi et Yamanaka 2006)

- En 2007, la génération des iPS est décrite : c’est une population de cellules qui présente des similitudes
avec les CSE d’ordre morphologique (expression de marqueurs de surface et facteurs de transcription),
en termes de capacités d’autorenouvelement et de différenciation (K. Takahashi et al. 2007). Cette
reprogrammation a 1’état de développement primitif peut se faire avec :

Oct4, sox2, nanog et Lin28 (Yu et al. 2007)
Mir302/367 : groupe de micro-ARNs (Anokye-Danso et al. 2011)

- Ce procédé de reprogrammation de cellules somatiques adultes a un stade pluripotent, permet 1’obtention
de cellules pluripotentes autologues. On peut utiliser ces cellules comme un modele pour les maladies, ou
comme source de cellules pour les thérapies cellulaires et géniques.

Les 1PS sont maintenues en état de pluripotence de la méme facon que les CSE pluripotentes : elles forment des
lignées spécifiques en réponse aux facteurs de croissances et aux cytokines.
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Figure 16 Principe de la reprogrammation de cellules somatiques adultes (Stadtfeld et al. 2008)
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Une grande variabilité existe méme sur des cellules sectionnées par clonage et ayant subi le méme processus de
reprogrammation. Certaines cellules ont besoin de quelques jours alors que d’autres nécessitent plusieurs
semaines, ce qui crée des populations de cellules tres hétérogenes (Hanna et al. 2009).
On explique ces différences par des conditions dans lesquelles doivent €tre les cellules afin d’étre sensibles a ces
facteurs.
- Avant que les facteurs exogenes ne puissent s’exprimer, SOX2 endogene doit €tre exprimé afin que les
autres genes endogenes associées a la pluripotence soient prét (Buganim et al. 2012).
- De méme, afin de pouvoir reprogrammer la cellule, un remodelage génétique est nécessaire. Par exemple,
la méthylation des carbones des cytosines provoque 1’inhibition de la transcription.
Il faut donc remodeler les histones (J. Chen et al. 2013) et 1’état de méthylation (Nazor et al. 2012) afin de libérer
I’acces aux genes de la pluripotence.

Des inquiétudes ont ét€ soulevées quant a la mémoire épigénétique lors de la reprogrammation, les cellules iPS
ayant une mémoire des tissus somatiques dont elles sont issues (Polo et al. 2010). En réalité, il y a une toute petite
variabilité a court terme des iPS par rapport aux CSE. Ces variabilités se perdent rapidement et sont dues aux
lignées cellulaires individuelles plutdt qu’aux différences entre les classes de cellules souches pluripotentes
(Miiller et al. 2011).

L’utilisation des iPS a des fins de thérapeutiques a inquiété. Le procéd€ initial était une transduction rétrovirale :
on imbriquait des vecteurs rétroviraux au sein du génome. Les peurs étaient liées a une intégration non controlée
(insertion de mutagene) qui provoquerait la suppression de geénes suppresseurs de tumeurs et 1’activation
d’oncogenes. Dans le premier protocole, Yamanaka utilise myc, lui-méme un oncogene, qui par la réactivation
des transgenes pourrait entrainer des tumeurs.

La transduction rétrovirale a ét€ mise de coté pour des usages cliniques : on se sert de multiples techniques non
intégratives. On s’est rendu compte que les facteurs de transcription €taient nécessaires pour créer un éveil de

machinerie pluripotente endogene.

On peut donc prendre comme exemple le virus de Sendai, qui une technique non intégrative, ainsi le virus ne se
transloque pas dans le noyau. On peut ainsi utiliser d’autres méthodologies : (Hussein et Nagy 2012)
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Tableau IX Différentes méthodes de reprogrammation et de leurs caractéristiques (Boucher 2015)

Méthode utilisant des vecteurs viraux

Méthodes sans vecteurs viraux

Rétrovirus
Intégratif
Infection limitée aux cellules en division
Vecteur polycistronique possible
Multiples réactivation des transgénes
Efficacité : moyenne a bonne
(0,01% 3 0,5%)

Plasmide
Non intégratif
Expression transitoire
Tres faible efficacité
(0,001%)

Lentivirus
Intégratif
Infection des cellules en division ou non
Faible réactivation des transgenes
Haute efficacité (0,1% a 1%)

Transposon
Intégratif
Systeme d’excision
Induction a la doxycycline et/ou vecteur polycistronique
Haute efficacité (0,1%)

Lentivirus floxé
Non intégratif
Infection des cellules en division ou non
Systéme d’excision Cre/LoxP
Induction a la doxycycline et/ou vecteur polycistronique
Obtention de lignée laborieuse
Haute efficacité (0,1% a 1%)

Vecteur épisomal
Non intégratif
Uniquement sur les cellules humaines actuellement
Transfections répétées
Elimination naturelle
Trés faible efficacité (0,0001%)

Adénovirus
Non intégratif
Infection des cellules en division ou non
Expression transitoire, transfections répétées
Faible efficacité (0,001%)

Protéines recombinants
Non intégratif
Utilisation d’un peptide pénétrant la cellule
Transfections multiples
Faible efficacité (0,001%)

Virus de Sendai
Non intégratif
Elimination possible du virus (température ou siARN)
Haute efficacité (sauf sur les cellules matures)
(0,02% a 1%)

Vecteur ADN « minicircle »
Non intégratif
Expression transitoire, transfections répétées
Uniguement sur les cellules humaines actuellement
Trés faible efficacité (0,0001%)

ARNm synthétique
Non intégratif
Transfections multiples / méthode longue
Uniquement sur les cellules humaines
Haute efficacité (1%)

Durant le processus de reprogrammation on obtient 1% de cellules avec la confirmation d’un état de pluripotence
(contre 0,01% avec les premieres techniques).

Reprogrammation

1% de cellules pluripotente
prélévement
de ces

cellules
Processus
de clonage

sélection
des clones

cellules sous
cultivées

C’est ce que 'on appelle le systeme de dérivation clonale qui permet la
préservation de ’homogénéité génétiques de la lignée iPSC, c’est important
lorsqu’on veut observer et étudier des troubles génétiques.

Afin d’obtenir des iPS a haut débit, on saute la sélection des clones et on
combine plusieurs clones entre eux (Paull et al. 2015). C’est une méthode
appropriée lorsqu’on a des lignées cellulaires « normales » (sans maladies
génétiques connues). Mais cette technique entraine des fluctuations dans les
cultures suivantes :

- Les cellules se divisent plus ou moins rapidement

- La résistance au stress est plus ou moins importantes selon les cellules

Cette méthode n’est pas recommandée pour les populations de cellules

présentant une maladie génétique qui peut s’exprimer en mosaique en fonction des types cellulaires au sein de
I’organisme. Les clones combinés et sous clonés vont faire en sorte que I’on retrouvera une population de cellules
hétérogene iPS mutées et normales.

L’avantage de la reprogrammation est qu’elle n’est pas susceptible d’introduire des mutations ayant des effets
secondaires indésirables (Bhutani et al. 2016). La plupart des variations génomiques proviennent de la population
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cellulaire utilisée. On peut les mettre en évidence pendant la phase de culture post reprogrammation car les
populations contenant des aberrations ont tendance a proliférer plus rapidement et a étre plus résistantes aux
processus de mort cellulaire. Les anomalies retrouvées sont de types :
- Caryotypiques : trisomies et duplications sous chromosomiques (chromosome : 17, 12 et X) (Taapken et
al. 2011)
- Mutations ponctuelles
- Variations du nombre de copie qui peut entrainer le syndrome du X fragile (Sheridan et al. 2011) et
I’ataxie de Friedrich (Ku et al. 2010)
Comme les iPS ne meurent pas et continuent de proliférer, des anomalies génétiques apparaissent sur les cultures

de longue durée (Garitaonandia et al. 2015), comme pour celle des cellules souches embryonnaires (Amir et al.
2017).

Figure 17 Protocoles de reprogrammation (Azzouna et Chouchane 2011)

Depuis la premiere technique de reprogrammation par transgénese des kératinocytes en iPS pluripotentes, de
nouvelles méthodes ont fait leur apparition. En effet les transdifférenciations spontanée et induite permettent
d’obtenir des cellules multipotentes autres que les cellules d’origine.
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Transdifférenciation induite ou reprogrammation directe : on contourne I’état de pluripotence
C’est une méthode de différenciation utile pour obtenir des cellules dont le schéma de différenciation est
inconnu. (Caiazzo et al. 2011)
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Figure 18 Génération de neurones dopaminergiques fonctionnels a partir de la reprogrammation de
fibroblastes par des nanoparticules de silice mésoporeuse non virales (Chang et al. 2018)

Les fibroblastes de souris sont transdifférenciés en neurone dopaminergique sous l’induction de nanoparticules
de silice mésoporeuse non virales
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Figure 19 Reprogrammation directe des fibroblastes en cardiomyocytes fonctionnels (Ieda et al. 2010)
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Grice a la bio-informatique, on peut faire une analyse prédictive des facteurs de transcription nécessaires pour
convertir un type de cellule en un autre. Plusieurs facteurs de transdifférenciation peuvent transformer des cellules
en différents types cellulaires, on peut ainsi se retrouver avec des populations hybrides contenant deux types
cellulaires. Si les produits de la transdifférenciation sont post-mitotiques, cela contient des cellules résiduelles
indifférenciées, il y aura ainsi moins de risque de tératomes. Jusqu’a présent des essais cliniques ont été effectués
etil n’y a aucun retour négatif. Pourtant des inconvénients existent :

- On obtient rapidement une grande population de cellules

- Les manipulations génétiques et la caractérisation sont impossibles car ce sont des cellules matures non
dérivées de clonage

- La division cellulaire des cellules matures est limitée : on peut contourner ce souci en une population de
progéniteurs intermédiaires. Ces progéniteurs, eux, conservent leur capacité de prolifération, de
purification et d’élimination des cellules anormalement programmées (J. Kim et al. 2011).

2. Applications thérapeutiques des iPSC

En pratique, les iPSC apparaissent moins intéressantes que les CSE. Pourtant les études montrent qu’elles sont
équivalentes sur les plans moléculaire, fonctionnel et génétique (Choi et al. 2015). On peut ainsi utiliser les
iPSC pour :

- Modéliser le développement et les troubles humains,

- La thérapie cellulaire

- Un screening haut débit de molécules pour un malade par exemple.

2.1. Modélisation cellulaires, tissulaires :

On peut utiliser des cellules tres spécifiques, tres difficiles a obtenir en temps normal, comme les neurones,
cardiomyocytes, maladies génétiques et les maladies héréditaires sans preuve de mutations spécifiques.

Cela nous permet de nous extraire du modele animal qui n’est pas toujours représentatif puisque ces especes ont
divergées il y a des millions d’années. C’est le cas des traitements des maladies neurologiques et psychiatriques
qui souffrent d’un retard di a I’absence de bons modeles. En effet, ces pathologies sont souvent li€es a plusieurs
genes et ces anomalies génétiques peuvent se trouver sur des portions non codantes de I’ADN (chez les rongeurs
ces zones non codantes ne sont pas conservées).

Prenons I’exemple du syndrome de Timothy, forme monogénique d’autisme, di a une suractivation du canal
calcique Cal,2 de type lent provoquant ainsi une augmentation de la tyrosine hydroxylase.

- Ce syndrome entraine un développement cortical anormal, une augmentation de la production de NAD et
de dopamine, ce qui se caractérise par une hausse de 1’agressivité chez les individus atteints.
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- Chez la souris atteinte du syndrome, la transcription de la tyrosine hydroxylase et le phénotype des
catécholamines ne sont pas observables.

- Par contre en utilisant les iPSC, on a mis en évidence que la roscovitine bloque les canaux calciques de
type L, ce qui réduit ’activité de la tyrosine hydroxylase. Grice a la roscovitine, la production de
catécholamines dans les neurones dérivés des iPS est diminuée. Les iPSC nous ont permis d’apporter une
preuve préclinique, qui n’est pas accessible avec les modeles animaux (Pasca et al. 2011).

La schizophrénie est une maladie héréditaire sans mutation spécifique. Grace aux iPS, on peut observer les
phénotypes cellulaires et les mécanismes moléculaires sans connaitre la cause génétique.

Pour les maladies complexes multi symptomatiques, on peut utiliser les iPS et plusieurs patients. En se
focalisant sur un symptdme commun a un ensemble de patients et des témoins appropriés (membres de la famille
non affectés pour déterminer les différences de comportement qui ne sont pas liés a la maladie afin de réduire la
variabilité di a la variabilité génomique).

Certaines pathologies présentent des mutations dans des régions codantes que 1’on ne retrouve pas chez les
animaux, c’est le cas de la maladie de parkinson (Chartier-Harlin et al. 2004). Les IPS permettent donc de tester
des traitements de thérapie génique par exemple.

Les iPS peuvent s’agréger durant la phase de différenciation in vitro et former des organoides. Ces organoides
sont un moyen de fournir des cellules plus matures in vitro. Ils forment un microenvironnement, une structure
3D. Des organoides intestinaux, rénaux, hépatiques, gastriques et multi systémiques ont été fabriqués. Ils
permettent notamment de tester des médicaments.

Méme si les i1PS sont des outils de qualité pour la modélisation, la maturation des cellules in vitro reste encore un
procédé complexe et non réalisé a ce jour. On ne peut pas l’utiliser pour les pathologies qui se déclarent
tardivement. En utilisant la transdifférenciation directe on peut conserver les caractéristiques liées a I’age du
donneur (Mertens et al. 2015). C’est ainsi que la Ezogabine a été identifiée comme traitement de la SLA dont le
phénotype des motoneurones était électrophysiquement anormal (Wainger et al. 2014).

Les iPS peuvent constituer des modeles pharmacologiques de criblage de thérapeutiques ou d’évaluation de
toxicité. Pour exemple, des cellules iPS ont été utilisées pour établir des systemes pour des tests de cytotoxicité,

cardiotoxicité, hépatotoxicité et embryotoxicité (Seiler et al. 2004).

2.2. La médecine personnalisée

Jusqu’a présent, les démarches de recherche et de développement des médicaments étaient réductionnistes : elles
consistaient en un criblage de molécules biologiquement actives sur une cible (protéine dans une lignée cellulaire
spécifique). Aucune étude ne prenait en compte la génétique de I’individu, fonction de son hérédité, ethnie...
Aujourd’hui les iPS, grace a des modeles prédictifs, permettent d’anticiper des effets génétiquement dépendants
(Fakunle et Loring 2012).

L’origine ethnique n’est pas le seul facteur influencant le phénotype de la cellule.

La mucoviscidose est une maladie autosomique récessive due a des mutations dans le gene de la conduction
transmembranaire : CFTR. En fonction du type de mutation (1900 mutations différentes), la sensibilité des
patients aux traitements change.

Les iPS vont permettre d’améliorer la thérapeutique en prédisant I’issue clinique d’un patient présentant une
mutation spécifique.

2.3. Thérapie cellulaire

Les iPS ont ’avantage d’€tre des cellules souches pluripotentes. On peut ainsi choisir la lignée cellulaire du
patient, ou d’un donneur ayant une correspondance immunologique étroite, sans avoir besoin de recourir a des
traitements immunosuppresseurs.

Pour pouvoir répondre a ce besoin de cellules a correspondance immunologique étroite, basée principalement sur
le systtme HLA (marqueurs de 1’antigéne anti leucocytaire humain), des banques d’IPS sont en création. Ces
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banques sont appelées haplolines : 1’objectif est de disposer de cellules thérapeutiques rapidement pour un large
public tout en réduisant le cout de production des traitements.

Le Japon est le pays pionnier en termes de création d’haplolines : pour couvrir 90% des besoins de la population
il faut 501 lignées cellulaires (Taylor et al. 2012). La diversité et le mixage des populations d’Europe et des
Etats-Unis rend la réalisation de telles banques difficiles.
Les haplolines n’ont toujours pas été utilisées chez I’homme, malgré la correspondance du systeme d’immunité
majeur HLA. Des craintes existent quant au rejet provoqué par des antigenes mineurs mais les études ont des
résultats contradictoires :

- Immunogene pour certains : chez les souris la greffe d’IPS syngéniques a conduit a la formation de

tératomes (Zhao et al. 2011; 2015).
- Réponse immunitaire négligeable (Araki et al. 2013; de Almeida et al. 2014)

Un essai de greffe de feuillet épithélial pigmentaire rétinien (EPR) issu de la différenciation d’iPS chez un patient
atteint de dégénérescence maculaire humide liée a lI'age (la plus répandue) a été réalisé. Une membrane
néovasculaire choroidienne dans 1'espace sous-rétinien au niveau de la macula se développe.

En conclusion, chez le patient (sans traitement immunosuppresseur), aucun de signe de rejet et aucun événement
grave n’a été détecté mais il n’y a pas eu d’amélioration notable de I’état du patient par rapport aux injections
d’antiVEGF. Pour le deuxieme patient, des feuillets de bonnes qualités n’ont pas réussi a étre produits (Mandai
et al. 2017).

Les cellules dérivées des iPS ont donc de multiples applications chez 1’homme, elles ont permis de lier les
mutations génétiques et le phénotype cellulaire. Les futures étapes sont la réussite d’utilisation des iPSC en
médecine régénérative, et la reprogrammation in vivo.

e. Utilisation des cellules souches : Réglementations

Les recherches sur les cellules souches offrent de grands espoirs en termes de traitements pour des pathologies
dont les solutions sont partielles ou inexistantes. Pour que les recherches se déroulent sans dérive éthique, il est
nécessaire d’encadrer la recherche fondamentale autour des cellules souches.

En France, dans le cadre de la recherche I’embryon est considéré comme une « personne humaine potentielle ».
La nouvelle loi de bioéthique 2020 distingue les CSEh des embryons, ces deux types de recherches ne conduisant
pas aux mémes questionnements éthiques. Pour les CSEh, il n’est plus nécessaire de demander une autorisation
mais une simple déclaration de recherche a 1'Agence de la biomédecine. Les cellules souches embryonnaires
peuvent étre produites a partir d’embryons issus d’assistance médicale a la procréation (apres consentement libre
et éclairé du couple a I’origine des embryons) :

- Embryons sains congelés : ne faisant plus I’objet d’un projet parental

- Embryons dont la qualité ne permettent pas leurs utilisations a des fins de procréation

- Embryons porteurs de maladies génétiques : mis en évidence par les diagnostics préimplantatoires

La loi de bioéthique 2020 encadre également 1’utilisation des IPS dans des situations éthiquement sensibles.
Les protocoles de recherches utilisant les IPS cellules et visant leur différenciation en gamete, leur agrégation a
des cellules extra-embryonnaires sont également soumis a déclaration a 1I’Agence de la biomédecine
préalablement a leur mise en ceuvre. Cette méme loi précise les contours de I’interdiction actuelle visant la
création d’embryons transgéniques et chimériques. Pour les CSA et placentaires on applique le cadre 1égal
générale pour les cellules issues du corps humain.
Au sein des nations de 1’Union Européenne, les 1égislations divergent.
On peut faire un état des lieux des nations étrangeres qui ont un comportement assez différent les uns des autres :
- Législation permissive : la majorité des techniques sont permises pour la recherche sur I’embryon, a
I’exception du clonage reproductif (USA, Singapour, Belgique et Royaume-Uni)
- Législation permissive avec restrictions : les recherches sur I’embryon et les lignées de CSE humaines
sont permises ainsi que la dérivation de nouvelles lignées a partir d’embryons surnuméraires. Par contre,
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la technique de clonage thérapeutique et la création d’embryons pour la recherche sont interdites (Canada,
Pays-Bas et Brésil)

- Législation restrictive : les recherches sur I’embryon (donc dérivation de lignées de CSE) sont interdites,
mais les recherches utilisant des lignées importées de 1’étranger sont autorisées (Allemagne, Italie)

- Législation d’interdiction : I’ensemble des recherches est interdit (Irlande, Lituanie, Norvege, Pologne,
Slovaquie et Russie)

Les législations internationales sont influencées par les débats éthiques, moraux ainsi que les contextes religieux
et sociaux qui déterminent la « valeur de I’embryon ». Les cultures ne s’accordent que sur un seul principe :
I’embryon ne peut pas €tre instrumentalisé a des fins de recherche donc congu uniquement dans cette seule
finalité.

Les travaux évoluent tellement que les lois évoluent rapidement, I’ International Society For Stem Cell Research
et une coalition de 90 organisations ont envoyé une requéte au NIH afin de soutenir les recherches sur les tissus
feetaux.

On constate donc que de vraies disparités existent entre les nations et conduisent a légiférer de plus en plus.

En France la recherche sur les CSEh est permise mais ne se fait que sur des embryons surnuméraires issus de FIV
ou sur des lignées importées.

Les 1égislations évoluent rapidement : en France on peut d’attendre a des modifications des textes de lois avec
I’arrivée fin 2020 de la nouvelle loi de Bioéthique. On a donc répondu aux besoins de la recherche tout en limitant
les pratiques excessives qui peuvent dévier vers un eugénisme positif puis négatif.

On peut s’inquiéter de I’ouverture et de I’absence d’encadrement par la loi de certains pays et Etats des pratiques
de clonage que ce soit pour la recherche, la thérapeutique et encore plus pour la reproduction.

Nous verrons plus tard comment les nations gerent 1’utilisation clinique des cellules souches notamment avec
les produits de thérapie cellulaires, et les MTI.

Figure 20 Projet de loi de bioéthique 2020 approuvé par le sénat
La nouvelle loi de bioéthique ouvre le cadre réglementaire des recherches sur les embryons mais encadre
lutilisation des iPS et interdit la génération de chimere et d’organismes transgéniques.
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f. Conclusion

Au travers des caractéristiques et des utilisations de ces cellules souches, on peut se rendre compte du pouvoir et
du potentiel exceptionnel de ces cellules qui représentent un monde de possibilités en termes de thérapeutiques.
Leurs caractéristiques individuelles permettent de les envisager dans des traitements de plus ou moins long terme.
La meilleure compréhension du comportement de ces cellules et de leur innocuité permettra de générer un
ensemble de moyens et de solutions nécessaires au développement de produits cellulaires. On peut moduler leur
utilisation en fonction de la quantité, de la plasticité, des potentiels et des risques.
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Tableau X Résumé des caractéristiques des cellules souches utilisables pour la recherche (Herberts, Kwa, et Hermsen 2011)

Présent mais faible,

compatibilité HLA plus ou

Cellules couches pluripotentes
CSE iPS CSH CSM
Potentiel de Illimité Mimitée mals difficile Limité aux lignées Liite mais potentialiss in Limité a un seul type de
Différenciation Tous les types cellulaires Potentiellament tous les myéloides et lymphoides vitro par la Limité 3 la lignée neurale cellule
types cellulaires ¥ P transdifférenciation
Accessibilité technique Facile Trés Facile Facile Facile Difficile pour andogines Plus difficile
Facile pour exogénes
Culture : capacité de
prolifération et Grande & illimitée Grande & illimitée Limitée par la senescence | Limitée par la senescence | Limitée par la senescence | Limitée par la senescence
cellulaire cellulaire cellulaire cellulaire
d’amplification in vitro
Endogeénes : limitée
Quantité lllimitée lllimitée Trés importante Trés importante Exogines : Importante Importante
Plasticité Tres forte Tres forte Faible Forte Forte Nulle
Trés fort mais dépend de 1::: Z:Irlfs:‘:lsnﬁ;:::::
Risques tumorigene son utilisation (injection Aucun Faible et contrdlable Faible et contrélable ?
non différenciées) non différenciées) &
mutagénése insertionelle
Présent, nécessite une

Présent, en cas

Risques immunitaires nécessite une Sans moins précises en Faible Faible d’allogreffe nécessite
compatibilité HLA P compatibilité HLA
fonction de la source
Facilités légales Faible, dépend du pays Tres forte Forte, encadrement légal | Forte, encadrement légal | Forte, encadrement légal | Forte, encadrement légal
Facilités éthiques Faible Tres forte Trés forte Tres forte Trés forte Tres forte
Applications En routine, En routine, pour les
pp Envisageables Envisageables chimiothérapies par Existe A venir » PO
thérapeutiques p— greffes de peau
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3. Les défis de la thérapie cellulaire

Quand on veut mettre au point un traitement de thérapie cellulaire, plusieurs étapes de réflexion et de recherche
sont nécessaires.

a. Identification de la pathologie

- Quel(s) type(s) cellulaire(s) utiliser pour corriger le mécanisme défectueux ?

- Suffirait-il au développement de I’environnement nécessaire a son bon fonctionnement ?

- Permettrait-il d’interagir avec les autres cellules ? (Processus de signalisation, de bonne
vascularisation...)

- Est-il nécessaire de modifier la cellule, par thérapie génique par exemple, avant de 1’injecter ?

b. Assurance d’un traitement sur le long terme :
Est-il préférable d’utiliser des cellules différenciées ou des cellules souches ?
La thérapie cellulaire a pour but d’étre un traitement en administration unique visant a réparer les tissus sur le
long terme.

- Cellules différenciées : elles doivent avoir une longue durée de vie in vivo

- Cellules souches : elles doivent €tre en capacité de proliférer in vivo et de générer des cellules matures

c. Innocuités des produits cellulaires administrés :
On recherche des cellules capables de survivre et de proliférer longtemps au sein de 1’organisme. Il y a donc

un risque de cancérisation des cellules. Il est difficile de délivrer des thérapies rapidement sachant qu’il est
impératif d’exercer des contrdles (souvent assez long) afin :

- De détecter les anomalies génétiques de fagon tres fine

- De s’assurer que les cellules remplissent leur role attendu
Dans le cas de thérapies dont la source est allogénique, on surveillera et on prédira les phénomenes
d’immunogénicité.

d. Assurer une bonne vascularisation des tissus :
Les cellules sont-elles alimentées par la circulation pour assurer leur bon fonctionnement ?
Les cellules survivent dans 1’organisme lorsqu’elles sont a une distance de moins de 200 microns d’un
vaisseau. Les capillaires assurent 1’échange d’oxygene, de gaz carbonique et de nutriments permettant la
survie et la prolifération des cellules. L’utilisation de progéniteurs endothéliaux permettent d’induire
I’angiogenese ainsi de créer de nouveaux capillaires.

e. Localisation de la zone a greffer :
Il faut prendre en compte :

- L’accessibilité de la zone a traiter
- Les phénomenes de migration et de rétention de cellules
- Les caractéristiques de la cellule et ses capacités d’interaction avec le milieu.

f. Les cellules vont-elles survivre et proliférer ?
Les interactions entre cellules sont nombreuses au sein d’un tissu.
- 1l faut connaitre les types cellulaires avec lesquels le PTC ou MTI interagit.
- Il est nécessaire de connaitre la fonctionnalité du tissu de soutien et le restaurer si lui aussi est 1ésé.
Cela permettra d’apporter les facteurs de survie, de prolifération et de différenciation aux cellules.
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4. Risques et dangers de ’utilisation des produits cellulaire

Malgré le potentiel exceptionnel des cellules souches dans leur ensemble, la thérapie cellulaire peut engendrer
des risques, des effets secondaires, des effets indésirables et des complications pour les patients. On se
concentrera sur les risques spécifiques dus aux thérapies cellulaires. On laissera de coté volontairement les
risques communs avec les autres traitements.

Il est difficile de mettre au point des cellules souches avec un seul type cellulaire de facon homogene et de
garantir leur stabilité apres leurs implantations.

La culture des cellules en laboratoire peut provoquer modifications physiologiques et des mutations
liées aux procédés de culture, d’amplification, leur proximité avec des xénogenes. Ces manipulations
introduisent aussi le risques de contaminations microbiologiques.

Cela entraine un risque de tumorigénicité. Dans le cas de traitement réalisé a partir de cellules
différenciées issues de CSEh il suffit qu’une seule cellule ne soit pas différenciée pour générer un
tératome en proliférant de facon illimitée.

On controle et limite ces risques en utilisant des cellules souches de grade clinique qui répondent a un
ensemble de criteres définis. En développant des protocoles de production industriels par systeme
robotisé, on produit des éléments de qualité identiques, reproductibles et robustes.

Un risque d’incompatibilité immunitaire donneur-receveur existe dans le cas d’usage de cellules allogéniques.

Les recherches explorent la possibilité des lignées de donneurs universelles qui auraient des marqueurs
invisibles pour la majorité des systeémes immunitaires de patient.

En utilisant le méme principe de donneur O+, qui peut donner son sang a I’intégralité de la population.
Les japonais ont produit déja produit ce type de lignées et les utilisant dans le cadre de deux essais
cliniques pour la maladie de Parkinson et la DMLA.
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5. Perspectives d’évolution de la thérapie cellulaire

En 2010, les Big-pharma étaient frileuses de se lancer en interne dans ce domaine. Elles préféraient se
concentrer sur des partenariats avec des biotechnologies et des instituts de recherche. De méme, leur intérét
concernait la modélisation cellulaire pour le screening a haut débit de leurs molécules et non pas 1’usage
thérapeutique. En effet ces laboratoires, a 1’affit d’un premier succes clinique pour des produits cellulaires
allogéniques, étaient intéressés par une distribution large et simplifiée.

L’ensemble du marché de la thérapie cellulaire est évalué a 2,8 milliards d'USD en 2020 et devrait atteindre
5,6 milliards d'USD en 2025, avec un taux de croissance annuel de 14,4% de 2020 a 2025 (NASDAQ
MARKET NEWS 2020). Cette croissance repose sur la diversification des activités de la therapie cellulaire :

- Développement de la médecine régénérative et de la médecine de précision

- Développement des médicaments de thérapie avancées
Aujourd’hui, les progreés technologiques visant a accélérer et uniformiser la production et le stockage
soutiennent le marché activement.
On est passé d’un marché qui n’intéressait que les chercheurs et les biotechnologies a environnement
compétitif :

- Développement de solution par les laboratoires de bioproduction

- Investissements des grosses sociétés, des institutions et des fonds de ventures capital

- Apparition de nombreux nouveaux acteurs.

Figure 21 Paysage international du marché de la thérapie cellulaire (Santé 2030, Leem)

Global Sector Landscape
Regenerative medicine companies worldwide,
9 8 7 + including gene therapy, cell therapy, and
tissue engineering therapeutic developers

237

Europe &
Israel

Gene therapy: 496 Cell therapy: 625 Tissue engineering /
biomaterials: 133

*Some companies active in more than one technology area.
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6. Réglementations concernant ’utilisation et le développement des produits de

thérapie cellulaire

Comme nous I’avons vu précédemment (page 4), les traitements sont séparés en différentes catégories. Pour
chaque dénomination : leurs développements, les essais cliniques, leurs AMM, leurs fabrications et leurs
utilisations ne suivent pas les mémes reglementations (Tableau XI).

Tableau XI Réglementations en vigueur pour les PTC, MTI et MTI-PP

PTC MTI MTI-PP
Statut Cellules ou tissus Médicament biologique Médicament biologique
Contexte
réglementaire Recherche impliquant la personne humaine (RIPH)

des recherches

—Exigences décrites dans Européen -Européen :Réglement
les directives européennes —>Réglement 1394/2007/CE 1394/2007/CE
Contexte 2004/23/CE. 2006/17/CE et —Directive 2001/83/CE -Francais : Loi n°2011-302
reglementaire | 2006/86/CE
de -Spécificités francaises
développement | décrites dans le code de la
santé publique, du fait de
1’autorisation nationale.
Rég]ementation essais Approche plus détaillée, basée sur le Approche plus détaillée, basée sur le
cliniques risque (Risk Based Approach : RBA). | risque
Tout le long du développement Tout le long du développement
jusqu’a la soumission de I’AMM : jusqu’a la soumission de I’AMM :
. . —> Identification des risques liés a —> Identification des risques liés a
eglementation utilisation cliniques du utilisation cliniques du
Regl tat I’utilisation clini du MTI I’utilisation clini du MTI

essais cliniques

—> Identification des facteurs de
risques contribuant aux risques
caractérisés précédemment

—> Cartographier les données
pertinentes autour des risques
identifiés

—> Identification des facteurs de
risques contribuant aux risques
caractérisés précédemment

—> Cartographier les données
pertinentes autour des risques
identifiés

Procédure d’autorisation
Nationale

ANSM délivre I’ AMM apres
avis de ’ABM

-Autorisation de "procédés de

Procédure d’autorisation
Européenne centralisée

Evaluation et AMM par 'EMA
-évaluation est réalisée par le CHMP
en collaboration avec le CAT

Procédure d’autorisation
Nationale

ANSM délivre I’AMM apres avis de
I’ABM

-Autorisation de "procédés de

AMM ) . o p . e
préparation et de conservation préparation et de conservation
- Indications thérapeutiques Art. L.5121-1 17¢ du CSP
revendiquées doivent étre
validées
Art. 1..1243-2 du CSP

Lieu de Production unités thérapie | Etablissement pharmaceutique | Etablissement pharmaceutique

fabrication cellulaire ou de santé autorise par
I’ANSM
Reéglementations | Bonnes pratiques « tissus | BPFm spécifiques MTI BPFm spécifiques MTI

de fabrication

— cellules »

Unité de thérapie cellulaire

Pharmacie a usage interne

Lieu de fabrication

Dispensation directement a I’unité de soins
Vigilance Biovigilance Pharmacovigilance EMA Pharmacovigilance
Exportation Possible Possible Impossible
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Les pathologies que 1’on cherche a traiter sont souvent grave, rares et ne concernent qu’'un petit nombre de
personnes, il n’est donc pas facile de procéder aux essais cliniques. Afin d’accélérer la procédure pour les
médicaments permettant de traiter des affections dépourvues d'options thérapeutiques disponibles, plusieurs
possibilités s’offrent aux MTT :

- Les autorisations conditionnelles, mise en place par le reglement européen n°507/2006 et permettant a
des médicaments n’ayant pas encore les données suffisantes pour une demande classique d’AMM mais
présentant un intérét particulier dans des maladies mettant en jeu le pronostic vital, répondant a une
urgence sanitaire définie par I’OMS ou portant le statut de médicament orphelin (Commission européenne
2012).

- Les procédures accélérées pour les médicaments « prioritaires » [PRIority MEdicine (PRIME)] mises
en place en 2016 et ciblant les thérapies innovantes dont les premieres données ont montré un effet
thérapeutique majeur dans des pathologies graves dont la prise en charge n’est pas satisfaisante voire
inexistante (Elsanhoury et al. 2017).

-L’utilisation compassionnelle les états membres peuvent autoriser 1'utilisation de médicaments non
autorisés pour traiter des patients présentant un pronostic vital grave, durable ou gravement handicapant de
maladies pour lesquelles aucun médicament actuellement autorisé n'est disponible. Ce n'est pas une
approbation centralisée, mais ’EMA peut fournir des recommandations aux autorités nationales concernant
l'utilisation compassionnelle de certaines thérapies lorsqu'elles sont demandées.

-Exemption hospitaliére : Une autorisation qui peut étre accordée par les Etats membres de I'UE pour des
MTI non autorisés a utiliser sur une base de patient nommé dans un hopital I'établissement dans le méme
Etat membre seulement et sous la responsabilité exclusive du médecin traitant.

-Circonstances exceptionnelles : AMM du médicament en I'absence de données completes sur 1’innocuité
et l'efficacité fondées sur des circonstances impossibles a gérer, par exemple, la rareté des patients. Cette
autorisation est revue annuellement par un rapport bénéfice / risque.

-Autorisation temporaire d’utilisation (ATU, exception purement francaise) d’'un médicament qui ne
dispose pas d'une AMM francgaise ou européenne, afin de traiter des maladies graves ou rares qui ne
disposent pas de traitement adéquat. L'ATU peut étre accordée pour un patient particulier (AMM
nominative), ou pour un groupe de patients (AMM de cohorte). La firme pharmaceutique doit justifier
l'efficacité présumée du médicament dont 1'évaluation est insuffisante, et s'engager a déposer une AMM
dans un délai fixé.

Ces thérapeutiques sont une vraie source d’espoir pour certains malades, qui apres des années d’errance
thérapeutique, cherchent la solution miracle. Le marché de la thérapie cellulaire et des cellules souches attire
de nombreux protagonistes cherchant a vendre des traitements extrémement chers dont I’efficacité et
I’innocuité ne sont pas démontrées. C’est pour cela qu’au niveau européen c’est le CAT (Comitee for
Advanced Therapy) qui évalue les dossiers d’AMM, classe les MTI, produit des avis scientifiques, élabore
des recommandations et délivre des certifications. Il est important de préciser que depuis avril 2020, le CAT
prévient les patients des thérapies cellulaires non prouvées existantes et des risques d’effets indésirables, suite
a la recrudescence au niveau de I’Europe de publicité pour des traitements de maladies graves.
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ANSM-05/2019

anbm Etat des lieux des établissements frangais autorisés a la

préparation, conservation, distribution, cession des
Agence nationale de sécurité du médicament . P . . . .
et des produts de santé produits de thérapie cellulaire ou tissulaire

Panorama des unités de thérapie cellulaire et des banques de tissus en France

70 établissements sont autorisés! : 39 unités de thérapie cellulaire (TC) publiques et 31 banques de tissus (BT) (22 établissements publics et 9 établissements privés).

Ces établissements sont répartis sur I'ensemble du territoire métropolitain et sur I'ile de la Réunion.

Concernant la répartition en effectifs, 10 équivalent temps plein (ETP) en moyenne sont dédiés au sein des banques de tissus pour 8 ETP en moyenne en ce qui concerne les
unités de thérapie cellulaire.
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Les TC sont autorisées pour la préparation de 7 catégories de cellules au maximum,

alors que les banques de tissus sont autorisées pour la préparation de nombreuses

catégories de tissus différentes (jusqu’a 13 catégories différentes).

Les TC sont autorisées pour 6 procédés de préparation cellulaire en moyenne
(écart-type = 3) alors que les BT sont autorisées pour 7 procédés de préparation
I I I I I I tissulaire en moyenne (écart-type = 6).
. 10l Tt ni I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15 16 1

13 7

Nombre d'établissements

ETC mBT
1 Article L.1243-2 du code de la santé publique




I1. Ingénierie tissulaire

Les stratégies d'ingénierie tissulaire offrent la possibilité de régénérer des tissus et des organes blessés grace
a la combinaison de cellules dans une architecture 3D pour le remplacement des tissus. L’objectif est de
stimuler la régénération de tissus déficients ou de créer des substituts fonctionnels. Les avancées en
ingénierie tissulaire ont été gigantesques. Les progres permettent de réguler les cellules et leur
microenvironnement tout en concevant des tissus complexes pour des utilisations cliniques. Les nouvelles
sources cellulaires, les biomatériaux intelligents, la bioimpression 3D, I’ingénierie vasculaire, les
organoides, et les bioréacteurs ont une influence sur le développement rapide de la bioingénierie.

1. Définition

L'ingénierie tissulaire est un domaine multidisciplinaire qui utilise des cellules ou tissus ayant fait I’objet
d’une manipulation pour en modifier les caractéristiques biologiques. Le but étant de réparer, régénérer et
améliorer la fonction du tissu ou de ’organe. Le génie tissulaire commence par 1'obtention des bons types de
cellules permettant une régénération tissulaire fonctionnelle et une action sur le long terme. L utilisation de
cellules matures dans ce type d’approche est parfois difficile du fait du faible pouvoir prolifératif de
certaines cellules matures. L utilisation de cellules souches permettant une différenciation en cellules
matures ou permettant un effet de tropisme semble étre une voie plus facile pour ces approches.

Grace a I’ingénierie tissulaire on peut apporter des solutions thérapeutiques telle que la greffe afin de
remplacer la peau, les os, les vaisseaux sanguins, les nerfs ou encore les valves. La peau et le cartilage
artificiels sont des exemples de tissus artificiels qui ont été approuvés par la FDA ; cependant, ils ont
actuellement une utilisation limitée chez les patients humains.

Une des applications les plus développées en ingénierie tissulaire est le remplacement de valve aortique.

Les recherches et les avancées reposent sur la conception et le traitement des biomatériaux, la caractérisation
des surfaces, et la fonctionnalisation des matériaux avec 1’apport plus ou moins important de cellules pour
améliorer les interactions entre cellules et les biomatériaux.

Figure 22 Paradigme de l'ingénierie tissulaire, trois domaines efficients a eux seuls se combinent pour
créer une synergie (Klimek et Ginalska 2020)

Scaffolds ﬁ\ Cells

Natural and synthetic Mesenchymal stem cells

polymers (MSCs)
Composites . ﬁ
Bioactive
' construct

Small molecules

Proteins and peptides ?é.:,‘
3 18

. -IF{Y i.
Bioactive
molecules

L’ingénierie tissulaire repose sur la combinaison de trois piliers : les cellules, les molécules bioactives et les
supports afin d’élaborer des constructions bioactives et fonctionnelles qui restaurent les fonctionnalités des
tissus remplacés (Figure 22).
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On peut utiliser les produits issus de 1’ingénierie tissulaire pour :

- une implantation directe

- la livraison de molécules bioactives et de facteurs de croissance au sein de tissus cibles

- créer des supports sans cellule permettant la migration et I’implantation de cellules déja présentes chez le
patient

- créer des structures complexes : composées de cellules soutenues par un support lui-méme constitué de
biomatériaux

L’ingénierie tissulaire permet :

-la régénération des tissus

-la modélisation biologique pour le criblage de nouvelles thérapeutiques : modeles 3D, interactions
cellulaires, interactions cellules-microenvironnements....

La caractéristique principale pour le choix du matériel est la biocompatibilité, il faut que les matériaux
interagissent correctement avec les cellules pour ne pas induire de toxicité pour les cellules implantées sur le
support ou pour les cellules allant colonisées le support. En effet, les matériaux doivent pouvoir étre
dégradés, résorbés ou métabolisés in vivo ou rester intact sans interaction sur le long terme afin de garantir la
sécurité du produit et pouvoir envisager son utilisation clinique.

En France de nombreux acteurs se positionnent sur 1’ingénierie tissulaire et proposent des solutions
novatrices, ¢’est un domaine dynamique bien implanté. Notamment avec I’Etablissement Francais du
Sang (EFS) qui est le premier fournisseur en France de cellules et de tissus destinés a la greffe, I’EFS est
aussi le premier producteur de médicaments innovants pour les essais cliniques de phase 1 et 2 sur le plan
national. Il a créé en son sein un établissement pharmaceutique, composé d’un siege et de 5 plateformes de
production et de controle des MTI (les plateformes ne font pas que de 1’ingénierie tissulaire).

Figure 23 Composants nécessaire au développement de l'ingénierie tissulaire (Chandra, Soker, et Atala
2020)
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2. Cellules

L’ingénierie tissulaire utilise plusieurs sources de cellules en fonctions du tissus cibles et des
caractéristiques immunologiques. Nous avons décrit précédemment les différents types de cellules souches
existantes.

Nous nous intéresserons dans ce travail aux CSE, iPSC et les cellules souches adultes autologues ou
allogéniques, leurs caractéristiques communes sont leurs capacités d’autorenouvelement et de
différenciation.

Les fibroblastes ont été les premieres cellules utilisées pour générer des substituts de peau. Malgré les
différences d’histocompatibilité, ce sont des produits qui ont eu un succes dans la mesure ou la peau ne
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contient pas de cellules présentatrices de I’antigéne. Les cellules des substituts de peau pourraient étre
rejetées, mais les greffons ont suffisamment de temps pour que les propres cellules de la peau des patients se
régénerent. On s’est rendu compte que la transplantation d’organes ne pouvait pas se faire de la méme facon
dans la mesure ou le rejet cellulaire existe.

Le risque de rejet immunitaire est bien présent, afin de garantir le succes des greffons allogéniques on peut :
- réaliser des modifications génétiques et supprimer l'expression des CMH de classe I, et de classe II.

- induire une tolérance immunologique chez les receveurs de greffes allogéniques dérivées de cellules
souches. Par exemple, en traitant I'hGte par des anticorps monoclonaux contre les antigenes CD4 et CD8 des
cellules T (Lui, Fairchild, et Waldmann 2010). Cette technique permettrait d’étendre les thérapies cellulaires
et de les rendre sures et économiquement viable.

- générer des haplobank de 50 a 200 lignées selon les conditions des BPF qui permettrait une compatibilité
complete et efficace au niveau des principaux loci du CMH (HLA-A, -B et -DR). On peut réduire davantage
le nombre de lignées nécessaire en utilisant des embryons parthénogéniques et répondre aux besoins de la
majorité de la population(De Vos 2015).

Des thérapeutiques utilisant les cellules autologues du patient ont ét€ développées, leur production nécessite
cependant un certain temps et les cellules du patient ne sont parfois pas disponibles en quantité suffisante.
Cependant des médicaments utilisant cette approche sont commercialisés :

- Spherox (CO.DON AG, Allemagne) a recu une AMM (chondrocytes humains autologues associés a une
matrice) dans le traitement chez 1’adulte des 1ésions cartilagineuses articulaires symptomatiques du genou
dont la surface n’est pas supérieure a 10 cm?. Ce sont des chondrocytes humains autologues associés a une
matrice sous forme de suspension pour implantation (European Medicines Agency 2017).

- Holoclar (Chiesi Framaceutici, Italie) est une thérapie cellulaire autologue a base de cellules souches
limbiques sur une membrane de fibrine. Depuis mars 2015, elle est commercialisée en Europe pour la
déficience de cellules souches limbiques des yeux.

- Epicel (Genzyme, MA, Etats-Unis) est un produit de remplacement cutané permanent 4 base de
kératinocytes autologues expansés pour les patients souffrant de briilures potentiellement mortelles
(Ehrenreich et Ruszczak 2006).

- Carticel (Genzyme, MA, Etats-Unis), un traitement 2 base de chondrocytes pour les grandes lésions du
cartilage articulaire (Maeda et al. 2005).

a. Cellules souches embryonnaires

Comme nous 1’avons vu, les défis pour I’utilisation des CSE pour la thérapeutique sont nombreux,
notamment la sécurité. En effet, un risque de tumorigénicité persiste et est di aux cellules indifférenciées
résiduelles qui peuvent générer des tératomes in vivo, mais ce risque peut €tre potentialisé en utilisant un
traitement immunosuppresseur. Il faut donc fournir davantage de garanties pour le succes de ces traitements,
en termes de pureté des échantillons avant I’inoculation.

Pourtant un premier traitement a base d’oligodendrocytes (AST-OPC1) dérivés de CSEh, est entré en phase
d’essai clinique I/Ila. L'objectif de cette étude est d'évaluer la sécurité de doses croissantes séquentielles
croisées d'AST-OPC1 administrées dans 5 cohortes a un moment unique entre 21 et 42 jours apres la
blessure, inclusivement, a des sujets souffrant de 1ésions subaigués de la moelle épiniere cervicale. Les
oligodendrocytes stimulent la croissance du systeme nerveux de patients présentant des lésions de la moelle
épiniere(N. Li et Leung 2015).

De méme les cellules de 1'épithélium pigmentaire rétinien dérivées de CSE ont pu €tre utilisées dans le cadre
d’essais pour la DMLA et la dystrophie maculaire de Stargardt. En différenciant progressivement les CSE,
les chercheurs ont produit des neurones dopaminergiques fonctionnels, durant un essai non clinique (J.-H.
Kim et al. 2002). Les études précliniques chez les primates laissent penser qu’une greffe peut engendrer une
correction physiologique de la fonction dopaminergique du cerveau(Lemmens et Steinberg 2013).

Une étape de maturation in vivo est nécessaire chez certaines cellules comme les progéniteurs pancréatiques
endocriniens de cellules productrices d'insuline de type p (Nostro et Keller 2012). Afin de développer des
thérapeutiques, les protocoles de production de CSE et de différenciation en progéniteurs pancréatiques ont
été mis au point dans des conditions répondant aux BPF. Il est prévu que les cellules greffées seront
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sensibles a une attaque immunitaire aigug, a la fois par les cellules T allo-réactives et par les cellules T auto-
immunes qui ont initialement causé le diabete de type 1 des patients. Une stratégie pour éviter cela
consisterait a livrer un produit issu du génie tissulaire dans lequel les cellules thérapeutiques seraient
encapsulées dans un dispositif semi-perméable congu pour les protéger du systéme immunitaire, tout en
permettant 1'échange de nutriments et la libération d'insuline dans la circulation (Primavera et al. 2020)
(Figure 24).

Figure 24 Illustration d'approches de dissimulation des ilots vis a vis du systeme immunitaire (Primavera
etal.2020)
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b. Cellules souches pluripotentes induites

Les iPSC ressemblent beaucoup aux CSE en ce qui concerne leurs propriétés d'auto-renouvelement, de
différenciation et de génération de tératomes in vivo. La technologie de reprogrammation est devenue plus
siire et efficace en réduisant le risque de modification génétique permanente involontaire donc le potentiel
de tumorigénicité future. On a pu voir le développement de la transdifférenciation dans le domaine de la
reprogrammation cellulaire. Mais des incertitudes sont encore présentes pour 1’utilisation de ces

cellules concernant les signatures résiduelles possibles des cellules d’origine, le phénotypes adultes
incertain, ou encore risque d’introduction de maladies génétiques.

Le développement de techniques alternatives de reprogrammation fait penser que les iPSC sont d’excellents
candidats pour I’ingénierie tissulaire. Pour qu’elles soient effectivement utilisées, les constructions de
qualités cliniques devront répondre aux conditions des BPF. Sur le plan réglementaire, il faudra garantir la
performance et la sécurité a long terme, comme c'est le cas pour toutes les thérapies cellulaires et tissulaires.
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c. Cellules souches adultes

Elles représentent une approche plus simple pour le développement clinique rapide, elles ont I’avantage
d’étre disponible chez le feetus et I’adulte et leur différenciation se fait de fagon plus restreinte. Les cellules
souches adultes utilisées en routine sont les CSM, et n’ont pas de potentiel tumorigene intrinseque. Les
CSM peuvent donner de multiples tissus comme le cartilage, les os, les tissus adipeux et certains types de
muscles. Elles sont faciles d’acces (liposuccion, prélevement de MO ou isolement a partir de cordon
ombilical) et ne provoquent pas de rejet immunitaire significatif. On pourra utiliser leurs propriétés en
médecine régénérative, notamment pour le développement de tissu hépatique. (Chandra, Soker, et Atala
2020). Elles sont utilisées dans 1’ingénierie tissulaire du cceur (Heartsheet), des articulations et de
I’épiderme.

On peut citer comme thérapeutiques :

- Holoclar dont on a déja parlé précédemment est élaboré a partir de cellules souches limbiques.

- Maci (Genzyme, MA, Etats-Unis) est un MTI issu de I’ingénierie tissulaire constitué de
chondrocytes du patient sur une membrane de collagéne d’origine porcine. Indiquée dans les défauts
cartilagineux du genou, il a recu son AMM en juillet 2013 puis a été retiré du marché en septembre
2014. Le CHMP a conclu qu’en absence de site de fabrication autorisé pour la production du
principe actif et du produit fini et la libération des lots, les exigences prévues ne sont plus respectées.

3. Biomatériaux

La matrice extracellulaire (MEC) native a de multiples fonctions :

- elle fournit une organisation spatiale, un ancrage et une résistance mécanique pour les différentes cellules
d'un tissu

- elle contrdle et régule les fonctions cellulaires telles que I'adhésion, la propagation, la prolifération, la
migration, la différenciation et 1'apoptose en fournissant des stimuli mécaniques et biochimiques.

Ces fonctions sont remplies par les composants clefs : glycoprotéines fibrillaires et non fibrillaires,
macromolécules insolubles et les molécules solubles. Chaque élément joue un role crucial :

- protéines fibreuses : le collagene (résistance a la traction) et 1’élastine (contraction du tissu). Elles
contribuent a réticuler la matrice.

- protéines non fibreuses : la fibronectine, la vitronectine et la laminine. Elles permettent I’adhésion
cellulaire en se fixant aux récepteurs tels que les intégrines (contacts focaux), et stimulent la signalisation
entre les cellules et la MEC

Les cellules peuvent modeler la syntheése ou dégradation de la MEC en synthétisant des enzymes. Il y a une
réciprocité dynamique entre les cellules et la MEC.

Les biomatériaux destinés aux applications d'ingénierie tissulaire doivent répondre a de nombreuses
exigences (Figure 25). Ils doivent étre principalement biocompatibles, biodégradables et mécaniquement
robustes. De plus, ils doivent constituer des constructions poreuses interconnectées en 3D qui imitent la
structure de la MEC naturelle. Néanmoins, les caractéristiques spécifiques des biomatériaux (par exemple, la
taille des pores ou la résistance mécanique) sont étroitement associées a leurs futures applications. Les
tendances actuelles ont déplacé 1'accent vers la biologie afin de comprendre puis d'imiter les interactions et
les signaux physiologiques. Pour certain biomatériau utilisé, le but n’est pas d’imiter le tissu natif mais de
diriger le remodelage du tissu 1€sé in vivo de telle sorte que le tissu régénéré soit histologiquement et
fonctionnellement indiscernable du tissu environnant (Bhagat et Becker 2017).

Ces biomatériaux seront transformés support cellulaire en utilisant diverses méthodes, selon les exigences de
la croissance de tissus spécifiques.
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Figure 25 Parameétres d'optimisation et propriétés d'un bio matériel idéal
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prudent pour ne pas générer de réactions immunitaire ou toxique, notamment lors de certaines combinaisons

de polymeres.

i. Biopolyméres

Les polymeres naturels sont biocompatibles® et biodégradables®, mais on les trouve en petites quantités et

posseédent de mauvaises caractéristiques mécaniques. Ils sont extraits des animaux, algues, plantes et

microorganismes. Les sources étant vivantes, les biopolymeres sont similaires aux molécules biologiques et
présentent une meilleure compatibilité avec 1’organisme. On évite ainsi la toxicité inflammatoire et
immunologique que 1’on retrouve avec des polymeres synthétiques.

Les bio polymeres peuvent étre utilisés comme :
-composés bioactifs
-véhicules d’administration de molécule telles que des médicaments (Montgomery et al. 2017)
-composants de tissus fonctionnels

5> Reconnaissance par le corps vivant
¢ Dégradation spécifique due a la sensibilité de l'action enzymatique
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Ils existent plusieurs types de polymeres naturels, en fonction de la structure de base :

- Protéines : fibroine de soie, collagene, gélatine, kératine, fibrinogene, élastine et actine

- Polysaccharides : chitosane, chitine, alginate, gomme gellane et dérivés

- Glycosaminoglycanes : acide hyaluronique

Pour les cultures 3D on a tendance a utiliser I’alginate, la gélatine, le chitosane, I’acide hyaluronique mais
surtout le collagene qui forme un hydrogel a 37 degrés (préserve les cellules encapsulées).

ii. Polymeéres synthétiques

Ils sont utilisables pour de nombreuses applications médicales y compris les dispositifs nano, micro et
macroscopiques, dont les matrices artificielles pour I’'ingénierie tissulaire (F.-M. Chen et Liu 2016). On peut
en produire de grande quantité avec une bonne résistance mécanique mais une faible biocompatibilité. IIs
permettent d’augmenter la stabilité chimique, les propriétés micro et nano structurelles ce qui permet
d’améliorer la croissance, I’adhésion, I’étalement et I’infiltration des cellules. Ils permettent une application
non invasive.

En routine on utilise les acides polylactique (PLLA) , poly- glycolique, poly-e-caprolactone, polylactique-
co-glycolique (PLGA), titane, alliages, céramiques, le polyéthylene-glycol (PEG), polyesters d'acides a-
hydroxy, polyesters de lactones, polyorthoesters, polyesters de polyols et d'acides carboxyliques,
copolymeres en bloc de polyesters ou de polyamides avec du poly(éthylene glycol), polycarbonates,
polyuréthanes, polymeres dérivés d'acides aminés, poly(acides aminés) et peptides, polyanhydrides,
polyphosphazenes, réseaux de polymeres réticulés biodégradables, et les polyesters réticulés.

On utilise préférentiellement le PEG, le PLLA, le poly(acide acrylique) et le PLGA pour les structures 3D.
Ils permettent de choisir les caractéristiques mécaniques, de dégradation, de poids moléculaires en fonction
de I'utilisation désirée. Afin d’optimiser la resorbabilité on préfere les polymeres hydrolytiquement
dégradables.

Les chercheurs ont essayés de produire des matériaux de troisieme génération pour moduler 1’adsorption des
protéines, I'adhésion et la différenciation des cellules, I'intégration des implants et la réaction des corps
étrangers, et pour développer des matériaux synthétiques biomimétiques (Peter X. Ma 2008).

iii.  Hybrides :
Ce sont des combinaisons de polymeéres naturels et synthétiques dont on optimise 1’hydrophilie, la fixation
des cellules et la résorbabilité.

b. Biomatériaux inorganiques

Ils peuvent étre naturels (coquillages, coraux) ou synthétiques (métal et céramique). On les utilise pour les
soins de parodontie et orthopédiques, car on peut optimiser la composition, la microstructure et la
reproductibilité. On classe les biomatériaux en fonction de leur capacité de liaison au tissu natif une fois
implantés :

- bioinertes : n’ont aucune interaction avec le milieu natif une fois greffés c’est le cas de I'alumine, la
zircone, le titane et ses alliages. Ils servent de soutiens structurels dans les cas d’implants osseux.

- bioactifs : se lient aux tissus natifs afin de combler des défauts osseux. On utilise en parodontie les
vitrocéramiques et les verres bioactifs. Des méthodes de fonctionnalisation des biomatériaux inorganiques
bioactif sont mises au point, notamment en réalisant une adjonction d’ions Sr**, Zn**, Mg?*, Mn?** et Si**qui
seront libérés progressivement lors de la résorption (Sandra Pina et Ferreira 2010; S. Pina et al. 2017) et
entrainent des modifications physico-chimiques (Mestres, Le Van, et Ginebra 2012). L’objectif étant
d’améliorer la biocompatibilité et la résistance mécanique des implants.

- biorésorbable : sont absorbés in vivo puis remplacé par le tissu vivant par exemple ’0s. Les carbonates,
les CaP, les CPC et les silicates sont utilisés en routine.

Les biomatériaux inorganiques naturels sont composés de calcium et des sources multiples existent :
-coquillages
-algues
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-coraux : permet d’obtenir un matériel riche CaP afin de réparer et régénérer les tissus osseux
-nacres

-éponges

-coquille d’ceuf

-0s poulets et de poissons

Les biomatériaux inorganiques synthétiques ont plusieurs origines :

-métalliques : résistance élevé, élasticité faible, densité faible

-céramiques (alumine, zircone, les CaP, les ciments de phosphate de calcium, verres bioactifs et les
silicates) : bonne biocompatibilité, ostéoconductivité et leur capacité ostéogénique

On module la taille, la morphologie des biomatériaux inorganiques synthétiques grace aux techniques de
production :

- Précipitation aqueuse : permet le contrdle du pH, de la morphologie, de la température de particules ainsi
que I’adjonction ou non d’additifs (Fomin et al. 2008).

- Hydrolyse - Synthese mécanochimique
- Synthése hygrothermique - Traitement par micro-ondes
- Synthese sol-gel - Séchage par pulvérisation

c¢. Biomatériaux hybrides organique-inorganique

Ce sont des matériaux multifonctionnels avec des caractéristiques structurelles, mécaniques et thermiques
modulées par la combinaison de composés organiques et inorganiques(X. Wang, Chang, et Wu 2018). Au
sein de ces structures hybrides, il est nécessaire de s’assurer de la bonne compatibilité entre les phases
organiques/inorganiques pour conserver les caractéristiques de départ (Tonsomboon et Oyen 2013).

Par exemple, grace a la livixation particulaire on crée un support hybride constitué d'un hydrogel a base
d'acide hyaluronique et un matériau poreux en poly(e-caprolactone). Cet hybride permet de retrouver la
réponse viscoélastique des tissus cartilagineux tout en ayant une rigidité élevée en tension et en
compression. En ensemencant des chondrocytes différenciées on obtient un support similaire au cartilage
humain qui sert de modele cellulaire pour 1’étude des réponses aux signaux mécaniques et chimiques (Mintz
et Cooper 2014).

d. Modification des supports de polymeéres

Les structures 3D servent de support a I’ancrage des cellules et s’adapte au tissu natif, on cherche a ce que
leurs compositions se rapprochent au maximum de la MEC naturelle. En ajoutant des protéines (Mousavi et
al. 2019; Wen, Mithieux, et Weiss 2020), des peptides (Hosoyama et al. 2019) et des facteurs de croissances
aux supports, on augmente la biocompatibilité. La MEC est un soutien physique pour la croissance et la
prolifération des cellules mais également le lieu de régulation de la survie, la migration et la différenciation
cellulaire (Bason, Gallorini, et Berardi 2018).

i.  Protéines fibreuses

- Collagene : c’est la protéine majoritaire de la MEC, 30 types différents sont caractérisés. Au sein de la
MEC on retrouve les fibres de types I, II, III, V et XI qui sont résistantes a la traction. Les fibres permettent
de réguler 1’adhésion, la croissance, la prolifération et la différenciation cellulaire. Les fibres de collagene
sont :

Type I : synthétisés et secrétés par les cellules des tissus conjonctifs comme les fibroblastes pour la peau et
les tendons, et les ostéoblastes pour 1’0s.

Type II : retrouvées dans le tissu cartilagineux grace aux chondrocytes.

Type III : composants des vaisseaux sanguins

Type V

Type XI
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On isole le collagene de la peau, des tendons des bovins et des rats, des poissons et algues mais aussi de la
vessie de porc. Ce collagene a usage médical est bien toléré et dégradé rapidement par I’organisme, mais a
de mauvaises caractéristiques mécaniques. On privilégie le collagene de type I pour les supports, mais les
procédés de purification sont couteux. On utilise le collagene pour modifier les supports, mécaniquement
stables, de polymeres synthétiques et naturels. On peut donner 1’exemple de Maci, dont les chondrocytes
sont dans une membrane de collagene d’origine porcine.

-> Gélatine : c’est un mélange de polypeptides. On I’extrait par traitement thermique ou hydrolyse partielle
du collagene de type 1. Deux types de gélatine existent : A et B et different par leur composition en acides
aminés, leur charge et leur point isoélectrique. Elles ont un faible cout, et présentent des similarités avec le
collagene : biocompatibilité, biodégradabilité et richesse en séquence (Arg-Gly-Asp) qui favorise 1’adhésion
cellulaire. La gélatine ne présente pas de caractéristique antigénique, en raison de 1’absence d’acides aminés
aromatiques qui empéchent la formation de radicaux aromatiques immunogenes.

Méme si la gélatine est utilisée, sa faible résistance a la traction, sa viscosité élevée, sa solubilité réduite et
sa dégradation enzymatique rapide I’empéchent d’étre le seul composant d’un support.

> Elastine : protéine fibreuse de la MEC composée de tropoélastine uniquement. Elle est responsable de
I’élasticité (Grace a la séquence d’acides aminés : Val-Pro-Gly) et de la résilience des tissus conjonctifs et
vasculaires (peau, poumon, cceur, vessie). L’€lastine favorise 1’adhésion et la croissance cellulaire (grace a
ses séquences Arg-Gly-Asp). C’est une protéine structurelle clef mais elle n’est pas aussi utilisée sous forme
naturelle, en raison des risques de contamination par des virus et des prions durant le processus difficile de
purification.

Pour parer a cela, des élastines ont été synthétisées : tropoélastine synthétique, a-€élastine, les polypeptides
de type élastine et les recombinameres de type élastine. Ces protéines de syntheéses permettent d’offrir une
alternative a I’élastine en conservant des propriétés similaires de biocompatibilité, biodégradabilité et hydro
solubilité.

ii.  Glycoprotéines adhésives : ce sont des molécules clefs pour le soutien, la migration et 1’adhésion
cellulaire.

- Fibronectine : c’est la seconde protéine la plus représentée dans la MEC, on la retrouve dans le plasma.
Elle permet d’améliorer I’adhésion (se lie a aux intégrines a5p1, protéoglycanes et facteurs de croissance),
la migration, la prolifération et I’autorenouvelement des cellules. Elle influence la morphologie cellulaire et
la cicatrisation des 1ésions.

—> Laminine : c’est une glycoprotéine permettant 1’adhésion entre les différents tissus (fixation a 1’intégrine
a6P1). C’est le composé déterminant de la structure de la membrane. La laminine joue un réle crucial dans
la migration cellulaire, 'adhésion, la différenciation, la cicatrisation des plaies et 1’organogenese. On I'utilise
pour augmenter la biocompatibilité des biomatériaux.

iii.  Facteurs de croissance : ce sont des signaux impliqués dans le processus de réparation, régénération
cellulaire et la régulation immunitaire. Ils sont séquestrés par la MEC pour la présentation de
récepteurs de surface cellulaire. Ils agissent par des mécanismes autocrines, paracrines et endocrines.
En combinant les facteurs de croissance aux biomatériaux, on allonge leur durée de vie courte et on
empéche leurs inactivations par des enzymes dans les conditions physiologiques.
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Figure 26 Mécanismes d'action des facteurs de croissance (Goonoo et Bhaw-Luximon 2019)
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- BMP : Protéines morphogénétiques osseuses : c’est un facteur de croissance se transformant sous
forme de glycoprotéines régulatrices. La BMP permet la croissance des CSM et leur différenciation en
chondrocytes, ostéoblastes et odontoblastes. Leur potentiel ostéogénique permet de combler les défauts
osseux. Pour le traitement de la fusion vertébrale et des fractures tibiales, on utilise la BMP-2 humaine
recombinante associée a une éponge de collagéne (INFUSE Bone Graft) (Kuroda et al. 2019).

- FGF-2 : Facteur de croissance homéostatique des fibroblastes : améliore la survie, la migration, la
mitogenese, la différenciation, l'activité métabolique de différentes cellules, I’adipogenese, I’angiogenese, la
cicatrisation et la réparation tissulaire (De Witte et al. 2018; Zarei et Soleimaninejad 2018). La sécrétion est
assurée par les kératinocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les
chondrocytes et les mastocytes (Zarei et Soleimaninejad 2018). Au Japon, le bFGF recombinant humain est
utilisé cliniquement pour les ulceres cutanés chroniques depuis 2001. Cependant, les FGF libres se
dégradent facilement in vivo, entrainant une perte d'activité et de fonctions biologiques. Les FGF ont été
encapsulés/incorporés dans des supports et ont été utilisés pour régénérer les tissus endommagés,
notamment la peau, les vaisseaux sanguins, les muscles, les tissus adipeux, les tendons/ligaments, le
cartilage, les os, les dents et les nerfs (Cai et al. 2005).

- VEGF : Facteur de croissance endothélial vasculaire

Le VEGF stimule 1'angiogenese et influence également la fermeture des plaies et la réparation de 1'épiderme,
la formation du tissu de granulation et la qualité de la réparation. Les fibroblastes, les mastocytes, les
kératinocytes et les macrophages activés expriment le VEGF pendant la blessure. Cela déclenche de
multiples voies de signalisation qui affectent la prolifération, la survie, la migration et la perméabilité des
tissus des cellules. Les niveaux de protéine VEGF active ont tendance a étre anormalement bas chez les
personnes souffrant de blessures chroniques qui ne guérissent pas, comme celles que 1'on observe
couramment chez les patients diabétiques.

Le maintien d'une concentration locale de VEGF est crucial pour l'efficacité angiogénique. Il a été rapporté
que des modeles de souris in vitro et in vivo ont montré une régression séquentielle des vaisseaux dans les
deux semaines suivant la délivrance du VEGF. Ainsi, la MEC et le recrutement de cellules murales sont
importants pour stabiliser les tubes endothéliaux naissants et obtenir ensuite une stabilité capillaire et une
artériogenese durable (Y.-D. Lin et al. 2012).

iv.  Matrice extracellulaire décellularisée

La dMEC conserve la méme composition, architecture, intégrité et activités biologiques et biochimiques que
les tissus natifs (Xing et al. 2020). Elle contient donc un mélange de collagene, laminines, fibronectine,
facteurs de croissance, protéoglycanes, et glycosaminoglycanes mais pas de cellules qui ont été éliminées
par lyse chimique et enzymatique puis vascularisation pour éliminer les débris cellulaire (Bejleri et Davis
2019; Y. S. Kim et al. 2019). L absence de cellule permet de diminuer les réactions inflammatoires suite a
I’implantation de la dMEC. On a obtenu les dMEC a partir des tissus cardiaques, pulmonaires, trachéaux,
cartilagineux et vésicaux. Il y a un risque inflammatoire et infectieux dans I’implantation allogénique.
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Il est donc nécessaire d’utiliser des tissus allogéniques histocompatibles. Avec cette méthode on peut ainsi
préparer des AMEC sans agent pathogene et d’origine autologue. Cette technique bien que présentant de
grands avantages est tres couteuse et longue (Nikolova et Chavali 2019; Weixiang Zhang et al. 2016).

v. Peptides

Les biomatériaux modifiés par les peptides imitent mieux les caractéristiques biologiques et physiques de la
MEC, que ceux modifiés par les protéines. La production de peptides est plus facile et moins chere que pour
les grosses molécules avec un poids moléculaire important. Ils sont plus résistants aux variations de pH, de
température et sont moins immunogenes. Combiner peptides et polymeres permet d'enrichir les
biomatériaux avec des séquences caractéristiques qui favorisent I'adhésion cellulaire ou induisent des voies
de signalisation cellulaire (Krishna et Kiick 2010).

- Peptides dérivés du collageéne, de la fibronectine et des laminines
On utilise les motifs d’intérét d’acides aminés pour optimiser 1’adhésion, la prolifération et la différenciation
des cellules. Plusieurs s€quences pro-adhésives existent (Klimek et Ginalska 2020):
-Séquences similaires au collageéne, point d’ancrage pour les récepteurs d'intégrines o231
= Arg-Gly-Asp ou RGD
= Asp-Gly-Glu-Ala ou DGEA
= Gly-Phe-HPro-Gly-Glu-Arg ou GFOGER
= Gly-Phe-Pro-Gly-Glu-Arg ou GFPGER
®  Gly-Thr-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly-lIle-Ala-Gly-Gln-Arg-Gly-Val ou GTPGPQGIAGQRGVYV ou PepGen
P-15 (P-15): méme séquence que celle utilisé dans le cadre de la liaison cellulaire du collagene de
type I. P-15 stimule I’adhésion, la prolifération et I’expression génique de facteurs de transcription
(Hennessy et al. 2009).

-Séquences dérivées de la fibronectine qui se lient aux récepteurs des intégrines des fibroblastes, CSM et
cellules endothéliales

» Pro-His-Ser-Arg-Asn ou PHSRN

*  Arg-Glu-Asp-Val ou REDV

=  Leu-Asp-Val ou LDV

-Séquences dérivées des laminines pro-adhésives
= Jle-Lys-Val-Ala-Val ou IKVAV
= Tyr-lle-Gly-Ser-Arg ou YIGSR

-Séquences dérivées des laminines pro-angiogéniques :C16 ou KAFDITY VRLKF ou Lys-Ala-Phe-Asp-1le-
Thr-Tyr-Val-Arg-Leu-Lys-Phe

- Peptides dérivés de la BMP

- PGB : r0le majeur dans I’ostéogenese

- P17 et P24 sont dérivés de de la BMP-2. Tous deux stimulent I'expression de genes ostéogéniques et
accélerent la formation d’os nouveaux in vivo (Z.-Y. Lin et al. 2010; X. Zhang et al. 2016)

- BFP-1 dérivé de la BMP-7, a un potentiel ostéogénique plus élevé que le BMP-7 (H. K. Kim et al. 2012)

- Peptides dérivés de VEGF :
-QK : est un peptide pro-angiogéniques qui imite 1’activité de VEGF et se fixe sur les VEGFR des cellules
endothéliales. Il permet de stimuler la migration, la viabilité et la mitogenese in vitro.

Un inconvénient des hydrogels constitués de domaines protéiques auto-interagissant, est leurs propriétés

mécaniques faibles a modérées. Cependant, ces interactions peuvent étre renforcées par l'introduction de
liaisons covalentes dans le réseau (par exemple, des liaisons disulfures entre la cystéine dans les chaines de
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protéines). Cela améliorera non seulement les propriétés mécaniques de 1'hydrogel, mais aussi sa stabilité
(Shen et al. 2006).

vi.  Groupements fonctionnels

En réalisant une adjonction de composés organiques (aldéhydes, méthyl, alcool, amine), les chercheurs ont
agi sur la mouillabilité des surfaces, la capacité d’absorption des protéines qui sont des facteurs d’influences
biologiques. Des études ont ét€ menées pour comprendre 1’impact des groupes sur les caractéristiques et les
activités biologiques des polymeres (M. H. Lee et al. 2005; Keselowsky, Collard, et Garcia 2003; 2005):

Tableau XII Impact des groupements fonctionnels

. . Angle de Absorption de A(%hesmn pre . Ir/np aCF SuT la
Composés organiques contact fibronectine ostéoblastes de différenciation des
souris MC3T3-E1 pré ostéoblastes
Méthyl-CH;
Neutre & hydrophobes 107 M 9 *
Amino-NH, 430 4+ 4+ bt
Positif & hydrophile
Aldéhyde-COOH 230 r et N
Négatifs & hydrophiles
Alcool-OH 250 + 4+ et
Neutres & hydrophiles ’

En vert : ce sont les composés qui favorisent I'adhésion, la prolifération et la différenciation des cellules
Grice a leurs charges et leur hydrophilie.

En modifiant les supports avec des protéines et des peptides, on ajoute des groupements fonctionnels. Ainsi
en incluant du collagene, de 1’élastine a du poly-g-caprolactone on augmente le nombre de groupe amino au
sein de la matrice et ainsi la mouillabilité de surface (Aguirre-Chagala et al. 2017).

Le point commun de toutes les études est I’augmentation de la biocompatibilité des biomatériaux avec
I’adjonction de protéines, peptides et composés organiques mais la variabilité des résultats ne permet pas
d’établir des principes universels.

e. Biomatériaux intelligents

Ces biomatériaux veulent imiter au maximum la MEC, ils sont con¢us pour moduler leurs propriétés
physiques, chimiques et mécaniques en réponse a des changements de stimuli externes ou d'environnement
physiologique local :

-matériaux sensibles aux stimuli externes

-> pH : ce sont des polyélectrolytes contenant un groupe acide ou basique et qui libérent ou captent un
proton en fonction de la variation de pH. Grace a cette technique, You et son équipe ont pu améliorer
I’angiogenese et le remodelage des tissus (Mastrullo et al. 2020). Grace a DMAEMA-HEMA qui peut se
gonfler ou se contracter en fonction du pH et ainsi moduler I’infiltration cellulaire et I’oxygénation du
support.

- Température : les hydrogels thermo réactifs soutiennent I’expansion et la différenciation des cellules
(Chatterjee, Hui, et Kan 2018).

-> Champs magnétiques : une matrice d’alginate, imprégnée de particules magnétiques et contenant des
cellules endothéliales aortiques, a pu se réorganiser en structure vasculaire suite a une stimulation
magnétique et cela sans facteurs de croissance (Sensenig et al. 2012).

—> Stress : modulation de 1’engagement des cellules souches (Tsou et al. 2016)

- Son
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- Lumiere
- Potentiel d’oxydo-réduction

-matériaux bioréactifs : ils sont sensibles aux enzymes pour la régénération des cellules nerveuses
(Chandrawati 2016) ou encore le glucose pour la réparation de cellules adipeuses

-polymeres a mémoire de forme (Bencherif et al. 2012):sont soit des hydrogels auto-réparateurs soit des
hydrogels d'amincissement par cisaillement. Ils ont une faible viscosité en raison de I'amincissement par
cisaillement au moment de I’injection puis ils s’auto réticulent une fois la cible atteinte (M. Liu et al. 2017).

-hydrogels a double réseau ou a réseau interpénétrant : pour les hydrogels thermo réactifs, un
changement température entraine la réticulation réversible soit par auto-assemblage ou par enchevétrement
des chaines de polymeres induits (Parhi 2017).

-matériaux auto-assemblés tels que les hydrogels peptidiques
-matériaux photodégradables avec controle spatiotemporel de la dégradation du matériau

Figure 27 Biomatériaux intelligents et leurs applications médicales

- Matériau sensible aux stimuli qui peut favoriser la différenciation des cellules et la croissance des tissus

- Biomatériau injectable chargé de cellules, de médicaments ou de molécules bioactives peut étre délivré
de maniére moins invasive et peut favoriser la cicatrisation des tissus au niveau du site cible

- Polymere gonflant peut étre délivré sous forme de petits supports mais peut se dilater in vivo pour
obtenir une structure 3D du défaut cible apres exposition a l'eau

- Un matériau souple a mémoire de forme et sensible a la température peut étre utilisé comme adhésif
tissulaire

- Un systeme d'administration en forme d'étoile pour la libération prolongée de médicaments dans le
tractus gastro-intestinal

- Un systeme d'administration de médicaments a base de nanoparticules sensibles aux stimuli pour une
application systémique

- Des matériaux pour une immunothérapie anticancéreuse améliorée utilisant l'administration ciblée de
cellules T chimériques réceptrices d'antigenes. 3D, tridimensionnel.
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f. Propriétés physico-chimiques & biologiques modulables

En modifiant les polymeres, cela a un impact sur les caractéristiques physico-chimiques, mécaniques et de
dégradabilité des biomatériaux. Ces changements influencent I’activité biologique et biochimique des
supports.

Dans la mesure ou les cellules interagissent constamment avec leurs environnements, elles sont sensibles
aux propriétés physico-chimiques (cristallinité, morphologie, rigidité et conformité des matériaux) et
mécaniques(Rizwan et al. 2019).

- Cristallinité : 1’état cristallin se caractérise par un alignement répétitif et périodique des atomes. Le
degré de cristallinité d'un polymere dépend du taux de refroidissement lors de la solidification. Afin de
maximiser 1’organisation des chaines de polymeres il faut rester un maximum de temps a la température de
fusion. Plus la structure du polymere est simple, plus le degré de cristallinité sera élevé.

La cristallinité impacte les propriétés mécaniques : plus le substrat est cristallin

- Plus résistant a la pénétration de 1’eau et des solvants, a la chaleur, a la fatigue

- Plus solide

Mais aussi les propriétés physico-chimiques (énergie libre, états chimiques, polarité, rugosité, et
mouillabilité) qui influencent les réponses cellulaires et la biodégradabilité.

—> Morphologie : affecte sa capacité a absorber les protéines et altérer leurs conformations donc agit sur
I’adhésion des cellules.

- Rigidité et conformité : mesurée par le module d’élasticité, elle est importante pour les cellules
dépendantes de 1’ancrage. La rigidité est un parametre agissant comme un signal physique pour la
différenciation des cellules souches, en plus de leurs roles dans 1'adhésion, la propagation, la migration et la
prolifération des cellules. Un support plus rigide optimise les activités cellulaires. L’inclusion de peptides
fait diminuer la rigidité du polymere (Nguyen, Bashur, et Kishore 2016).Elle module les voies de
signalisation intracellulaire et I’expression des génes nécessaires aux déplacements cellulaires. Les cellules
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peuvent se déplacer plus rapidement dans un substrat compliant, mais se répandent moins. L’adhérence des
cellules augmente avec la rigidité du substrat.

—> Mouillabilité de la surface : permet la régulation du comportement du biomatériau au contact des
fluides :la surface du support peut étre hydrophile ou hydrophobe (Grundke et al. 2015).Les cellules natives
interagissent avec la couche de protéines ou de peptides adsorbées par le support et non pas avec la surface
des biomatériaux.

Protéine hydrophile a diminution de I’angle a augmente mouillabilité de la surface a surface hydrophile a
meilleure biocompatibilité, adhésion, prolifération et différenciation des cellules

En ajoutant les peptides P15 et OPG a une base de poly(lactic-co-glycolic acid), on augmente la
mouillabilité ainsi la surface devient plus hydrophile ce qui stimule la mitogenese, I’adhésion et la
différenciation ostéogéniques (Z. Wang et al. 2016). L’avantage des surfaces hydrophiles est qu’elles
maintiennent dans la bonne conformation les peptides, et leur permet de remplir avec plus d’efficacité leur
fonction pro-adhésive.

Les surfaces hydrophobes ont pourtant une meilleure absorption des protéines hydrophiles sauf dans le cas
de la fibronectine, la laminine et la vitronectine qui ont des plus fortes affinités pour les surfaces
hydrophiles.

—> Charge de surface : elle module I’absorption des protéines et leur déploiement a la surface du support.

Les caractéristiques biologiques ont un impact tout aussi important sur les réponses cellulaires. On peut
moduler les parametres biologiques en utilisant des ligands d’adhésion (protéines, peptides), les enzymes et
facteurs de croissance. On peut également s’intéresser a la topographie embryologique qui peut modifier les
cellules, leurs interactions et leurs réponses (Zagris 2001).

—> Immunocompatibilité des biomatériaux : la réponse immunitaire de I'h6te peut étre controlée directement
grace a des matériaux congus spécifiquement dans cet objectif. Le peptide RGD au sein des biomatériaux
exerce des effets immunomodulateurs sur les cellules immunitaires innées et adaptatives tout en ayant un
effet inhibiteur sur la phagocytose et la chimiotaxie des neutrophiles. Les hydrogels synthétiques MEC
mimétiques contenant la séquence RGD provoquent une augmentation de 1'adhésion cellulaire sur les
supports polymeres et ont également un effet anti-inflammatoire sur les macrophages (Kao et Lee 2001).

> Motilité cellulaire : afin de démarrer une migration cellulaire, les liaisons entre les cellules et la MEC
existantes doivent étre cassées et de nouvelles au site de fixation doivent étre créées. La motilité est
dépendante des ligands, et devient maximale lors de I'utilisation de ligand de densité intermédiaire (Rizwan
et al. 2019). En effet, les faibles densités ne génerent pas la traction nécessaire au mouvement, et la forte
densité entraine une forte adhésivité. Le gradient de ligand permet de guider les cellules qui ont tendance a
migrer vers les milieux plus concentrés. Grace aux nouvelles nanotechnologies, on peut concevoir des
surfaces avec une composition précise et controlée de ligands (Rodin et al. 2010).

-> Mitogenese et différenciation : la fonction cellulaire est modulable également en agissant sur les

interactions cellules/MEC/protéines et la tension intracellulaire. La différenciation des cellules souches

dépend du type de ligand, de la densité et de 1’agencement au sein du substrat (D. Mooney et al. 1992).

- La fibronectine est 1’élément essentiel d’influence de la prolifération et de 1’autorenouvelement(Hunt,
Singh, et Schwarzbauer 2012).

- Lalaminine semble favoriser I’attachement, la prolifération et la pluripotence des CSE et iPS
(Domogatskaya et al. 2008).

- La vitronectine maintient la pluripotence des iPS via les intégrines a5B5(Rodin et al. 2010).

—> La dégradabilité est un parameétre aussi important que la biocompatibilité. La dégradation se fait par
ruptures hydrolytiques ou enzymatiques des liaisons et dépend de plusieurs criteres :

-structure chimique

-poids moléculaire

-stabilité des liaisons hydrolytiques
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-hydrophilie/hydrophobie : dégradation plus facile des matériaux hydrophiles

-toxicité des sous-produits de dégradation

Les protéines sont dégradées rapidement de facon non toxique alors que les polymeres lors de leurs
dégradations lentes peuvent entrainer I’inflammation ainsi que la mort cellulaire et tissulaire. On peut jouer
sur le temps de dégradation et la toxicité des sous-produits en associant les protéines et peptides avec les
polymeres (Prado-Prone et al. 2020).

Figure 28 Illustration les différentes propriétés d'un substrat qui influencent le comportement

cellulaire (Rizwan et al. 2019)
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4. Technologie d’imagerie

Pour recréer des tissus et des organes toujours plus complexes et comprendre leurs fonctionnements, on a
besoin de données numériques qui permettent d’élaborer des stratégies de conception (Chandra, Soker, et
Atala 2020). On obtient les données nécessaires grace aux :

- imagerie par résonance magnétique (IRM)

- nano tomographie a contraste amélioré

- analyses histologiques

- images de tomographie médicale assistée par ordinateur qui permettent 1’élaboration de modeles de
conception assistés par ordinateur en 3D pour la bio fabrication.

- technologies CLARITY (Chung et al. 2013): un tissu transparent et poreux semblable a des hydrogels qui
maintient les structures originales intactes. La composition et la structure moléculaire sont visualisées
jusqu’a 70nm.

Ces informations peuvent étre utilisées pour concevoir des structures multiphasiques qui présentent une
hétérogénéité structurelle, biochimique et organisationnelle in vivo.

5. Techniques d’ingénierie tissulaire

La bio fabrication combine les principes de 1'ingénierie, de la science des matériaux et de la biologie. C'est
une formidable boite a outils qui promet d’accélérer les résultats de la médecine régénérative et de
I’ingénierie tissulaire. On fabrique des supports pour étudier la topographie a I’échelle nanoscopique, il est
nécessaire d’étre a une telle échelle dans la mesure ou les matériaux utilisés le sont. Pour se rapprocher au
maximum du vivant, on essaie de travailler avec des modeles en trois dimensions. Dans la figure suivante,
on se rend compte de la perte d’information entre les modeles.
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Figure 29 Différences de données en fonction du nombre de dimension
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a. Effets et modulations de la topographie des tissus

La compréhension des phénomenes de développement des tissus et de leur imitation est complexe car ils
existent de nombreux facteurs influencant. Dans leur environnement naturel, les cellules sont entourées de
cellules, d’une MEC et de divers composants. Ainsi pour espérer comprendre et recréer ce
microenvironnement, on doit mettre en place un certain nombre de techniques de fabrication et de
maturation. L’objectif de I’'ingénierie tissulaire est de se rapprocher au maximum du modele in vivo :

- en reproduisant des champs électriques et les trois dimensions de I’organisme

- en utilisant des biomatériaux dont la composition se rapproche et réagit de la méme de facon que les
composés de ’organisme.

En modelant une matrice artificielle, on impacte la communication, les forces intracellulaires, 1’adhésion
entre les cellules et la matrice. Ce changement de forme induit une modification de comportement
cellulaire : mitogenese, croissance, I’agrégation, expression génique, différenciation et mort cellulaire. Le
substrat utilisé influe sur les propriétés du support donc sur les caractéristiques morphologiques de la cellule
qui a son tour va réagir a son environnement. En fonction de 1’organe ou du tissu cible on peut jouer sur ces
différents parametres (taille des pores, rugosité, échelle du réseau, production de cytokine). La topographie
du support influence directement la réponse cellulaire.

i.  Substrat électriquement conducteur :

La signalisation électrique exogene peut moduler les réponses cellulaires et la cicatrisation tissulaire : peau,
ceeur, tissus vasculaires, poumons et neurones. Des équipes ont pu stimuler la croissance en utilisant des
champs électriques (Schmidt et al. 1997). De méme des cellules musculaires lisses vasculaires stimulées
électriquement ont exprimées davantage de protéines contractiles et ont proliféré plus intensément
(Rowlands et Cooper-White 2008). En jouant sur la stimulation électrique et la composition du
microenvironnement, on modifie la topographie du support et ainsi moduler la différenciation cellulaire.

La bioélectricité est le potentiel électrique générés par ou dans les cellules, tissus et organismes vivants
(neurones, cellules contractiles de Purkinje). Afin de se rapprocher au maximum des conditions tissulaires et
cellulaires réelles, les chercheurs ont combiné des composants éclectiques (nanofibre d’or et de carbone,
nanotubes de carbone) au substrat. Les nanotubes de carbone par exemple peuvent, en étant mélangé a des
hydrogels de gélatine, favoriser I’adhésion, la maturation et le couplage électrique (Shin et al. 2013). La
conductivité électrique du support est un parametre important, mais la limite des composants électriques est
la biodégradabilité. On peut contourner cette problématique :

- polyaniline : peut €tre utilisé en tant que copolymeres (Guo, Finne-Wistrand, et Albertsson 2011)

- polypyrrole : dégradation en présence d’un copolymere aqueux (Zelikin et al. 2002)

ii.  Les nanotubes de carbone, graphéne, et oxyde de graphene

Les nanotubes de carbone (NTC) (dont la biocompatibilité est controversée), graphene, et oxyde de
grapheéne présentent des caractéristiques mécaniques, physico-chimiques et structurelles qui impactent les
fonctions cellulaires :

- les NTC alliés au collagene entrainent une amélioration de 1’adhésion des fibroblastes (filopodes entourant
les NTC) et de la prolifération (X. Li et al. 2011).
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- les NTC a paroi stimulent 1’adhérence, la propagation des cellules souches mésenchymateuses (Park et al.
2007).

- les cellules souches neurales assemblées sur un nanotube de carbone a simple paroi, se différencient en
neurones, astrocytes et oligodendrocytes. En configurant une multicouche de NTC, on ouvre des portes a la
modélisation d’interfaces neuronales (Jan et Kotov 2007).

- Les CSM se différencient sur des surfaces graphene et oxyde de grapheéne (leurs rugosités et leurs teneurs
en oxygene augmentent leurs capacités d’absorption des protéines sériques).

Les NTC doivent étre privilégiés car ils ont une meilleure affinité des protéines et potentialisent mieux la
propagation cellulaire (Ryoo et al. 2010).

iii.  La tridimensionnalité

La culture 2D entraine une polarisation « anormale » des cellules, elles sont exposées a deux
microenvironnements : un supérieur et un inférieur. En trois dimensions, les cellules retrouvent une polarité
normale et la surface d’adhésion et de communication est meilleure :

- la concentration en cytokines et enzymes augmente, en raison de la proximité des cellules et de la MEC.

- on obtient des stimulations simultanées de voies de transduction

On contrdle mieux les comportements et fonctions cellulaires. La dimension de la structure affecte(Page,
Flood, et Reynaud 2013) :

- les réponses cellulaires aux signaux biochimiques et physiques

- la réciprocité dynamique entre la MEC et les cellules

Afin d’obtenir le modele le plus biomimétique possible, on utilise des substrats particuliers :
- Supports polymeres 3D
- Hydrogels
- Perles poreuses de cellulose
- Supports électrofilées
- Supports imprimés 3D
- Tissus décellularisée

b. Cultures cellulaires en 2 dimensions
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Tableau XIII Techniques de fabrication des cultures cellulaires a 2 dimensions (Maghsoudi et al. 2017; Jenkins et Little 2019, Pasirayi et al. 2011)
Avant d’avoir acces aux modeles en trois dimensions, les cultures cellulaires se faisaient uniquement sur deux dimensions. Dans ce tableau, on retrouve

[’ensemble des techniques de création de support.

Techn'l ques de Méthodes Avantages Inconvénients
fabrication
Photoresist 1) Substrat est recouvert d'un matériau organique -Utilisation de polymeres | - Convient aux polymeres
Base "0 photosensible positif ou négatif sensibles aux UV de faible résolution (taille
oy Mask 2) Exposition de la résine photosensible a un motif -Topographies de taille micron)
Positive [ Negative| spécifique de rayonnement UV intense : submicronique
Photolithographie Resst 7 Develop\ RSt i photoréserve positive : surface exposée soluble a retirer avec | -Précise -Limitée a la formation de
le révélateur -Reproductible sur de motifs sur hydrogel, sauf si
= Etfh s | _sj photoréserve négative : régions exposées insolubles 2 grande surface combinée avec une étape de
Wesmis  Stip wmssem | révélateur mais on garde le substrat -Pas de moule gravure
3) On retire le photoresit
PDMS Stamp Un gabarit et un tampon pour modeler le substrat : -Protocole simple - Nécessite un moule (pour
— 1) Moules pour former les tampons, en utilisant un polymere -Peu couteuse modeler le tampon)
) ) élastomere -Applicable a beaucou
Lithographie S—— 1% TP 2) Le tampon est ensuite pressé dans une solution pour créer le de Izlll)atériau P -Difficile d'obtenir une
douce " Hod stamp  Motif souhaité sur le substrat. résolution a 1'échelle
| nanométrique
phiiiiiiidy Demold
‘ -Excellente résolution <10 | -Tres cher
g % = seSpincostings el nm -Structuration lente
\ -Tres bonne -Nécessite une étape de
Faisceau d'électrons reproductibilité gravure et de gaufrage pour
. . Ecriture " . -Nécessite un moule transférer les motifs sur le
Lithographie par o substrat de culture cellulaire
faisceau I

d'électrons

Résine
positive

¢) Révélation

Résine
négative

d) Gravure u *
¢) Délaquage
Résine (il i
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1) Un tampon de silicone (du motif inverse) est utilis€é pour

-Modélisation en une

-Nécessite une étape de

e imprimer un motif dans le substrat souhaité a une température et étape des gravure
Nano impression sws  Une pression spécifique. thermoplastiques
p "™ 2)Le moule est ensuite retiré, laissant le systeme de fibres du -Trés haute résolution
Sesteateen e modele sur le substrat désiré (<50 nm)
_ -Haut débit
[EE———— -Rentable
Metal Moid b cooled and detached -Une seule étape pour
c s J configurer les
Impression a thermoplastiques
chaud — —
| 1 m_L_m -
Polymer -Rentabilité

Micro- Nanostructures

Creation of micre- sasestrectere
ing varsen method

-Fonctionnement rapide et

-Un colit du matériel plus

st Maher i peu coliteux élevé
-Débit élevé -Résolution limitée au
gRisn i A micron
Moulage par e s Nécessite une matrice
injection Noverd e maitresse €électro formée
Polymer
e repbcaion gustey
e Micre Nasertredtured Polymer Sarfoces

¢. Techniques de fabrication des supports en 3 dimensions

La fabrication des supports nécessite des outils de haute précision pour allouer les cellules et les biomatériaux de maniere précise afin de générer une
construction 3D entierement fonctionnelle. Les technologies de fabrication additive (AM), également connues sous le nom de fabrication de formes libres
solides, de prototypage rapide et d'impression 3D, utilisent un processus hautement automatisé qui construit un objet en 3D par le dép6t successif de couches
d'un matériau sous contrdle informatique et sont particulierement avantageuses pour la fabrication de modeles 3D multifonctionnels hautement contr6lés. Cela
permet une précision géométrique élevée et rapide avec une productivité accrue et un équipement contr6lé par ordinateur rentable.
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Tableau X1V Techniques de fabrication des supports

Techniques de

fabrication Méthodes Avantages Inconvénients
Lyophilisation | homogenizer Le polymere ou l’hydrc.)gel réticulé est congelé entre - | -Modulation d.e la taille des —En.ergivore o
Supports .. o 20.°C et —,80. °C. Des, crlgtaux de glace,:s se forment, pores er} fonction du ter,nps. etde —Talue. Qes pores 1rre:g1}heres
poreux en 3D o puis on réalise Conse(.:utlvement un ss:ch.ag.e dans un la température de congélation et —Sohdlflcat?on cpntrolee dans
lyophilisateur. Les cristaux sont ainsi éliminés par du pH de 20 a 300 um une seule direction a été
(Mandal et sublimation. (Turnbull et al. 2018) -Pas dc’a/températ}lr.e élgvée utilisée pour créc?r une
Kundu 2008) oyl ot -Pas d’étape de lixiviation structure homogene de pores

dry under vacuum

séparée

en 3D

Mousse de gaz

Pcoz>> Pop

On sature le polymere hautement poreux au CO2 a haute pression. Le CO2
dissous devient instable a cette pression et se sépare du polymere. Afin de

-Pas 1'utilisation de solvants
organiques

-Propriétés mécaniques

Supports 3D L o ) S Y . ook limitées
trézpporeux ! minimiser I’énergie libre les molécules de CO2 regroupées, on obtient ainsi une | -Pas températures €levées. _Mauvaise connectivité des
(Ikada 2006) Peoz= P ssief| DUCIEation des pores. On obtient une augmentation du volume du polymere et la | -Contrdle de la porosité ores
diminution de sa densité. -Controéle de la taille des pores P
Lixiviation

des particules

-Controéle de la porosité

-Propriétés mécanique

r 1é o N . limitées
par cowrees - -Controéle de la taille des pores ce N
solvant r Drying ~ S -Solvant et porogenes
! L 9 -Controle de cristallinité P

(P.X.Maet résiduels
Langer 1999) | o paris

Lixiviation C’est une méthode basée sur la dispersion du porogenes Simole. polvvalent

des porogenes mold (sucre, sel, cire) qui détermine la taille et la géométrie Con%[)rél’ep deyla orosité Interconnectivité des pores

Supports 3D | potmer des pores. Controle de la E)aille des pores peu precis

trés poreux porogen (Abbasi et al. 2020) Controle de la edomé triep des -Ne convient pas pour les
jusqu’a 93% 1 ) oTOUS (Mano et al. 2007) & membranes minces
(jusq Vent P ores

de pores) ev::(;?ar(‘ion :L:::ﬁﬁ scaffold p
Pobmer 1)Changement de température pour séparer la
Addng | Polymer ,':'m . N
AP sl g wnoce 4 solution du polymeére en deux phases : 1 pauvre Peu se combiner avee d’autres
Séparation o e en polymere et 1 concentrée en polymere techniques de fabrication -
des phases P kot - e ] o, NERE 2)Dissolution de polymere dans du phénol ques e fa ’ e - N
e - - ook . ) h ) . -Avec la livixation des Difficile de contrdler la
Supports 3D | [T : 3)Dispersion de la molécule biologiquement . N .
nanofibrenx | Dosved  ppagorpumn e spaalon active dans la solution particules : contréle de la morphologie finale du
with nHAD
) . ) , . .. C1 s morphologie des pores support
Smith, Beck, | 4)Baisse de la température, on sépare et trempe la phase liquide-liquide pour former un solide a Orphologie des pore . ppo
p p p p q q p .
et Ma 2007) deux phases -Avec prototypage rapide : pour

5)Elimination du solvant par extraction, évaporation et sublimation. Afin de créer des nanofibres, il
faut la température et le solvant adéquats pour la séparation de phases. (G et al. 2017)

support nanofibreux

94




Auto-
assemblage
Supports 3D
nanofibreux

(S. Zhang

2003)

(W. Chen et al.
2019)

Self-Assembly
Single Peptide- Amphlphule

Bioactive
Domain

—— - r—‘—\ s
.-\/\/\/\/\/

Nanofiber Assembly

-Controéle de la porosité
-Controéle de la taille des pores
-Contrdle du diametre des fibres
(beaucoup fines que celle
produites par 1’électrofilage)

-Matériel cher
-Parametres de conception
difficile

Prototypage
rapide
Supports 3D
fibreux
(Woodfield et
al. 2009)

Controlée par ordinateur, elle est extrémement précise. Elle permet de de produire rapidement des
objets en 3D en utilisant la méthode de fabrication par couches (Loh et Choong 2013):

(A) Impression 3D

(B) Stéréolithographie

(C) Frittage laser sélectif

(D) Modélisation par dép6t fondu

-Excellent controle de la
matrice : porosité, taille des
pores, géométrie, propriétés
mécaniques, effets biologiques
et dégradabilité.

-Hautement reproductible

-Type de polymeres limités
-Faible résolution obtenue a
cause du matériel

Moulage par
fusion
R.C.

Thomson et al.

1995)

Solid state
ompounding

2. 1) Remplissage d'un moule en téflon avec
3 de la poudre de PLGA et des microspheres
de gélatine d'un diametre spécifique

pe "o 2) Chauffage du moule au-dessus de la
o température de transition vitreuse du PLGA

e tout en appliquant une pression au mélange

3) Cette actlon provoque la fixation des particules de PLGA entre elles

4)  On retire le moule

5) Les microspheres de gélatine sont dissoutes en plongeant le mélange dans l'eau

6) Supports sont ensuite séchés (Allaf 2018)

-‘“\

-Contrdle indépendant de la
porosité et de la taille des pores
-L’échange de
nutriments/déchets de pore en
pore

-Température élevée requise
pour les polymeres non
amorphes

Laminage de
la membrane
(Maquet et
Jerome 1997)

[ ceenoiahectrabricaton || Scafold SheetTieue Engineering |
% - By i 1 On utilise une membrane de 500 a 2000 micrometres
oy e oo 1)  On coupe la membrane a la forme voulue au laser
S Calseoded CUPE . e,

! 2) Membrane est imbibée de solvant

8) : PO R p— .

o | © };ggg;gggggww 3) Empilage et assemblage 3D (Tran et al. 2010)
'
stacked together
C) _ Crosslink CUPE
H)
x:;:;ﬁ inmuumyema
% |
E) TSRS } ~ 200 ym thick
CUPE Scaffold Sheet

Fournir une matrice 3D

-Manque de force mécanique
-Interconnectivité
insuffisante

Liaison des
fibres
Supports 3D
fibreux (D. J.

Mooney et al.

1996)

1) Un polymere synthétique est dissous dans du chloroforme

2) Ajout d’une fibre non tissée

3) élimination du solvant par évaporation

4) formation d’un matériau composite, constitué de fibres non liées et incorporées dans une matrice
5) collage des fibres a une température supérieure a la température de fusion du polymere.

6) Dissolution de la matrice du composite par un agent a base de chlorure de méthylene

-Rapport surface/volume élevé
-Excellente porosité

-Mauvaises propriétés
mécaniques
-Applications limitées a
certains polymeres
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Filet de fibres | Consiste a tisser ou a entrelacer des fibres individuelles selon un modele tridimensionnel de taille de | Grande surface de fixation des
Supports 3D | pore variable (I. G. Kim et al. 2015). cellules
fibreux P . . -Manque de stabilité
-Diffusion rapide des nutriments
(G. Chen, N . N structurelle
Ushida. et -Favorable a la survie et a la
ica, © croissance des cellules
Tateishi 2001)
La technique d'électrofilage utilise la force électrostatique pour la production de fibres polymeres ~ .
Electrofilage 1) Une électrode est placée dans la solution de polymere —Controle de m?rphologle de
L < . fibre de 10 nm a 100 pm
Supports 3D 2) Une autre électrode est placée dans la solution du collecteur _Pas besoin de température élevé | Difficulté d’obtention d’une
nanofibreux a 3) On pompe une solution de polymeres ce qui forme une goutte _Plus de 200 pol n?éres structure 3D avec des tailles
microfibreux 4) En appliquant une tension électrique, la goutte se charge - POLy P
. . P . . , N . utilisables de pores appropriées
(Liang, Hsiao, 5) La force de répulsion électrostatique s'oppose alors a la tension de surface forgant Polvvalenc
et Chu 2007) la gouttelette a s'étirer ; a un point critique, un flux de liquide jaillit de la surface —Ir?st}allllat? nesim 1
6) Le jet seche en vol car le solvant s’évapore c’est ce qui produit les fibres Peu ¢ utous ple
7) On récupere les fibres au nouveau du collecteur e couteuse
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d. Techniques de bio fabrication pour la médecine régénérative

1. Electrofilage (Chandra, Soker, et Atala 2020):

Electrospinning

Syringe pump

Taylor cone ™\
+ +

F=94

& &~ Surtace
*  tension

[Syringe
3

Electric Polymer solution | |
v

Spinneret (metal needie)

ol
&Q. o

OC power supply (0-30 k)

anofiber

Collector plate
(grounded metallic conductor)

Comme nous I’avons vu, il permet la fabrication des supports avec une large gamme d’architectures de
fibres pour mieux imiter la structure et la fonction des tissus in vivo :

- Fibres uniformes

- Fibres avec des propriétés de gradient

- Fibres en noyau-coquille

- Fibres a motifs
Elle est surtout utilisée pour les greffes de peau, les systemes de vascularisation, et les véhicules de transport
de molécules(W. Chen et al. 2019; Soffer et al. 2008).

L’infiltration cellulaire en profondeur est assez faible avec cette méthode, cela est dii au tassement des fibres

et des pores de petites tailles et irréguliers.

On peut améliorer ce procédé en modifiant :

- I'installation de filature avec un mandrin rotatif, I'électrofilage a espacement ou 1'électrofilage magnétique

électrique : on controle mieux l'alignement, le mélange, la géométrie, la complexité, et la collecte ciblée des

fibres.

- les procédés d'électrofilage permettent de générer des fibres de géométrie et de complexité variées
> F]lectrofilage coaxial : consiste a disposer deux aiguilles de maniere concentrique contenant deux
solutions de polymeres, on obtient un jet de polymeres composés ou les polymeres du noyau et de
I'enveloppe sont séparés. Ce protocole permet de générer des fibres creuses ou non a partir de
matériaux difficilement manipulables. On peut utiliser un mélange non miscible de polymeres
(Loscertales et al. 2004).
> F]lectrofilage en émulsion : on encapsule des bioréactifs au sein de polymeres hydrophobes, on
contrdle ainsi la libération et 1’intégration du composé bioactif dans les fibres. On peut créer des
fibres creuses grace a ce protocole (Spano et al. 2016). On utilise ce procédé pour administrer des
médicaments, enzymes, et facteurs de croissance sans altérer leurs bioactivités et en modulant leurs
profils d’absorption et de libération.
- Mélange de fibres : on introduit plusieurs solutions de polymeres dans 1’aiguille pour permettre
un mélange complet des matériaux. Les fibres ont ’avantage d’avoir les propriétés des polymeres
présents en solutions, on peut créer un gradient de composants au sein du support (Lobo et al. 2018).
C’est le procédé qui a le plus grand potentiel de développement.
> Electrofilage des bords : en appliquant un courant électrique de haute tension aux flux de fluides,
on génere de multiples jets. Ce procédé augmente la vitesse de production de fibres jusqu’a 40 fois
(Thoppey et al. 2010).
- Coélectrofilage : on utilise un polymere naturel avec un polymere synthétique que 1’on électrofile
en méme temps. Le ratio et le gradient des différents matériaux sont paramétrés. Le coélectrofilage
augmente la taille des pores pour permettre l'infiltration des cellules(Bazilevsky, Yarin, et Megaridis
2007). On réduit la densité de tassement et augmente la taille des pores en utilisant des composants
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sacrificiels’ pendant le coélectrofilage. Apres la fabrication, le composant sacrificiel est retiré en
traitant le support avec une solution aqueuse (Zander et al. 2013)

- Hydrofilage : les fibres électrofilées sont collectées a la surface d'un bain d'eau. On obtient des
supports avec des couches dont l'alignement a ét€ modifié ; augmentation de la porosité du support
pour une meilleure infiltration cellulaire (Tzezana, Zussman, et Levenberg 2008)

> Electrofilage 3D : les collecteurs forment des architectures fibreuses multicouches. La
technologie a été utilisée pour la reconstruction de 1'oreille externe a 'aide d'un collecteur en forme
d'oreille pour générer les supports(Walser et al. 2016)

-utilisation de procédures de post-traitement qui permettent d’augmenter la pénétration des cellules

—> Ablation au laser : pour modeler les pores

-> Utilisation d'un peigne métallique pour séparer les fibres apres I'électrofilage

-> Utilisation de I'énergie ultrasonique pour agiter mécaniquement les fibres immergées dans un liquide
On incorpore les cellules par des protocoles de culture cellulaire dynamique tels qu’un agitateur orbital, ou
un bioréacteur a flux et a perfusion.

ii.  Bioimpression tridimensionnelle par jet d'encre
3D bioprinting La bioimpression 3D est une approche
d'assemblage couche par couche pour
Scres élaborer une structure biologique 3D.
e : cﬁ = Elle recrée la composition, la structure,
:wlu Donor side ' : ‘ ..‘.u et le degré complexité des tissus et des
- _ organes entiers pour une utilisation
I i s o clinique. La méthode par jet d'encre
octustor utilise des gouttes de cellules et de

W oioee N e otoee NP~ C N polymeres pour bio imprimer des tissus

cardiaques, 0sseux, neuronaux et

Laser-induced Inkjet-based Extrusion-based

Thermal Piezoelectric Pneumatic Piston

Heater

peaussiers.

Une vraie imprimante a jet d'encre modifiée a imprimé les premieres cellules mais leur distribution et celle
des biomatériaux n’étaient pas optimales. La conception d’une imprimante éjectant des gouttelettes par des
procédés thermiques ou piézoélectriques était indispensable. Les tissus bio imprimés le sont rapidement, a
faible cout, tout en étant de haute résolution (5 a 50 ym) et en permettant une excellente viabilité cellulaire.
Malgré des contraintes en termes de viscosité des biomatériaux, d’encapsulation cellulaire et de
directionalité des gouttelettes de nombreux tissus complexes peuvent €tre élaborés.

iii.  Bioimpression tridimensionnelle par extrusion

La bioimpression par extrusion permet le dépot précis de filaments cylindriques continus contenant des
matériaux/cellules a 'aide de systemes pneumatiques, a piston ou a vis. Les structures extrudées ont une
meilleure intégrité structurelle et sont utilisées pour former des supports 3D poreux (Mandrycky et al. 2016).
La distribution par une microbuse (¢ 25 a 300 xm) est prédéfinie informatiquement. Le mouvement des
buses, la quantité de biomatériau et les parametres sont programmés par ordinateur. La bioimpression 3D
par extrusion a fait 1'objet d'une attention considérable pour la création de tissus ou d'organes artificiels
malgré sa faible résolution : des matériaux de bio-encrage biomimétiques de la MEC natives ont ét€ mis au
point pour favoriser I'adhésion, la prolifération et la différenciation des cellules.

L’institut de médecine régénérative de Wake Forest a développé une imprimante intégrée tissus-organes en
utilisant des données d’imagerie, des encres spécifiques et un systeme multi buses.

7 Une piéce sacrificielle est une partie d'une machine ou d'un produit qui est intentionnellement congue pour
tomber en panne sous une contrainte mécanique excessive, une contrainte électrique ou d'autres situations
inattendues et dangereuses.
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Une des avancées majeures qu’a permis la bioimpression par extrusion est la génération de micro-canaux
dans les tissus qui favorisent la diffusion de 'oxygene et des nutriments vers les cellules, et la partie centrale
de la structure. Des os, du cartilage, des muscles squelettiques, des tissus cardiaques, de la peau, le foie, les
reins, la vessie, les poumons et la trachée ont ét€¢ imprimés et implantés in vivo dans des modeles animaux.
Des progres restent a faire pour élaborer des organes complexes a taille humaine, mais I’extrusion reste la
meilleure technique pour fournir un I'environnement adéquat pour proliférer, se différencier et former des
tissus (Kang et al. 2016).

Une autre technologie a fait son apparition, la combinaison de sept capillaires reliés chacun a sa propre
réserve d’encre, au sein d’une seule téte d'impression qui permet d’extruder plusieurs encres biologiques en
continue. Chaque capillaire est actionné et contrdlé individuellement, et la fabrication de constructions
complexes est rendue possible par le passage rapide et sans heurts entre les différents réservoirs. Grace a
cette technologie, on élabore des tissus complexes rapidement (W. Liu et al. 2017).

Des bioencres plus performantes et plus adaptées sont en cours de développement :

-hydrogels auto cicatrisants et amincissants par cisaillement : assemblage supramoléculaire de
nanoparticules, de petites molécules ou de macromolécules. On adapte leurs propriétés de gélification
uniques et rhéologiques en fonction des besoins et des procédés d'impression (Jungst et al. 2016).

-> Dérivés des hexa peptides qui s'auto-assemblent en hydrogels nanofibreux stables (Loo et al. 2015)

—> Dérivés des protéines de soie d'araignée recombinantes permettent d’obtenir une bonne fidélité
d'impression et une bonne compatibilité cellulaire (Schacht et al. 2015)

—> Dérivés d’acide hyaluronique : en introduisant des méthacrylates dans les macromeéres d’acide
hyaluronique ou en double réticulant et photo polymérisant la liaison hote-invité on augmente leur stabilité,
ce qui permet de ne pas avoir recours a des supports (Highley, Rodell, et Burdick 2015).

-hydrogels polymériques (Ji et Guvendiren 2017): trés ressemblant a la MEC natives dont on contrdle
facilement les propriétés physico-chimiques et peuvent étre constitués a base de :

—2>PEG

- Polyesters

- Poly (N-isopropyl acrylamide) (PIPAAm)

-> Polyphosphazeénes

-hydrogels supramoléculaires thermoréversibles (Lorson et al. 2017) : utilisés comme bio-liens c’est a
dire un polymere biocompatible est combiné a un matériau qui confére des propriétés uniques au bio-lien
pour une application spécifique

- dérivés de AMEC (Pati et al. 2014) : ils favorisent une meilleure prolifération, différenciation et
maturation des cellules, ainsi que des effets thérapeutiques globaux in vivo apres la greffe

—> Patchs de tissus cardiaques chargés de cellules souches pour le traitement des modeles d'infarctus du
myocarde (Jang et al. 2017)

—> Patchs de tissus hépatiques pour la régénération du foie (C. H. Lee et al. 2005)

-bioencres nano composites dont les propriétés s’adaptent aux applications spécifiques.

- A base de nanotubes de carbone 2 paroi simple recouverte d ADN/HA bioactif pour l'impression
d'électronique flexible en 2D et 3D (Farahani, Dubé, et Therriault 2016)

—Organes sur puce : structures imprimées a l'intérieur de la puce ont conféré diverses propriétés telles que
la biocompatibilité, une conductance élevée et la piézorésistance (Lind et al. 2017)

La bioimpression 3D est devenue un moyen populaire de créer des tissus artificiels utilisés a la fois pour
'étude de la biologie ou de la pathologie tissulaire de base et pour la réparation ou la régénération in vivo.
Une application récente de la bioimpression 3D des tissus est 'examen de la toxicité, le dépistage des
drogues et le développement dans le but de réduire ou d'éliminer l'utilisation d'animaux a ces fins. De
nombreux types de tissus font 1'objet d'une bioimpression 3D pour une utilisation in vitro.
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6. Néovacularisation des tissus

L'avancement de l'ingénierie des tissus et, en fin de compte, des organes, nécessite la capacité de modeler les
tissus humains composés de cellules, de matrices extracellulaires et de systemes vasculaires avec des
microenvironnements contrdlés qui peuvent étre maintenus sur des périodes prolongées. A ce jour, les
méthodes de bioimpression ont permis d'obtenir des tissus minces qui ne survivent que pendant de courtes
périodes.

La vascularisation est une fonction clef pour le bon apport en nutriment, en oxygene du tissu et le
métabolisme cellulaire. La diffusion ne se fait que dans des structures de 100 a 200 pm, si le tissu n’est pas
vascularisé correctement et qu’il est plus épais alors celui-ci va nécroser.

Pour améliorer leur pertinence physiologique, une méthode de bioimpression en 3D de tissus vascularisés et
chargés de cellules qui dépassent 1 cm d'épaisseur qui peuvent €tre perfusés sur puce pendant de longues
périodes (>6 semaines). Plus précisément, nous intégrons le parenchyme, le stroma et I'endothélium dans un
seul tissu épais en co-imprimant plusieurs encres composées de cellules souches mésenchymateuses
humaines et de fibroblastes dermiques néonatals humains dans une matrice extracellulaire personnalisée a
coOté du systeme vasculaire intégré, qui est ensuite recouvert de cellules endothéliales de la veine ombilicale
humaine. Ces tissus vascularisés épais sont activement perfusés avec des facteurs de croissance pour
différencier les CSM vers une lignée ostéogénique in situ. Cette étude longitudinale des phénomenes
biologiques émergents dans des microenvironnements complexes représente une étape fondamentale dans la
génération de tissus humains. Ces tissus vascularisés en 3D peuvent €tre activement perfusés avec des
facteurs de croissance pendant de longues durées (>6 semaines) pour favoriser la différenciation des cellules
souches mésenchymateuses humaines vers une lignée ostéogénique in situ. La capacité de construire et de
perfuser des tissus 3D qui integrent le parenchyme, le stroma et I'endothélium est une étape fondamentale
vers la création de tissus humains pour des applications ex vivo et in vivo (Kolesky et al. 2016).

La stratégie de bioimpression par extrusion utilise des biomatériaux biomimétiques et un systeme
d'extrusion avancé pour déposer des structures vasculaires perfusables avec des arrangements hautement
ordonnés dans un processus en une seule étape. Une bioencre sensible aux cellules a été utilisée en
combinaison avec un systeme d'extrusion coaxial multicouche pour réaliser une bioimpression 3D directe.
Ce mélange de bio-liens a pu étre d'abord réticulé ioniquement par des ions calcium, puis par une
photoréticulation covalente pour former des constructions stables. Les propriétés rhéologiques de la bioencre
et les résistances mécaniques des constructions résultantes ont été ajustées ce qui a facilité le dépdt précis de
tubes creux complexes multicouches perfusables en 3D. Cette bioencre mixte a également présenté des
caractéristiques biologiques favorables qui ont favorisé la propagation et la prolifération des cellules
endothéliales et souches encapsulées dans les constructions bio imprimées, conduisant a la formation de
vaisseaux perfusables, tres organisés et biologiquement pertinents. Cette nouvelle technique peut avoir un
potentiel significatif dans l'ingénierie des constructions de tissus vascularisés a grande échelle en vue
d'applications dans la transplantation et la réparation d'organes(Jia et al. 2016).

La bioimpression 3D des réseaux vasculaires représente la meilleure approche pour créer des réseaux
vasculaires dans des tissus et organes artificiels. Les efforts futurs dans cette direction devraient également
inclure des considérations de conception, telles que la capacité a résister a la pression d'éclatement et
l'aptitude a I'anastomose chirurgicale directe pour accueillir le systéme vasculaire. Le processus de
fabrication peut devenir encore plus complexe lorsque le systeéme vasculaire fait partie de la conception.
Toutefois, le succes in vivo des tissus et organes épais ne peut €tre garanti sans cela (Chandra, Soker, et
Atala 2020).

7. Bioréacteurs

Les bioréacteurs récapitulent I’environnement physiologique dans lesquels les cellules existent in vivo afin
de :

- Développer les cellules en vue d'une utilisation clinique potentielle

—> Tester de nouveaux traitements potentiels dans un environnement similaire a celui d'un in vivo

- Etablir de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Les bioréacteurs peuvent imiter les environnements ir vivo en assurant le contrdle physique et
biochimique des signaux de régulation des cellules et des tissus cultivés. Les progres en termes d’imagerie et
de capteurs permettent de contrdler en temps réel des parametres de culture :

- le pH - I'application de forces mécaniques

- la consommation d’oxygene - le contrdle de la stimulation électrique

- la prolifération cellulaire - les composants dynamiques de la culture
- la sécrétion de facteurs. - I'induction de la différenciation cellulaire.

Ces systemes disposent de capteurs et de méthodes d’imagerie pour suivre 1’évolution physiologique et :
- soutenir de la croissance tissulaire des constructions en trois dimensions

- réaliser la culture de deux phénotypes cellulaires différents

- générer des conditions de culture dynamique pour favoriser le transfert de masse

- recréer les microenvironnements complexes des cellules

Plusieurs types de bioréacteurs existent en fonction de leur degré de complexité, il faut trouver le bon
compromis entre complexité et fonctionnalités en tenant compte de 1’application finale :

- bioréacteur de perfusion : simule les environnements in vivo pour la I’ingénierie tissulaire. Le flux de
milieu dépend de I’environnement (ascendant, transverse, ou dépendant de la microgravité).

- bioréacteur a lit fluidisé : réalise des transferts de masse afin de conditionner le tissu

- bioréacteur a paroi rotative : réalise des transferts de masse afin de conditionner le tissu

Par contre si le bioréacteur n’est pas optimisé, les cellules en cours de culture sont sensibles a :

- ’architecture de la structure : conception du support, épaisseur, interconnectivité et taille des pores.

- I’oxygénation (tension en oxygene appropriée) : c’est une étape clef du bon fonctionnement des
bioréacteurs, des agents de distribution de 1'oxygene tels que les perfluorocarbures ou les globules rouges
artificiels peut aider a créer un environnement équilibré en oxygene, tandis que I'utilisation de capteurs
d'oxygene fluorescents peut aider a contréler cet environnement.

- les stimuli mécaniques : différents types sont utilisés pour conditionner les cellules (contraintes de
cisaillement, de compression, d'étirement ou de pression). Ils activent les voies de signalisation cellulaires
de la mécano-transduction et provoquent des changements tels que des adhésions focales, des contacts de
cellule a cellule et des modifications de l'expression des genes. Certains tissus comme les muscles, les
ligaments et les vaisseaux ont besoin de ces stimuli pour devenir matures : par exemple un étirement
cyclique des muscles augmente la concentration en protéines de la MEC (Nieponice et al. 2007). Les
hépatocytes ont besoin de subir une contrainte de cisaillement (méme action que la veine porte dans le foie,
débit sanguin de 1200 ml/min) afin d’exprimer leurs véritables performances (Chandra, Soker, et Atala
2020). Les cellules souches peuvent subir une mécanodifférenciation lorsqu’elles sont exposées a des
stimuli mécaniques

- le stress.

L’amélioration des nouveaux bioréacteurs doit prendre en compte tous les parametres, mais cette complexité
ne doit pas affecter leurs fonctionnalités. Afin de répondre a ce besoin de développement des études in silico
(analyses informatiques) prennent en compte un ensemble de données : de la physiologie naturelle aux
parametres du bioréacteur. En répliquant in vitro les mécanismes de conditionnement physiologique des
vaisseaux sanguins, dérivés de 1’analyse in silico des interactions fluide-structure, on retrouve des conditions
de cultures appropriées pour 1’organe (Tresoldi et al. 2017).

8. Structures
a. Scaffold/ Support

Afin de remédier aux difficultés dues a la culture cellulaire 2D : peu de contrdle au niveau des interactions
entre les cellules et les substrats cellulaires dans les tissus naturels, et limites dans la recréation des
caractéristiques biologiques et physiologiques des tissus et organes humains, des supports 3D sont
construits.

Les cultures 3D sont en développement et de nouvelles technologies arrivent chaque jour. Une des structures
les plus étudiées est le support qui est élaboré grace aux :
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- Protocoles de production : électrofilage, hydrogel, bioimpression 3D et décellularisation des tissus.

- Contrdle de ses microstructures : pores, fibres, et phases.

- Contrdle des interactions cellulaires : greffes de molécules de la MEC, de médicaments, de peptides ou
encore utilisation de matériaux réactifs aux stimuli.

i.  Supports tridimensionnels
Apres 'expansion cellulaire, I'étape suivante de 1'ingénierie d'un tissu ou d'un organe consiste a créer un
moule, ou support, a la forme du tissu.

Les supports servent a remplir le role de soutien de la matrice extracellulaire, ils doivent donc correspondre
aux criteres biophysiques, biomécaniques du tissu ou de I’organe que 1’on cherche a imiter. En fonction de
la thérapeutique a élaborer et du tissu ciblé on choisit des biomatériaux et des technologies adaptées.

Il y a plusieurs types possibles des supports : tridimensionnels, poreux et hydrogels fait a partir de :

- polymeres naturels

- polymeres synthétiques

- composites : de nouveaux matériaux dérivés de la matrice extracellulaire IMEC existent, ils conservent la
composition du tissu natif : les protéines structurelles, les facteurs de croissance et les cytokines. On obtient
un support qui augmente la viabilité, la croissance, la réparation et le remodelage des tissus. En combinant
les dMEC avec les polymeres synthétiques, les matériaux inorganiques et les céramiques on arrive a
combler les défauts mécaniques des dMEC. Ces structures ont une résistance, une biorésorbabilité et une
ostéoconductivité.

Les caractéristiques de la structure ont un impact direct sur la fonctionnalité de celui-ci in vitro et in vivo :
- porosité : afin de permettre aux cellules de s’infiltrer et de coloniser la nouvelle matrice il faut que la
porosité soit élevée. La microporosité est nécessaire pour une bonne adhésion et un étalement des cellules
optimum, et rendra le tissu mécaniquement plus résistant.

- taille des pores : est importante car elle permet de déterminer si le support va retenir et maintenir les
cellules

- interconnectivité : afin de favoriser la croissance, la prolifération, la migration, la vascularisation des
cellules et I’accélération de la formation de nouveaux tissus les pores doivent étre ouverts et interconnectés
- morphologie des fibres : diametres et alignement

ii.  Supports en hydrogel

Ce sont les structures les plus utilisées, elles sont configurées comme un réseau de polymeres hydrophiles
réticulés ayant la capacité d’absorption de 1’eau. On peut transformer les polymeres naturels et synthétiques
en hydrogels qui ressemblent aux tissus en termes de propriétés mécaniques, de teneur en eau, de leur
microstructure de type MEC et de leur biocompatibilité.

La croissance des cellules dépend de trois parametres des hydrogels :

- porosité : plus elle est élevées plus 'infiltration cellulaires et I’apport en nutriments aux sections internes
seront efficaces.

- biodégradabilité : favorise 1’expansion tissulaire en laissant aux cellules la liberté de remodeler leur
microenvironnement.

- Type de biomatériau : comme nous 1’avons expliqué précédemment

-> Biopolymeres favorisent davantage 1’adhésion, la prolifération cellulaires et la croissance des tissus que
les matériaux synthétiques., il est difficile d’obtenir des biopolymeres de qualité constante et cela impact
directement les réponses cellulaires.

—> Les modifications des biomatériaux : ajout de ligands au sein du polymere module les fonctions
cellulaires

Pourtant les supports 3D en hydrogel ne favorisent pas la modélisation du microenvironnement complexe de
nombreux tissus et organes d'ordre supérieur.
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iii.  Supports tridimensionnels imprimés

L’impression 3D consiste en un étalage successif de couche de matériau afin de former des structures en
trois dimensions dont on configure la morphologie des pores et leur porosité. Nous verrons plus tard au sein
de ce travail que les avancées de I'informatique, d’analyse et de traitement de données, il est possible de
concevoir un modele de support personnalisé pour le patient.

Les biomatériaux utilisables par cette technique sont réduits : PCL, le PLGA et le PEG. On parle de
bioimpression 3D si I’encre contient des cellules en suspension, cela permet de créer un support en une seule
étape. Plusieurs méthodes de réticulation existent : la chaleur, la lumiere UV ou un liant. Les propriétés
rhéologiques du biomatériau doivent permettre le dépdt de brins de différentes épaisseurs, la résistance pour
conservation sa forme jusqu’a polymérisation et prévoir son gonflement pour anticiper le résultat
d’impression.

L’encre joue le role central, elle doit étre de haute-fidélité afin de minimiser les réactions inflammatoires des
tissus hotes, d’assurer 1’activité des cellules encapsulées ou ensemencées, et doivent offrir de multiples
fonctionnalités pour imiter les fonctions biologiques(Y. Zhang et Atala 2019).

Des valves cardiaques a trois feuillets ont pu étre imprimées, elles sont constituées d’une base d’alginate et
gélatine a laquelle des cellules interstitielles de valves aortiques ainsi que des cellules musculaires lisses de
sinus aortique ont été ajoutées.

Nous aurons 1’occasion de développer au sein de la partie médecine régénérative, les protocoles et les
applications de la bioimpression 3D de fagon plus précise.

iv.  Supports électrofilés/nanofibreux

L’électrofilage produit des matériaux non tissés dont le diametre des fibres varie du nanometre au
millimetre. En termes de morphologie les nanofibres sont similaires a celle que 1’on retrouve au sein de
matrice extracellulaire (Liao et al. 2006). De nombreux biomatériaux peuvent €tre utilisés par électrofilage
et transformés en support 3D. Cette technique a pourtant des inconvénients :

- les mauvaises infiltrations et migrations des cellules dues a un tassement des fibres du support

- la cytotoxicité du solvant résiduel

- la faible résistance en cas d’utilisation pour les supports poreux. Ce défaut peut étre contourné en
paramétrant précisément 1’électrofilage (Rnjak-Kovacina et al. 2011), en utilisant des porogenes (Phipps et
al. 2012) ou encore en réalisant cette technique en milieu humide.

v.  Supports décellularisés

Méme si les supports 3D fournissent un microenvironnement in vivo pour favoriser les fonctions cellulaires
et la croissance des tissus, ils ne possedent pas :

- la composition intégrale des protéines de la MEC et I'ultrastructure du microenvironnement.

- de vaisseaux sanguins essentiels a I’apport en nutriments au cceur de la structure.

Ces inconvénients ont poussé les chercheurs a utiliser des tissus et des organes décellularisés. Une fois le
tissu completement décellularisé, il ressemble a une combinaison de matrice extracellulaire et de vaisseaux
sanguins, C'est une nouvelle plateforme issue du vivant, a laquelle on va ajouter des cellules afin de recréer
un organe complet. Le protocole de décellularisation dépend de la densité, de la teneur en lipides et de
'épaisseur du tissu. Plusieurs agents chimiques existent, ils ont le défaut de modifier la matrice
extracellulaire (les détergents solubilisent les membranes cellulaires mais dissocient aussi les protéines de la
MEQC) et de perturber ’ultrastructure. Il faut s’assurer également de la bonne élimination de ces détergents
pour éviter de contaminer les cellules ensemencées plus tard.

Afin d’éviter la lyse des protéines de la MEC, un processus de congélation/décongélation a été mis au point
(Prasertsung et al. 2008) Il est tout de méme nécessaire de retirer les débris cellulaires de 1’organe. Ce
protocole altere I’ultrastructure du microenvironnement.
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b. Ingénierie d’organes entiers

Le manque de donneurs et la défaillance sont des problématiques de santé publique internationales. Un
marché noir d’organes s’est mis en place dans certains pays. En effet, en France entre 2016 et 2020 les
besoins en organes ont augmenté de +44,5 %, plus de 26000 patients sont en attente d’un organe. Cet
accroissement du nombre de patients en attente d’un organe résulte en partie du vieillissement de la
population, de I’élargissement des indications de greffes, mais aussi d’'une amélioration des techniques
chirurgicales, des prises en charge des patients et des traitements immunosuppresseurs (Agence de la
biomédecine 2018).

L’ingénierie tissulaire est porteuse d'espoir dans cette direction, de nombreux efforts étant consacrés a la
bioingénierie des tissus et méme des organes entiers.

Les tissus décellularisés

Ils sont utilisés en tant que support et préparés en retirant les cellules des tissus d'origine a l'aide de
détergents doux, apres quotl ils peuvent étre transformés en différentes formes telles que des blocs ou de la
poudre pour étre utilisés. On obtient la MEC du tissu dont ils sont dérivés et ainsi la forme, la taille et les
propriétés structurelles complexes du tissu natif sont également conservées. Les tissus décellularisés
représentent le support idéal. Plusieurs techniques de décellularisation existent :

- méthodes chimiques : on utilise des agents tensioactifs doux et des acides ou des bases. Le risque de
toxicité et d’altération de la MEC dus aux produits chimiques ont engendré la création de protocoles
mécaniques.

- méthodes mécaniques : pression hydrostatique élevée, le gel-dégel ou le CO, supercritique

- combinées

Elle peut étre utilisée dans le cadre de la réparation des tendons, os, hernies, tissus parodontales, tissus
vasculaires, tissus utérins et les valves cardiaques. Les nouvelles technologies ont permis de décellulariser
puis recellulariser des organes entiers tels que le rein, le foie, le poumon et le cceur (J. J. Song et al. 2013;
Ko et al. 2015; Kitahara et al. 2016).Malheureusement ces techniques peuvent endommager la structure
protéique de la MEC, ainsi la méthode choisie dépend type tissulaire et des réactifs. Les techniques peuvent
étre optimisées en fonction du type de tissu, de sa taille, du protocole de recellularisation envisagé.

Des applications structurelles ou reconstructives utilisant la MEC issue de tissus décellularisés sont
disponibles sur le marché :

- SynerGraft autorisée par la FDA, pour la réparation de la valve cardiaque aortique humaine par une
allogreffe de valve pulmonaire décellularisée au lieu d’une autogreffe. Les cellules du donneur sont
éliminées a 99 % de la matrice tissulaire en plusieurs étape :

- Etape 1 : lyse hypotonique qui agrandit les cellules jusqu’au point de désintégration

- Etape 2 : dégradation par les nucléases qui décomposent I’ ADN des cellules

- Etape 3 : lavages séquentiels qui permettent d’obtenir une valve exempte de cellules du donneur.

Les premiers résultats sont encourageants mais pas significativement différent des autogreffes cellularisées.
SynerGraft pourrait constituer une option plus durable pour les patients qui ont besoin d'une reconstruction
du canal de sortie du ventricule droit. Un suivi supplémentaire a long terme est nécessaire pour voir si ce
processus de décellularisation améliore la durabilité a long terme de 1'allogreffe (Brown et al. 2011).

- AlloDerm Regenerative Tissue Matrix pour greffe dermique humaine. C’est une matrice dermique
allogénique humaine acellulaire conservée par lyophilisation utilisé dans la reconstruction mammaire
alloplastique, la reconstruction de la paroi abdominale, la rhinoplastie, la réparation vaginale et la
reconstruction gingivale.

Un essai clinique sur une trachée fabriquée avec de la MEC issue de tissu décellularisée, montre qu’apres 5
ans la trachée était completement cellularisée et vascularisée sans que cela ne provoque de réponse
immunogene significative (Gonfiotti et al. 2014).

La décellularisation peut endommager la membrane basale endothéliale des vaisseaux, dans ce cas les
chercheurs ont utilisé des peptides ou de I'héparine sur 'endothélium du vaisseau décellularisé pour
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empécher la coagulation du sang a l'intérieur des vaisseaux sanguins pendant le processus de régénération
(Bao et al. 2015).

Une nouvelle approche consiste a utiliser le tissu décellularisé comme un dispositif intermédiaire reliant les
tissus natifs aux matériaux synthétiques. Le dispositif de liaison assure la compatibilité entre le tissu natif et
les matériaux synthétiques au niveau moléculaire. Un exemple de cette approche est la préparation d'un
complexe de derme cutané décellularisé et de poly (méthacrylate de méthyle) (PMMA) par immersion du
derme décellularisé dans des monomeres de méthacrylate de méthyle, suivie d'une polymérisation. Les
recherches ont montré que cette élasticité composite €tait similaire a celle du derme cutané, tandis que la
valeur du module de compression était comprise entre celle du derme et celle du PMMA (Matsushima et al.
2014).

La MEC est bien plus qu’un support, elle interagit avec les cellules et contrdle leur organisation. Son role et
ses actions ne sont pas les mémes en fonction des tissus, elle est déterminante dans la reconstruction d’un
tissu. Les chercheurs explorent la possibilité de retenir le réseau vasculaire des organes décellularisé, et
d’utiliser des molécules bioactives afin de fonctionnaliser la MEC décellularisée. Le risque de rejet
immunitaire est important, méme si on ne laisse aucune trace des antigénes natifs. En effet le collagéne VI
de la MEC présent dans le squelette décellularisé, peut déclencher une réponse immunitaire hyper aigué et
en méme temps participe a la stabilité de la structure. Il faut ainsi essayer de moduler I’effet immunogene
(Boeer et al. 2014).

On élabore la stratégie de décellularisation en fonction du type de tissu cible, de la biomécanique du tissu,
de la méthode de réticulation, car ce phénomene a des effets différents en fonction de la composition
protéines structurelles. La recellularisation doit distribuer les cellules de facon homogene au sein de la
matrice (Robertson et al. 2014) :

-perfusion des cellules a travers le systeme vasculaire de la construction

- I'injection directe de cellules dans le tissu

- utilisation de la sonication pour faciliter I'ensemencement

- ré-endothélialisation du systeme vasculaire de la structure décellularisée

- utilisation de bioréacteurs

Bien que la décellularisation soit une avancée majeure dans le développement de I’ingénierie tissulaire, il
faut optimiser les stratégies pour optimiser la reproductibilité des techniques.

¢. Organoides et sphéroides

Les organoides, versions miniatures de tissus, sont créées et utilisées pour la recherche in vitro dans la
modélisation des maladies, le screening des médicaments et le développement de médicaments. En régulant
l'environnement de 1'hydrogel on contrdle le comportement cellulaire en trois dimensions. Les organoides
3D ont été développés pour recréer le phénomene de croissance cellulaire controlé a des échelles de
longueur appropriées en trois dimensions, qui se produit dans les tissus corporels. L'utilisation des
organoides s'étend désormais au-dela de la recherche fondamentale pour englober la modélisation des
maladies, la découverte/développement de médicaments et la médecine personnalisée. En outre, les
organoides peuvent étre facilement intégrés a des modeles de puces par le biais de la microfluidique.

Les sphéroides cellulaires sont des complexes 3D composés uniquement de cellules, formées sur la base des
tendances d'auto-assemblage de ces cellules (Cui, Hartanto, et Zhang 2017). Ils offrent de meilleures
interactions entre les cellules et le transport de masse diffusif et sont utilisés non seulement pour 1'étude des
processus physiologiques et de développement et 1’ingénierie tissulaire.
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Figure 30 Utilisation des sphéroides cellulaires, de 1'étude des processus biologiques fondamentaux a
I'ingénierie tissulaire (Chandra, Soker, et Atala 2020)
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Comme on peut le voir dans le schéma, plusieurs sphéroides d’origines cellulaires différentes se combinent.
On les produit grace a des micropuits ou des plaques de dép6t suspendues, pourtant ces dispositifs ne
permettent pas de fabriquer des sphéroides ayant des structures similaires aux tissus natifs.

De nouvelles méthodes ont été mises au point pour produire des sphéroides dont la structure se rapproche au
maximum de celle des tissus natifs :

-auto-assemblage des fibroblastes grace aux nanofibrilles générées par les phosphoprotéines et de
glycoprotéines.

-injection de nanofibres fragmentées dans des sphéroides comme support physique artificiel pour controler
la fonction cellulaire.

-mesurer le stress mécanique dans les sphéroides en injectant des microbilles ultrafines de polyacrylamide
comme capteur de pression.

En utilisant plusieurs sources cellulaires et des techniques de fabrication (plaques de dépot suspendues,
plaques a fixation ultra-faible, plaques recouvertes d'agarose ou culture de surface MEC) on génére un
organoide (Figure 32 (B)). L’ organoide est un type de sphéroides qui présente un environnement physico-
chimique et biologiques proche des tissus. Des organoides hépatiques, pulmonaires, pancréatiques,
prostatiques, intestinaux, cardiaques et neuronaux permettent de recréer des conditions biologiques telles
que I’organisation tissulaire, les lésions, la réaction aux molécules et la régénération. Des chercheurs ont
produit des sphéroides corticaux humains ce qui leur a permis de prouver que les neurones gabaergiques
pouvaient migrer du cerveau antérieur ventral au cerveau antérieur dorsal et s'intégrer dans les circuits
corticaux(Birey et al. 2017).

Figure 31 Sources cellulaires et méthodes utilisées pour générer des organoides (Chandra, Soker, et
Atala 2020)

Les CSE, IPS, CSA et les cellules tumorales peuvent servir a élaborer des organoides spécifiques a un tissu
ou une pathologie.

i Organoide de foie
ii. Organoide cardiaque
iii. Organoide du cortex cérébral
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d. Organ-on-chip ou Body-on-chip

Figure 32 Body-on-chip (Huh, Hamilton, et Ingber 2011)

Les microsystemes biomimétiques représentant différents organes peuvent €tre intégrés dans un seul micro-
dispositif et reli€s par un systeme circulatoire microfluidique d'une maniere physiologiquement pertinente
pour modéliser un processus dynamique complexe d'absorption, de distribution, de métabolisme et
d'excrétion des médicaments, et pour évaluer de maniere plus fiable l'efficacité et la toxicité des
médicaments.
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Les plateformes d'organes sur puce ou de corps sur puce peuvent

-modéliser en 3D la biomimétiques de la physiologie in vivo

-remplacer les modeles animaux

-faire progresser la médecine personnalisée : retours spécifiques pour les patients sur I’effet de thérapies,
facteurs environnementaux ou comportementaux.

Les études précliniques et les essais cliniques de molécules sont extrémement couteux, et le nombre de
succes étant extrémement réduit, les chercheurs se sont penchés vers des méthodes in vivo et in vitro
alternatives aux techniques traditionnelles. Il est donc nécessaire de disposer de meilleurs modeles in vitro,
physiologiquement pertinents, qui permettent de mieux prédire 1'efficacité et la sécurité des médicaments
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chez I'homme et qui peuvent étre utilisés a haut débit. En dehors des organoides, I’ingénierie tissulaire a vu
naitre un systéme d'organes a base de micro fluides connus sous le nom « organ on chip » (Haddrick et
Simpson 2019).

Ils permettent la récapitulation des microenvironnements structurels et physiologiques in vivo, les différents
organoides spécifiques aux tissus peuvent étre connectés dans un format de circuit intégré en utilisant la
microfluidique pour créer un "body on chip".

La microfluidique peut nous permettre de créer des systemes microphysiologiques en 3D, dont on contrdle
le microenvironnement physique et chimique, et d'étudier des tissus et des organes vivants de maniere plus
complexe. Les systemes multifonctionnels 3D basés sur la microfluidique peuvent également prendre en
charge des cultures de cellules et d'organoides, ou le controle de parametres tels que la faible teneur en
nutriments, les gradients d'oxygene et la distribution de médicaments/biologiques peut €tre utilisé pour des
tests précis a haut débit et des applications d'échantillonnage de I'environnement. Les systemes basés sur les
micro fluides ont contribué de maniere significative a la modélisation in vitro de tissus tels que le coeur
(Aung et al. 2016), les reins (Kolesky et al. 2016) et la barriere hémato-encéphalique (Partyka et al. 2017).
On cherche a comprendre les mécanismes physiologiques et biologiques afin de définir les environnements
cellulaires. On crée des versions miniatures des organes qui capturent leurs fonctions, on peut ainsi étudier
quantitativement les réponses a des signaux physico-chimiques.

Une évolution majeure est le « body-on-chip » qui contient différents organes placés sur une seule puce et
connectés par les canaux microfluidiques représentant le systéme vasculaire. On peut ainsi avoir une
visibilité sur les réactions des autres organes aux molécules, comme par exemple la toxicité, les effets
synergiques, les interactions médicamenteuses, I’étiologie des pathologies et les processus biologiques. Les
tissus de l'organe sur puce et du corps sur puce peuvent désormais €tre imprimés en 3D a haute résolution et
de maniere hautement réplicative. Cela a permis de faire progresser les systémes d'organes sur puce et de
corps sur puce du stade de l'investigation a celui de ['utilisation comme outil de diagnostic fiable (Chandra,
Soker, et Atala 2020).

e. Surface intelligente

Nous savons que les supports présentent des limitations

- migration cellulaire insuffisante dans le support

- faible perméabilité permettant la pénétration des cellules et des nutriments

- la dégradation de la matrice peut diminuer la stabilité in vivo des tissus a base de matrice apres
'implantation

- occupent un certain espace dans les tissus construit ce qui empéche l'interaction cellulaire

Pour surmonter ces limitations, un systeme de génération de tissus sans support était nécessaire pour une
nouvelle classe de technologie de médecine régénérative. Des substrats intelligents de culture cellulaire
thermo réactive peuvent étre utilis€és comme des outils puissants pour établir un type unique d'ingénierie
tissulaire appelé "ingénierie des feuilles cellulaires" fiables (Chandra, Soker, et Atala 2020).

On utilise des polymeéres thermoréactifs pour l'ingénierie des feuilles cellulaires, ces matériaux changent
en fonction de la température ou du pH. Ce comportement de commutation dépendant de la température a
été largement utilisé dans le domaine de 'administration de médicaments et nous permet de concevoir des
systemes de libération induite par des stimuli (H. Takahashi, Shimizu, et Okano 2019).

Grice a la surface thermoréactive du PIPAAm, les cellules adhérent a une température classique de culture
c’est-a-dire 37 degrés mais des qu’elles passent en dessous de la température critique (32 degrés) la surface
devient hydrophile et la surface n’est plus adhésive. On peut détacher spontanément différents types de
cellules sans risque d’altération par des enzymes, on se retrouve avec une monocouche de cellules.

Afin de pouvoir utiliser ces feuillets cellulaires pour 1’ingénierie tissulaire et la médecine régénérative, il
faut obtenir plusieurs couches de cellules. Afin de réguler I’adhésion et le détachement des cellules, le
PIPAAm doit étre greffé par irradiation par faisceau d'électrons de maniere covalente précisément a I'échelle
nanométrique sur un solution de N-isopropylacrylamide sur une boite de polystyrene pour culture de tissus.
Son épaisseur doit étre de 20 nm afin de fournir I'hydrophobicité suffisante pour 'adhésion cellulaire a une
température de culture normale. On peut trouver des boites de culture thermosensible préparées dans le
commerce.
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Pour fabriquer n'importe quel type de feuille cellulaire, une surface thermoréactive appropriée doit étre
choisie en fonction des caractéristiques de la feuille cellulaire, comme le type de cellule.

Grace aux feuilles cellulaires on peut récolter des cellules thérapeutiques en préservant les jonctions
cellulaires et les MCE associées, il n’est donc pas nécessaire d’avoir un support artificiel. La MEC agit
comme une colle pour faire adhérer les feuillets cellulaires au tissu hote, sans besoin de sutures.

Les traumatismes graves ou les troubles oculaires tels que le syndrome de Stevense-Johnson peuvent
entrainer la perte complete des cellules souches épithéliales de la cornée et peuvent provoquer une
opacification de la cornée avec une perte visuelle importante. Le seul traitement disponible est 1’allogreffe
de greffe de limbe. Des cultures de cellules épithéliales dérivées de tissus de la muqueuse buccale ont été
fabriquées avec succes sur la surface intelligente et peuvent €tre transplantées simplement en les manipulant
avec le support d'une membrane en poly (fluorure de vinylidene) et en plagant la feuille sur le stroma
cornéen du patient sans support.

Les feuillets cellulaires greffés adherent rapidement a la surface cornéenne de 1'hote sans suture.

Dans le modele de lapin, la greffe a permis

- la conservation de la structure de 1'épithélium cornéen

- la vascularisation et I'inflammation étaient inhibées

- la clarté et I'onctuosité de la cornée se rétablissaient

Une étude clinique a démontré qu'en greffant les feuillets de cellules épithéliales autologues aux patients, Il
y avait une bonne tolérance et une bonne efficacité apres la greffe (Nishida et al. 2004).

On peut appliquer ce modele a d’autres tissus comme le myocarde, 1'cesophage, le ligament parodontal et le
cartilage.

On peut établir des structures en trois dimensions grace aux techniques de stratification des feuillets. Les
feuilles cellulaires permettent de créer des tissus 3D sans support en les superposant, elles se lient
étroitement grace a la MEC préservée sous chaque feuille de cellules individuelle. Les cellules peuvent
communiquer les unes avec les autres a la fois physiquement et biologiquement c’est donc une méthode
efficace de conception de tissus fonctionnels en 3D. Par exemple, les cardiomyocytes cultivés sur la surface
thermoréactives peuvent étre récoltés sous la forme de feuille cellulaire continue, au sein de chacun de ces
feuillets il existe un battement synchronisé. Lorsque les feuillets sont superposés, les battements a différents
rythmes sont synchronisés dans I'ensemble du tissu myocardique 3D. La superposition permet |’interaction
électrochimique entre chaque couche cellulaire, on peut donc construire un tissu en 3D sans avoir recours a
un support. La technologie d'empilement de feuilles cellulaires promet de fournir des modeles de
tissus/organes in vitro et des thérapies plus efficaces pour guérir les défaillances des tissus/organes
(Haraguchi et al. 2012).

On peut également un systéme de coculture basé sur la superposition des feuillets, ce qui permet de
construire des tissus uniques. Pour les tissus hépatiques, il est difficile de conserver les fonctions spécifiques
des hépatocytes in vitro. On arrive a résoudre cette problématique en mettant en coculture les hépatocytes
avec des cellules endothéliales, ce qui contribue au maintien des fonctions hépatiques par rapport aux
cultures monocouches conventionnelles. La technologie de superposition des feuillets cellulaires multiples
est une opération simple et a permis de reproduire avec succes les interactions entre les cellules et la matrice
cellulaire hétérotopiques/homotypiques et les configurations d'hépatocytes natifs. Comme la construction
hépatique 3D imite étroitement I'environnement in vivo, elle pourrait étre utile comme modele tissulaire pour
le criblage de médicaments, comme tissu implantable pour les thérapies cellulaires et comme plate-forme de
culture efficace pour les dispositifs de foie bio-immobilisé (K. Kim et al. 2017).

La vascularisation est nécessaire pour permettre I’échange de nutriments, d’oxygene et des déchets, au-dela
d’une certaine épaisseur de tissu. Dans le tissu myocardique reconstitué par les feuillets superposés, on
observe des nécroses. La coculture avec des cellules endothéliales est une approche prometteuse pour
promouvoir la formation vasculaire dans les tissus artificiels, le feuillet endothélial est pris entre deux autres
feuillets. Ils forment des ramifications de type vasculaire dans les couches cellulaires, ce qui favorise la
vascularisation et les connexions aux vaisseaux de 1'hote apres la greffe. Afin de retrouver du tissu
vasculaire mature, on transfere les cocultures sur un lit vasculaire en utilisant une section réséquée de tissu
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fémoral contenant une artere et une veine connectable. Lorsque la structure de feuillets cellulaires a trois
couches est placée sur le lit vasculaire dans le systeéme du bioréacteur, la MEC préservée permet aux
feuillets cellulaires d'adhérer étroitement au lit vasculaire. On obtient grace a ce procédé des réseaux de
cellules endothéliales ramifiées se connectent aux vaisseaux sanguins provenant du lit vasculaire. Apres la
formation de vaisseaux sanguins tubulaires fonctionnels dans la construction tissulaire, les feuillets
cellulaires peuvent survivre grace aux nouveaux vaisseaux formés. On obtient des structures a six couches,
qui peuvent €tre mises a I’échelle facilement (Sekine et al. 2013).

On peut utiliser ces feuillets cellulaires trés facilement associés a des supports pour construire des
structures encore plus complexes. Afin d’imiter un vaisseau sanguin natifs, on établit par électrofilage un
squelette tubulaire sur lequel on enrobe de trois couches de feuillets cellulaires de cellules musculaires lisses
et de cellules endothéliales. Contrairement au simple ensemencement, les cellules formant un feuillet
cellulaire conservent les jonctions cellulaires essentielles et expriment des protéines contractiles lorsqu'elles
sont appliquées sur la matrice vasculaire. Afin de pallier aux problémes de nécrose, on utilise un bioréacteur
a perfusion pulsatile pour améliorer I'alimentation et I'échange gazeux. De plus, le flux pulsatile et la
pression exercée sur la structure cellulaire ont permis d'obtenir une maturité tissulaire capable de supporter
le niveau de flux sanguin de I'artere native (Ahn et al. 2015).

L’anisotropie tissulaire est un facteur essentiel pour fournir des fonctions biomimétiques aux tissus
artificiels. Au niveau du muscle squelettique natif, la structure en faisceau des myofibres hautement
orientées est essentielle pour générer des fonctions mécaniques. On peut utiliser la micro-modélisation pour
orienter les substrats de culture. Certains substrats régulent 1'orientation des cellules en 2D dans un premier
temps puis les cellules alignées sont empilées en feuilles de cellules, couche par couche. La surface
fonctionne pour réguler 1'orientation des cellules et libérer la feuille cellulaire (Liicker et al. 2014).

Dans le tissu myocardique natif, les couches de cardiomyocytes alignés qui sont orientés dans différentes
directions dans l'ensemble du tissu. Cette structure bien organisée et orientée en 3D est importante pour
générer la propagation électrique anisotrope que I'on trouve dans le myocarde natif. En utilisant la technique
de stratification, les feuilles cellulaires composées de cellules alignées peuvent étre superposées pour obtenir
les directions souhaitées. Cette technique d'organisation de I'orientation des cellules dans les tissus artificiels
devrait €tre utile pour produire des tissus myocardiques biomimétiques (H. Takahashi et al. 2011).

Grice a cette technique de feuillet cellulaire on arrive de facon tres simple a reproduire des structures tres
complexes, il ne reste qu’a développer et combiner cette méthode afin d’en tirer tout son potentiel.

9. Objectifs

Un véritable besoin clinique existe, les solutions thérapeutiques pour les tissus endommagés ne sont pas
nombreuses. En effet la plupart des traitements ne servent qu’a compenser la fonction défaillante, la
thérapeutique véritablement efficace est la transplantation mais les organes ne sont pas toujours disponibles
ou les conditions logistiques ne permettent pas I’acces a ceux-ci au bon endroit et au bon moment. Certaines
1ésions ne pouvant pas étre traitées par une greffe, le remplacement du tissu est indispensable.

On cherche a générer un nouveau tissu ou organe sain pour remplacer le tissu et sa fonction. Un exemple
frappant sont I’insuffisance rénale chronique qui touche 10% de la population mondiale, I’'ingénierie
tissulaire peut étre la solution.

Les besoins cliniques sont trés nombreux, quelques exemples ci-dessous :

-Maladies rénales - réparation du cartilage

- Pathologie du foie - maladies vasculaires

- brilures de peau - maladies pulmonaires

- défauts osseux - tissus gastro-intestinaux
- reconstruction cornéenne - tissus génito-urinaires

- systeme nerveux 1ésé (Maladie
neurodégénérative)
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L'approvisionnement en cellules est également un goulot d'étranglement pour la bio-ingénierie des organes
entiers. Avec l'exploration d'un plus grand nombre de sources de cellules souches adultes et d’iPS humaines,
il serait possible de fabriquer des tissus et des organes préts a 'emploi a I'avenir. Cela permettra de réduire,
voire d'éliminer, la liste d'attente toujours plus longue et le temps nécessaire aux transplantations et de traiter
certaines pathologies sans alternatives thérapeutiques.

Plusieurs tissus issus de 1’ingénierie tissulaire sont en voie de transfert clinique pour des applications de
médecine régénérative sont déja utilisés chez les patients. Il s'agit notamment de cartilage, d'os, de peau, de
vessie, de greffes vasculaires, de tissus cardiaques. Bien que des tissus complexes tels que le foie, le
poumon, le rein et le cceur aient été recréés en laboratoire et soient testés sur des animaux, leur transfert
clinique doit encore relever de nombreux défis.

10. Devenir de I’ingénierie tissulaire

Malgré les progres des sciences fondamentales et appliquées dans I’ingénierie tissulaire dans de nombreux
domaines, les succes cliniques et commerciaux sont lents a émerger. En effet on est confronté a des
problemes de mise a I’échelle des techniques de biofabrication. Le nombre d'essais cliniques plus faible que
prévu, les processus réglementaires et I'économie de la santé en sont quelques-unes des raisons. La
prochaine décennie devrait voir d'autres avancées, notamment l'incorporation d'un plus grand nombre de
nouvelles technologies, I'évolution des biomatériaux intelligents, l'utilisation généralisée des cellules
souches, la fabrication de tissus plus complexes et d'organes entiers, l'utilisation de tissus issus du génie
biologique en remplacement des essais sur les animaux, la médecine personnalisée et la traduction clinique
d'un nombre bien plus important de produits issus du génie tissulaire. Le développement de tissus et
d'organes complexes implique le processus complexe de croissance cellulaire coordonnée, de
différenciation, de morphogenése et de maturation de diverses populations de cellules. Bien que la capacité a
concevoir des tissus complexes et des organes entiers soit attrayante et puisse avoir un impact sur la
médecine translationnelle, elle constitue toujours un défi majeur. Pour relever ce défi, les connaissances
issues de multiples disciplines telles que le développement, I'anatomie, la physiologie et la biologie
cellulaire devront étre associées a des technologies habilitantes telles que les biomatériaux, la biofabrication
(y compris la bioimpression 3D), les bioréacteurs avancés, la modélisation 3D, I'imagerie a haute teneur et
les nanotechnologies.
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ITI. Médecine régénérative

1. Définition

La médecine régénérative représente le domaine de la médecine qui vise a remplacer ou a régénérer les
cellules, les tissus et les organes humains dans le but de rétablir les activités fonctionnelles normales.
Elle utilise pour cela la thérapie cellulaire (administration de cellules pour développer de nouveaux tissus)
ou I’ingénierie tissulaire (implantation de substituts biologiques construits in vitro). La médecine
régénératrice dynamise 1'évolution technologique vers la médecine du futur.

La médecine régénératrice commence a représenter une source potentielle de traitements curatifs, tant
pour les blessures aigués que pour les maladies chroniques. Nous allons mettre en avant les applications
cliniques pour certains organes et pathologies. Comme nous 1’avons vu jusqu’a présent avec la thérapie
cellulaire et I’ingénierie tissulaire, la médecine régénérative a énormément avancée mais il lui reste de
nombreux défis a relever avant d’€tre utilisée en routine quotidienne. Les médecins, les chirurgiens, les
cliniciens et, en général, les politiques de santé ne sont pas enclins a remplacer les approches
conventionnelles par des thérapies innovantes sans procéder a des expériences prolongées et approfondies.
En effet, des inquiétudes réelles subsistent quant aux défis li€s a la manipulation et a la fabrication de tissus
vivants, a la réglementation, au remboursement et a la mise en service, ainsi qu'a I'adoption clinique.

2. Domaines d’applications cliniques

Les approches technologiques multidisciplinaires, allant des thérapies de remplacement traditionnelles a la
thérapie cellulaire, génétique et tissulaire, convergent rapidement vers le développement de nouvelles
approches de médecine régénérative. Cette synergie fait également appel a des technologies de pointe liées
aux thérapies par petites molécules et aux produits biologiques innovants dans le domaine de la découverte
et du développement de médicaments. De méme, les dernieres avancées dans le domaine des cellules
souches, de 1'édition des genes et de la reprogrammation cellulaire font de la médecine régénératrice 1'une
des voies les plus prometteuses avec de multiples applications.

Nous allons montrer que les principes de la médecine régénérative peuvent étre appliqués dans de multiples
contextes quotidiens, et devenir le traitement de référence avec des profils d’efficacité et de sécurité assurés.
Les avancées ne sont pas aux mémes niveaux en fonction des différents appareils, organes et tissus
développés, certains ont déja été implantés et d’autres sont encore en phase précliniques.

Nous allons parcourir quelques-unes des innovations de médecine régénérative et nous nous
intéresserons plus en détail au rein qui est I’organe le plus recherché.

a. Appareil urinaire : vessie

La vessie est un organe du systeme urinaire qui stocke 1’urine terminale provenant des reins via I’uretere,
pour ralentir les mictions. L’urine est évacuée par 1’uretre au cours du phénomene de miction. La vessie est
creuse composée d’une paroi extensible fonction de la quantité d’urine (de 0,5 a 0,8 litre, I’envie d’uriner
survient a partir de 0,31). Elle est composée de quatre couches dont deux fonctionnelles :

- urothélium : 1’épithélium interne est une muqueuse tapissant 1’intérieur de la vessie au contact de 1’urine,
composée d’un tissu urothélial et de la lamina propria qui régule certains aspects de la physiologie globale
de la vessie en réponse a des stimuli tels que la distension pendant le remplissage.

- un chorion : c’est une couche sous-muqueuse contenant les vaisseaux sanguins, les nerfs et les glandes.

- une couche externe de muscles lisses ou détrusor : permet a la vessie de se contracter ou de se relacher, les
fibres musculaires lisses sont disposées en spirale longitudinalement et circulairement.

- graisse périvésicale qui entoure la vessie.

L'épithélium transitionnel, les fibres élastiques et le tissu musculaire viscéral des parois de la vessie
contribuent a sa distensibilité et a son élasticité, lui permettant de s'étendre facilement et de retrouver sa
taille initiale plusieurs fois par jour. Afin de régénérer une vessie fonctionnelle, le detrusor et I’épithélium
interne doivent absolument étre présents.
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La structure biologique et les fonctionnalités de la vessie peuvent étre endommagées suite a des cancers, des
traumatismes, des troubles congénitaux et des inflammations. En plus de la pénurie d’organes « greffables »,
la demande augmente avec le vieillissement de la population et I'augmentation des nouveaux cas de
défaillances d'organes. De plus en plus d’organes sont nécessaires, il faut envisager la reconstruction des
voies urinaires inférieures avec des tissus autogenes non urologiques par :

- Greffe de vessie

- Traitement médicamenteux

- Segments gastro-intestinaux : ce n’est pourtant pas un tissu adapté au contact de 1’urine, en effet le tissu
absorbe les solutés alors qu’il devrait excréter des protéines en attendant I’évacuation. Ils entrainent
plusieurs complications : production de mucus, urolithiase, infection, perforation, troubles métaboliques et
méme cancer.

- Des muqueuses provenant de plusieurs sites corporels

-Des tissus homologues provenant d'un donneur cadavérique ou donneur vivant de rein

-Des tissus ou substances hétérologues comme le collagéne bovin

L’objectif de ces stratégies thérapeutiques est d’assurer les fonctions de stockage et de vidange associées a
une bonne conformité. Cependant il est trés difficile de modéliser des tissus ayant les mémes capacités en
ingénierie tissulaire. Le tissu implanté peut étre rejeté ou ne pas reproduire les fonctionnalités du tissu
vésical natif. Par conséquent, le remplacement des tissus urologiques perdus ou déficients par des tissus
fonctionnellement équivalents améliorerait les résultats de la chirurgie reconstructive du systéme génito-
urinaire.

Modeles pré clinique de régénération des tissus (Y. Zhang et Atala 2019):

Deux modeles expérimentaux in vivo ont été utilisés pour la régénération de la vessie :
-'hémicylostoplastie : on retire 40 a 50 % des tissus vésicaux

-la cystoplastie sous-totale : on retire plus de 75% des tissus vésicaux sont retirés

Dans les études précliniques on a tendance a utiliser les petits animaux pour tester de nouvelles sources de
cellules, et en cas d’hémicylostoplastie car ce sont des modeles moins chers dont on connait tres bien
I’histologie. Pour la cystoplastie totale on utilise des animaux de grandes tailles (comme les porcs), afin de
se rapprocher de la physiologie, de I’histologie et de 1’anatomie de I’organisme humain. Des modeles
animaux de fibrose vésicale ont été mis au point, notamment en déviant le trajet de 1’uretere.

Hémicylostoplastie Cystoplastie

- Evaluation de la technique
d’ingénierie tissulaire a partir de tissus
ensemenceés ou non ensemenceés

- La vessie conserve souvent sa
Avantages | fonction contractile grace a la vessie
d'origine et a celle régénérée

- Histologiquement, urothélium
entierement régénéré ; régénération et
innervation musculaires partielles

- Evaluation de la technique d’ingénierie tissulaire 2
partir de tissu ensemencé

- Le tissu agit comme réservoir urinaire

- L’urothélium est régénéré

- La capacité de la vessie augmente précocement

- Risque élevé d'effondrement ou de rétrécissement du
greffon et de formation de calculs vésicaux

- Innervation, myogenese et apport sanguin limités au
centre de la greffe

- Le volume de la vessie peut diminuer avec le temps

Risque de rétrécissement du greffon et

Inconvénients : . .
de formation de calculs vésicaux

Avant I’implantation on doit connaitre les cellules, les supports ou structure tridimensionnelle, les
biomatériaux utilisés pour assurer la bonne régénération de la vessie et afin d’anticiper et de mieux
comprendre leurs réactions (Y. Zhang et Atala 2019).

Les cellules doivent €tre caractérisées, on doit connaitre le profil de prolifération, les phénotypes, les effets
paracrines des cellules souches, des cellules souches différenciées urothélialement et myogéniquement ou
des cellules urothéliales et musculaires lisses.
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Les supports doivent €tre biocompatibles, biodégradables, il est nécessaire de connaitre les propriétés
mécaniques, a porosité, la taille des pores et la composition protéique bioactive

Les interactions entre cellules et supports doivent étre connues en amont afin de démontrer les interactions
entrant en compte pour 1'adhésion et l'infiltration des cellules dans le support en utilisant des techniques
histologiques

Modéeles non cliniques

Des études ont ensemencé un support de polymeres avec des cellules musculaires et urothéliales que 1’on
attache pour former des feuillets de cellules qui sont implantés in vivo. Les cellules histologiquement viables
s’auto assemblent dans leurs types de tissus respectifs et respectent leurs phénotypes natifs. Des structures
composites de tissus stratifiés pouvaient étre créées de novo.

—> Par exemple, dans le cas de modéle canin, suite a des cystectomies partielles, les vessies augmentées
avec des matrices de collagenes voient leurs capacités augmenter de 30%, contre une augmentation de 100%
pour les matrices ensemencées. Pour les greffons libres sans cellules, 1’urothélium était bien développé mais
les cellules musculaires forment une couche anormale, partiellement développement complet. Ces
différences dans ces couches sont dues au potentiel de réparation de 1’urothélium plus important que celui
du tissu musculaire. Cependant, la contracture ou la résorption du greffon est généralement évidente. La
réponse inflammatoire vers la matrice peut contribuer a la résorption du greffon libre. On a émis I'hypothese
que la construction d'une structure 3D in vitro avant l'implantation faciliterait la différenciation terminale
éventuelle des cellules apres 'implantation in vivo et minimiserait la réponse inflammatoire a la matrice,
évitant ainsi la contracture et le rétrécissement du greffon (J.J. Yoo et al. 1998; Monsour et al. 1987).

Les matrices implantées avec des cellules pour I'augmentation de la vessie ont conservé la plupart de leur
diametre implanté, la structure 3D facilite la différenciation terminale et minimise la réponse inflammatoire.
Par opposition aux matrices sans cellules, dans lesquelles le greffon se contracte et se rétrécit, cela est dii a
une pénurie de cellules musculaires et une réaction inflammatoire plus agressive dans les matrices
implantées sans cellule. La signalisation épithéliale mésenchymateuse est importante pour la différenciation
du muscle lisse de la vessie(Master et al. 2003).

—>Dans un modele de rat aprés une cystectomie partielle, on utilise de la matrice acellulaire vésicale
(BAM), préparée en éliminant mécaniquement et chimiquement les composants cellulaires du tissu vésical.
Elle ne permet pas d'obtenir une régénération complete de la vessie, car les couches musculaires se sont
développées de manieres incomplétes (Jayo et al. 2008). Dans un modele canin, on peut utiliser cette
technique pour améliorer la régénération des tissus en lui associant des cellules souches pour améliorer la
régénération des tissus (Haichao Yuan et al. 2013).

En réalisant des greffes de vessies artificielles in vivo mais on ne peut pas déterminer si les parametres
fonctionnels observés sont causés par le segment augmenté ou par le tissu vésical natif intact.

En réalisant une cystectomie subtotale que I’on remplace par une vessie artificielle issue de 1’ingénierie
tissulaire et composée de trois couches urothélium, sous muqueuse et une couche musculaire. On retrouve
un volume vésical proche du tissu natif, malgré une compliance mauvaise, on retrouve les phénotypes
musculaire et urothélial. Si une grande partie de la vessie doit €tre remplacée, toutes compositions des
supports ne sont pas équivalentes. L'utilisation de bioréacteurs, dans lesquels la stimulation mécanique est
déclenchée au moment de la production d'organes, a également été proposée comme un parametre important
pour le succes.

On privilégiera les vessies issues de I’ingénierie tissulaire a base des supports ensemencés par des cellules
(Jayo et al. 2008; Kwon, Yoo, et Atala 2008).

La vessie artificielle doit encore relever de nombreux défis, tels que le choix approprié des modeles
animaux ; chaque modele animal présente en effet sa propre spécificité

- La composition de 1'urine de lapin conduit a la formation de calculs vésicaux lorsque 1'animal est
soumis a des implants de matériaux vésicaux exogenes

- Les animaux plus grands ont une anatomie similaire au corps humain que les rats ou les lapins
Etudes cliniques
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La premiere expérience clinique de reconstruction des tissus vésicaux artificiels post cystoplastie remonte a
1998. Une étude pilote sur sept patients, de 4 a 19 ans, souffrant de myéloméningocele nécessitant une
cystoplastie d'augmentation, car ils souffraient d'une incontinence urinaire grave en raison de leurs vessies
neuropathiques (haute pression ou peu accommodantes). La vessie a été reconstruite a l'aide :

- d'une matrice de collagéne ensemencée avec les propres cellules de la vessie du patient, avec ou sans
omentum

- d’un support combiné de PGA et collagene ensemencé de cellules et de couverture omental. Les patients
ont montré une meilleure compliance, une diminution des pressions de remplissage des extrémités, une
augmentation des capacités et des périodes seches plus longues dans le temps.

Apres un suivi moyen de 46 mois, aucune conséquence métabolique et aucun calcul rénal n'ont été constatés
et la production de mucus et la fonction rénale sont restées normales. Enfin, les biopsies des vessies
artificielles ont montré une architecture structurelle et un phénotype adéquat. Cette expérience montre
clairement que les vessies artificielles ont continué a s'améliorer avec le temps, reflétant leur développement
continu. Bien que ce rapport soit prometteur en termes de démonstration de la sécurité de I'implantation des
tissus artificiels, il ne constitue qu'un début pour atteindre I'objectif de concevoir des vessies pleinement
fonctionnelles. Il s'agissait d'une expérience clinique limitée ; la technologie n'est pas encore préte a étre
largement diffusée car des études expérimentales et cliniques supplémentaires sont nécessaires. Les études
de phase II de la FDA sont terminées (Atala et al. 2000).

Lors de la phase II de 1’essai clinique mené par Joseph et ses équipes, 11 patients ont été greffés avec un
support de PGA ensemencée de cellules urothéliales autologues. Les résultats de cette expérience sont
médiocres, aucune amélioration clinique ou statistique n’est constatée. On note des ruptures vésicales et des
obstructions intestinales qui sont des effets indésirables dangereux nécessitant une intervention chirurgicale
d’urgence. L'échec de cette étude clinique pourrait s'expliquer par I'état pathologique de la vessie qui offrait
des cellules de mauvais état a ensemencer sur des supports. Pour I’instant, on ne peut pas envisager
l'utilisation de la vessie artificielle qui est encore loin de remplacer 1'utilisation classique du tissu gastro-
intestinal pour la cystoplastie d'augmentation (Joseph et al. 2014).

Il est nécessaire de réaliser une étude avec suivi a long terme et caractérisé par la comparaison avec un
groupe témoin traité avec le traitement de référence (tissus gastro-intestinaux). Tous ces parametres doivent
étre pris en compte et ils sont fondamentaux pour trouver les procédures optimales de régénération de la
vessie avant d'envisager l'application clinique (Sloff et al. 2014).

Conclusion

La vessie issue de 1’ingénierie tissulaire est une alternative prometteuse aux approches traditionnelles mais
aucun avantage important n'est apparu en comparant plusieurs biomatériaux introduits dans des études
expérimentales.

Outre I'importance de la standardisation des études précliniques, un intérét accru est réservé a l'obtention de
cellules souches adéquates pour les organes issus du génie tissulaire urologique. A cet égard, Bharadwaj et
ses collaborateurs ont obtenu des cellules souches a partir d'urine excrétée et les ont différenciées en
phénotypes de muscles lisses et d'urothélium vésical, ce qui montre une perspective future potentielle pour
les soins urologiques (Bharadwaj et al. 2013).

b. Appareil respiratoire : trachée

Le succes d'une trachée issue de la médecine régénérative n'est déterminé que par sa capacité a conduire 'air
tout au long de la vie, devenant ainsi un conduit biologique durable. De nombreuses tentatives ont été faites
pour créer une trachée artificielle, mais aucune ne s'est avérée supérieure.

En mars 2010, au Great Ormond Street Hospital de Londres, une trachée artificielle a base de CSM issues de
la moelle osseuse a été implantée a un enfant de 12 ans, né avec une sténose trachéale congénitale du
segment long et une écharpe pulmonaire. Apres une breve stimulation par le facteur de stimulation des
colonies de granulocytes (G-CSF), des cellules souches mésenchymateuses de moelle osseuse ont été
prélevées en préopératoire et ensemencées sur un support avec des plaques d'épithélium autologue.
L'érythropoiétine humaine recombinante (EPO) a été appliquée de maniere topique pour stimuler
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l'angiogenese, ainsi que le facteur de croissance transformant béta (TGF-f3) pour soutenir la chondrogenése.
Le greffon s'est revascularisé dans la semaine qui a suivi l'implantation. La restauration de 1'épithélium est
devenue évidente au bout d'un an, alors que le greffon n'a pas eu de force biomécanique focale avant 18
mois, sans nécessiter d'intervention médicale. De plus, 18 mois apres 1'opération, il a été€ réalisé un scanner
de la poitrine et un scanner de ventilation-perfusion, qui ont donné des résultats normaux. Au bout de deux
ans de suivi, le patient avait des voies respiratoires fonctionnelles et est retourné a 1'école, apres avoir grandi
de 11 cm (Elliott et al. 2012).

La trachée est un organe particulier car elle n’a pas de fonction physiologique spécifique. Son rdle est de
conduire ’air inspiré et expiré. On peut donc associer ce succes clinique a la simplicité de structure de la
trachée. Il est difficile de retrouver un organe similaire au sein du corps humain.

c. Appareil circulatoire : vaisseaux

Les vaisseaux sanguins sont une des clefs du succes des stratégies de médecine régénérative et de
l'ingénierie des organes. Les vaisseaux ont été€ le sicge de nombreuses études d’ingénierie tissulaire et de
produits utilisés quotidiennement pour les 1ésions vasculaires. Plusieurs techniques de reconstruction des
vaisseaux ont été étudiées cliniquement :

- La construction de greffons vasculaires vivants fonctionnels in vitro avec des cellules, supports et
bioréacteurs. Les vaisseaux sanguins artificiels sont trés bien développés grace aux bioréacteurs. Ce sont des
dispositifs capables de reproduire des stimuli biochimiques et biophysiques comme dans des conditions
physiologiques. Comme nous 1’avons vu précédemment, les bioréacteurs pulsatiles controlés par ordinateur
sont plus performants car on peut paramétrer la pression et le pouls sur une large gamme de fréquences (L.
Song et al. 2012).

- Les greffes a base de matériaux xenogéniques ou synthétiques ont été largement utilisées mais il y a un
manque de potentiel de croissance (incontournable chez les patients pédiatriques) et un risque accru de
sténose, d'infection et de thrombo-embolisation.

- Les greffes autologues : les supports biodégradables sont ensemencés avec des cellules autologues. C’est
la stratégie de choix. Elle permet de limiter les réactions immunitaires associé a une dégradation du support,
laissant un nouveau tissu au lieu d'un corps étranger. Plusieurs études confirment la bonne tolérance et
efficacité des greffes autologues :

- Remplacement d’une artére pulmonaire sténosée : on utilise un support tubulaire biodégradable
composé de PCL-PLA et renforcé avec du PGA tissé et ensemencé de cellules endothéliales. Les cellules
ont été obtenues a partir des cellules souches du patient par le biais d'un échantillon de sang. L'autogreffe
vasculaire tissulaire (TEVA) a ensuite été placée dans un systeme de bioréacteur pour I'acclimater aux
conditions du corps jusqu'a 1'implantation. Ni occlusion ni anévrisme de TEVA n'ont ét€ observés chez le
receveur 7 mois apres I'implantation. Suite au succes de 1'approche de Shin'oka, 25 connexions
extracardiaques cavopulmonaires avec TEVA comme conduit ont été réalisées sur des patients pédiatriques
d'un 4ge moyen de 5,5 ans. Le suivi a long terme, 4 ans apres l'implantation, n'a révélé aucun cas de
mortalité liée au greffon, ni de formation d'anévrisme, de rupture du greffon ou de calcification. Seuls deux
déces ont été signalés a la suite d'une insuffisance cardiaque tardive. Ce premier essai clinique sur I'homme a
confirmé |'efficacité de TEVA et I'absence d'événements indésirables, tels que la rupture du greffon ou la
modification de I'anévrisme (Matsumura et al. 2003; Shin’oka, Imai, et Ikada 2001).

- Greffon vasculaire murin de petit diametre (< 6 mm) issus du génie tissulaire. Ce procédé est difficile
car des thromboses et des occlusions surviennent (Kurobe et al. 2012; 2015).

Malgré les résultats cliniques prometteurs obtenus avec des vaisseaux de grand diametre, il reste des
problemes importants a résoudre, du choix du matériau, de la géométrie et de la composition du support, qui
devraient étre normalisés, a la définition d'un processus précis de processus aseptiques, de préservation et de
transport des greffons.
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Récemment, l'attention s'est déplacée vers les vaisseaux sanguins sans support réalisés par la technologie de
bioimpression. C’est un dispositif d'impression contrdlé par ordinateur pour déposer des agrégats cellulaires,
des cellules et des biomatériaux ou des cellules encapsulées dans des hydrogels dans des géométries 3D
définies. Dans ce cas, des vaisseaux sanguins de différents diametres et des motifs cellulaires ont été
imprimés en utilisant des systemes multicellulaires sphériques et cylindriques comme bioimpression.
Comme la méthode de fabrication s'est avérée précise, fiable et évolutive, des études supplémentaires sont
maintenant nécessaires pour tirer parti des avantages de la bioimpression afin d'obtenir des vaisseaux
sanguins implantables reproductibles dans un avenir proche (Shafiee et Atala 2016; Colombo et al. 2017).
L’appareil vasculaire est un point clef du développement de médecine régénérative, sans lui les tissus ne
sont pas intégrés a la physiologie et ne peuvent pas se développer (pas d’interaction, pas de croissance, pas
de survie des cellules...).

d. Appareil visuel : la cornée

L'ceeil est facile d’acces pour les évaluations avant traitement et les collections de cellules. C’est un organe
immunoprivilégié composé de plusieurs tissus différents eux-mémes contenant des types cellulaires
différents.

Les reconstructions artificielles sont a un stade différent de la recherche :

- La cornée est 1’organe qui suscite le plus grand intérét, cela est di a I’altération de la fonction de vision
suite a sa cicatrisation lors d "un traumatisme ou d’une inflammation. La greffe de la cornée, principale
thérapie pour la cécité cornéenne, n'est pas accessible a de nombreuses personnes concernées. On peut agir
sur les différentes couches de la cornée : I’épithélium, I’endothélium et le stroma.

Les solutions thérapeutiques sont :

- Greffe de cornées cadavériques : la greffe de la cornée est la chirurgie la plus fréquemment utilisée
pour ces malades, le taux de réussite étant tres élevé.

-> Kératoprothese (KPros) : une cornée artificielle que 1’on greffe chez des patients atteints de maladies
séveres de la cornée. Lorsque la greffe de cornée est impossible et/ou n’apportera aucun bénéfice a long
terme, I’implantation de la kératoprotheése peut désormais s’avérer une solution alternative chez les patients
atteints plus séverement, ou présentant des pathologies plus complexes et plus difficiles a traiter.

La kératoprothese a recu 1’approbation de la FDA en 1992, mais ce n’est que depuis les 7 dernieres années
qu’on en a vu une utilisation plus marquée aux Etats-Unis (Avadhanam, Smith, et Liu 2015).

-> Implantation de support transparent composé d’un gel de gélatine mince fonctionnalisés a 1'héparine
contenant le transfert de cellules endothéliales cornéennes humaines. Cette construction artificielle a été
implantée et progressivement intégrée aux tissus environnants dans un modele de lapin (Niu et al. 2014).

- Implantation de cellules souches : provenant de multiples sources puis sont isolées, développées, et
différenciées. On peut les utiliser comme cellules cornéennes fonctionnelles in vivo. Dans un modele murin,
les cellules souches cornéennes adultes greffées permettent de rendre la cornée génétiquement trouble,
transparente (Du et al. 2009). Pour des rats dont la cornée a été brulée par un alcalin, I’implantation de
cellules souches mésenchymateuses permet d’améliorer et d’accélérer la cicatrisation des plaies de la cornée
(Yao et al. 2012).

- Constructions stromales auto-assemblées sont prometteuses pour les applications de la médecine
régénérative mais présentent cependant des limites importantes. Les cellules allogéniques peuvent étre
problématiques dans les applications cliniques, de sorte que les autogreffes dérivées par le patient sont plus
susceptibles d'étre préférées. Cela pose des limites chirurgicales importantes, car les patients devront subir
une intervention chirurgicale pour isoler le tissu du donneur et attendre ensuite une période importante pour
la fabrication d'un implant (Simpson et al. 2019).

- Composites cellules et biomatériaux : on utilise des cellules souches alliées a du collagéne ou des fibres
de soie ou de la fibroine de soie (Simpson et al. 2019).
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-> Implants composites contenant une fonction bioactive : la vision peut étre altérée par des infections, il
est donc intéressant d’utiliser I’'implant comme vecteur d’antibiotique par exemple. Cela permet de traiter la
perte de vision et la cause de celle-ci (Simpson et al. 2019).

—> Supports de pré régénération basés sur la MEC ont été proposés comme alternatives au stroma cornéen,
composés en grande partie collagene. Ce sont des MEC décellularisés humaines et xenogéniques (de la
cornée de porc aux €cailles de poisson) aux matrices fabriquées a partir de collagéne humain et animal
extrait, de RHC, ou d'analogues peptidiques courts de protéines de matrice. Elles peuvent exister sous forme
d'implants (Simpson et al. 2019).

- Holoclar® (9 000 a 316 000 cellules/cm2) est un médicament de thérapie innovante issu de 1’ingénierie
tissulaire a base de cellules souches limbiques autologues amplifiées pour la restauration de la couche
externe de la cornée endommagée par des blessures chimiques ou physiques. Ce médicament a été mis sur le
marché et approuvé par la Commission européenne en 2017. HOLOCLAR a I’AMM dans le traitement,
chez I’adulte, de la déficience en cellules souches limbiques modérée a sévere (définie par la présence d'une
néovascularisation cornéenne superficielle dans au moins deux quadrants de la cornée, avec atteinte de la
cornée centrale et une acuité visuelle séverement altérée), unilatérale ou bilatérale, causée par des briilures
oculaires chimiques ou physiques. Un minimum de 1 a 2 mm? de limbe non endommagée est nécessaire
pour la biopsie. La thérapie est basée sur la biopsie d'une minuscule portion (min 1-2 mm?2) de limbe non
endommagée et sa croissance en laboratoire a 1'aide de techniques spécifiques. Le limbe est situé entre la
sclérotique, la partie blanche de I'ceil, et la cornée, la partie antérieure de 1'eeil, et il est riche en cellules
souches capables de guérir la cornée endommagée. Grace a ce systeme, une nouvelle feuille de cornée peut
étre développée et greffée a nouveau sur I'ceil. La combinaison de I'Holoclar® et des greffes de cornée peut
restaurer une cornée normale pour des brilures profondes de la cornée auparavant incurable, les atteintes de
la cornée centrale et les acuités visuelles séverement altérées (Haute Autorité de Santé 2016).

- La rétine est affectée dans de nombreuses pathologies ophtalmiques :la rétinite pigmentaire, la rétinopathie
diabétique et la DMLA. C’est la premiere cause de perte d’acuité chez les personnes agées.

La DMLA est une maladie multifactorielle qui entraine la dégénérescence de 1'épithélium pigmentaire de la
rétine (EPR) ce qui provoque la 1ésion de la macula donc 1’altération de la vision. La thérapie traditionnelle
consiste en des médicaments capables d'arréter la néovascularisation, mais pas de réparer les dommages
précédents.

-> Utilisation des iPS et de CSE pour régénérer les EPR (M. J. Song et Bharti 2016). Nous avons vu
précédemment, I’étude japonais du centre RIKEN qui a utilisé des IPS pour la DMLA atrophique sans
qu’aucun événement majeur ne vienne perturber 1’essai clinique.

- Greffe de suspension de cellules EPR humaines dérivées des CSE : deux essais cliniques de phase I/I1
chez 18 patients souffrant de la maladie de Stargardt ou de DMLA. Aucun événement indésirable majeur et
aucune réponse immunitaire n'ont ét€ observés chez les patients sur une période moyenne de 22 mois (S. D.
Schwartz et al. 2015).

D'un point de vue réglementaire, les implants régénératifs et les greffes de cornée et de rétine sont
principalement classés comme des dispositifs médicaux ou des MTI. Le type d'implant le plus simple a
fabriquer est un support entierement synthétique, en particulier un support thermostable qui peut étre
stérilisé par irradiation gamma ou par faisceaux d'électrons. Ces supports ne sont pas soumis aux regles
concernant les xénogreffes. Les supports dérivés d'animaux, soit par décellularisation soit par isolement de
protéines structurelles, nécessitent davantage de tests pour se conformer aux exigences visant a prévenir la
transmission d'agents pathogenes.

Il existe une grande variété de solutions pour régénérer la cornée. Plus récemment, la bioimpression 3D a été
utilisée pour imprimer des stromas cornéens complets avec des cellules. Des progres ont été réalisés dans les
thérapies cellulaires, les supports basés sur la MEC, les nanomatériaux et les combinaisons de progres dans
les cellules et les biomatériaux. Le défi que représente le remplacement des cornées de donneurs humains et
des KPros comme norme de soins actuelle reste complexe. Les progres des thérapies cellulaires ont
considérablement amélioré 1'efficacité probable des autogreffes de cornée, et les biomatériaux ont améliorés
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les propriétés structurelles des supports de MEC. Cependant, aucune thérapie n'est apparue comme une
solution stable et abordable pour les nombreuses causes de dommages cornéens. Il est possible qu'a l'avenir,
les supports en biomatériaux soient combinés a des techniques chirurgicales telles que la greffe épithéliale
limbique ou des solutions de culture cellulaire afin de personnaliser les supports disponibles dans le
commerce pour une médecine personnalisée. La nano médecine ouvre également la porte a la possibilité
d'incorporer des thérapies pour les infections oculaires directement dans les solutions chirurgicales, ce qui
pourrait accélérer la récupération postopératoire et prévenir la récurrence d'infections latentes chez les
patients atteints de cécité cornéenne causée par des infections telles que le HSV (Simpson et al. 2019).

e. Appareil rénal : rein

Les maladies rénales sont 1’une des principales causes de déces dans le monde, et I’insuffisance chronique
touche 12% de la population mondiale. Nous nous intéressons au rein plus particulierement car c’est le
premier organe a étre transplanté avec succes et constitue 1'une des opérations de transplantation les plus
courantes et les plus efficaces pratiquées dans le monde. Pourtant la pénurie de donneurs s'est révélée étre un
obstacle majeur au traitement des maladies rénales, laissant des millions de patients atteints de maladies
rénales chroniques sans remplacement fonctionnel total. En France en 2018, le nombre total de candidats a
une greffe a atteint 19 625 et 3 567 greffes rénales ont été réalisées en France. Le cout de I’insuffisance
rénale terminale s’éleve a 4 milliards d’euros en France, et ce chiffre ne fait qu’augmenter avec le
vieillissement, I’augmentation de la population, et les diagnostics plus précoces.

Trois traitements existent : la greffe, ’hémodialyse et la dialyse péritonéale et sont pris en charge a 100%
par I’assurance maladie. La transplantation mobilise des équipes spécialisées et un suivi intensif la premiere
année (86 000 euros I’année de la greffe, et 20 000 euros les années suivantes) mais c’est le seul traitement
définitif de I’insuffisance rénale chronique. L’hémodialyse nécessite des séances trois fois par semaine avec
des équipes de soignants et un équipement technique pointu et couteux (89 000 euros par an). La dialyse
péritonéale nécessite un suivi minutieux et cher (64 000 euros). En 2018, 89 692 patients étaient traités (45
% étaient porteurs d’un greffon rénal, 51 % étaient en hémodialyse et 4% en dialyse péritonéale) (Agence de

la biomédecine 2018).

L’objectif des équipes est d‘améliorer la qualité des soins et réduire I’impact économique : des économies
substantielles en favorisant les greffes et la dialyse péritonéale. Si I’on passait a 900 greffes par an, cela
permettrait d’économiser 250 millions d’euros et d’améliorer la qualité de vie des patients. Seulement, il
semblerait que I’activité de greffe serait arrivée a un plafond, dans la mesure ou on a optimisé au maximum
le potentiel des donneurs en €tat de mort encéphalique. Bien que la transplantation d'organes offre le
meilleur pronostic de survie, la demande dépasse largement la disponibilité des dons d'organes. L.’acces a
la greffe se fait plus facilement chez les individus jeunes non diabétiques de type 2, avec des donneurs
vivants et en utilisant greffe préemptives (c’est-a-dire avant dialyse).

Tableau XV Les différentes insuffisances rénales

Insuffisance rénale aigué (IRA)

Insuffisance rénale chronique
(IRC)

Insuffisance rénale terminale
(IRT).

Perte brutale (heures, jours) de la capacité a
fonctionner et a filtrer le sang efficacement

Diminution prolongée de la
capacité a fonctionner et a filtrer
le sang efficacement

Perte de la capacité a
fonctionner et a filtrer le sang
efficacement

- Si urgence : hémodialyse

Sinon

-Mesures de réanimation pour rétablir la
perfusion rénale

-Levée d’obstacle en urgence pour IRA
post-rénale

-Suppression du toxiques ou traitements
immunosuppresseurs pour les IRA rénale.

Traitements médicamenteux
pour compenser I’anémie,
I’hypertension artérielle, I’hyper
uricémie, I’hypocalcémie et
I'hyperphosphorémie

Epuration extra-rénale ou la
transplantation rénale
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Figure 33 Anatomie Rénale coupe transversale (France Rein s. d.)
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Anatomie et fonctions du rein :

Le rein adulte contient plus de 20 types de cellules hétérogenes réparties entre les différents compartiments,
y compris les structures vasculaires, interstitielles, glomérulaires et tubulaires a l'architecture complexe. La
fonction rénale répond au systeéme nerveux autonome, elle est sensible aux médiateurs hormonaux. C’est un
organe composé de 1,2 millions de néphrons qui assurent les fonctions d’excrétion et d’épuration, Grace
aux échanges entre les capillaires et les glomérules, les tubules, les tubes contournés proximaux et distaux.
Le procédé d’excrétion du rein se déroule en trois étapes : la filtration glomérulaire (repose sur les
différences de pressions) suivie de la réabsorption tubulaire et pour finir la sécrétion tubulaire.

Phénomenes responsables du maintien de I’homéostasie par le rein :

-filtration du sang provenant de 1’artére rénale

-régulation du gradient ionique

-régulation de I’équilibre hydrique

-régulation de I’équilibre acido-basique dans le sang

-régulation endocrinienne, enzymatiques et vitaminiques :

—>Maintien de I’hémodynamique :1a rénine par 1’intermédiaire de 1’angiotensine agit sur la pression
artérielle

—>Production des globules rouges par I’intermédiaire de 1’érythropoiétine

—> Production de calcitriol, forme active de la vitamine D3 au sein de 1’organisme

- Synthese d’enzymes ayant un réle dans le métabolisme du GSH, la captation des radicaux libres, et la
néoglucogenese.

—> Catabolisme des facteurs de croissances, cytokines et hormones peptidiques de faible poids moléculaires.
—> Immunomodulation par les cellules des tubules proximaux qui sont présentatrices d’antigénes et
contiennent des molécules stimulatrices des voies de synthese des cytokines.

Dans des situations pathologiques liées a une insuffisance rénale, on retrouve une nécrose tubulaire aigues
donc une perte de la fonction d’immunorégulation. La fonction immunomodulatrice des reins a
longtemps été négligée, pourtant c’est cette perte d’immunorégulation qui provoque un syndrome de
réponse inflammatoire systémique, le dysfonctionnement de multiples organes et des septicémies. Les
thérapies de compensation de la fonction rénale ne sont pas a ce jour capables de maintenir les fonctions
endocriniennes et immunologiques nécessaires au maintien de la fonction des reins et son intégration dans le
corps humain.

Les thérapies extracorporelles visant a remplacer au moins partiellement la fonction rénale comprennent
I'hémodialyse, I'hémofiltration (HF), 'némodiafiltration (HDF) et la DP. Ces traitements utilisent des
membranes semi-perméables artificielles ou naturelles dans des circuits extracorporels pour remplacer la
fonction de filtration sanguine du rein en éliminant les déchets et les électrolytes en exces par des. Le
probleme de ces thérapies réside dans les complications rencontrées comme la surcharge volumique,
I’acidose, I’'urémie élevée. Les thérapies conventionnelles assurent le réle de filtration ce qui permet de gérer
les symptomes et retarder la progression de la maladie mais ne parviennent pas a assurer les fonctions
endocriniennes perdues du rein, et donc les roles métaboliques, endocriniens et immunologiques du rein
fonctionnel sont des mécanismes potentiels de la différence de survie des patients qui recoivent une greffe
de rein.
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Tableau XVI Thérapies de compensation de la fonction rénale

Hémodialyse Hémofiltration Hémodiafiltration Dialyse péritonéale
Hémodialyse + hémofiltration
Transport Diffusion : transfert Convection : épuration du sang | Diffusion + Convection 3 a4 cycles par jour
moléculaire de solutés | en eau plasmatique et diverses 1) Remplissage de la cavité
par gradient de molécules selon un gradient de péritonéale avec le dialysat
concentration pression hydrostatique 2) Echange pendant une durée
déterminée
3) vidange
Membrane Semi perméable Semi perméable Semi perméable Péritoine
Intermittente Continue Continue ou intermittente Continue
Liquide de Non Oui Oui
substitution
Réinjection Non Oui
Transfert Faible 2 a 3 litres par
volumique séance
Avantages Facile Bonne performance pour les
Ancienne moyennes et grosses molécules (<
Efficace pour les petites | 50 kDa)
molécules (300 < Da < Bonne stabilité hémodynamique
550)
Inconvénients | Mauvaise performance Si faible débit d’ultrafiltration a
pour les moyennes et faible efficacité pour les petites
grosses molécules (< 50 | molécules
kDas)
Cout par an 89 k€ 89 k€ 94 k€ 64 k€

Nous allons décrire les sources cellulaires utilisées pour les thérapies cellulaires et les applications associées
pour traiter les maladies rénales ainsi que plusieurs approches de l'ingénierie des constructions rénales afin
de restaurer et régénérer le rein in situ. En effet, en dehors du role de filtration, le rein est multifonctionnel et
les thérapies de remplacement de la fonction rénale a I’heure actuelle ne sont pas capables de remplacer les
autres fonctionnalités du rein natif.

Pour résoudre ce probleme, des approches d'ingénierie tissulaire et de médecine régénérative ont été
proposées comme solutions prometteuses. La biologie des cellules souches et les technologies de culture
cellulaire ont permis aux chercheurs d'identifier et de caractériser les cellules dérivées du rein et divers types
de cellules qui pourraient étre utilisées pour traiter les maladies rénales. L'approche la plus simple utilise la
greffe de cellules, dans laquelle des cellules thérapeutiques uniques peuvent étre administrées a un patient
souffrant d'insuffisance rénale pour restaurer la fonction rénale. Comme cette approche est plus facile a
administrer et moins invasive que d'autres alternatives, la plupart des études ont été réalisées en utilisant des
stratégies de thérapie cellulaire. Avec I’ingénierie tissulaire on essaie d’élaborer des structures rénales 3D
intégrables chez le patient

Une stratégie consiste a utiliser des cellules endogenes et tirer parti des mécanismes de guérison de
I’organisme et des cellules rénales endogenes afin de régénérer la fonction rénale.

Thérapies issues de la bioingénierie tissulaire :

Afin de pallier ces lacunes un dispositif de remplacement rénal a été développé ayant pour objectif de
remplacer les fonctions endocriniennes et métaboliques du rein.

Le dispositif d'assistance rénale (DAR) (Nikolovski, Gulari, et Humes 1999): contient des cellules
vivantes supportées physiquement par des supports synthétiques non dégradables. On ensemence des
progéniteurs des tubules rénaux sur une membrane poreuse en fibres creuses de polysulfone a laquelle on
ajoute un feuillet de MEC afin de faciliter la croissance des cellules épithéliales. La membrane poreuse n’a
pas qu’un role de soutien physique des cellules, elle assure la nutrition des cellules, empéche I’attaque des
cellules ensemencées par le systeme immunitaire du patient et empéche les réactions immunologiques chez
les patients le temps de la performance. Le DAR permet de reconstituer les fonctions de transport (présence
de microvillosités apicales, vésicules endocytaires et jonctions serrées) métabolique et de secrétions
(synthese et excrétion d’ammoniaque, synthese de la vitamine D3, excrétion de la GSH) (H. D. Humes et al.
1996).
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Des études sur les chiens utilisant un systeme d’hémofiltration ainsi qu’un DAR, ont démontré le
remplacement des fonctions de filtration, transport, métaboliques, et endocrinologiques du rein (H. David
Humes et al. 1999; H. D. Humes et al. 1999; H. David Humes et al. 2002).

L’impact du DAR cellulaire sur un modele porcin ayant des 1ésions rénales aigues dues a une septicémie :
cellulaire les niveaux de cytokines sériques IL-6 et d'INF-gamma sont significativement plus bas. Bien
qu’on connaisse la corrélation entre IR et mauvais états des patients, et des défauts de I'immunité humorales
et cellulaire dans le cadre d’IRC, I’étude nous montre que la mortalité est liée a une bio activité du rein et
non pas juste de la baisse de clairance (Fissell et al. 2002; 2003).

Humes et ses équipes, ont testé un modele de rein bio artificiel dans une cohorte de 10 patients souffrant
d’IRA et de défaillances de multiples organes et étant en hémofiltration continue en soins intensifs. Les
résultats démontrent la sécurité du DAR pendant 24 heures, I’augmentation de la fonction rénale (débit
urinaire élevé corrélé au temps de traitement) et le maintien de fonction cardiovasculaire. Les taux de
mortalité hospitaliere prévus sont entre 80 et 95 %, au sein de cette étude il est réduit a 40%. Les cellules du
DAR avaient une activité endocrinienne (conversion de vitamine D de sa forme inactive a celle active) et
métabolique (dégradation du GSH) différenciées ex vivo (H. David Humes et al. 2003).

Lors des essais de phase I/I1, les réponses en termes de cytokines sériques sont patient et physiopathologie
dépendants. Chez les patients avec un profil pro-inflammatoire élevé, le DAR a permis une diminution de
G-CSF, de I'IL-6, de I'IL-10 et du rapport IL-6/IL-10 ce qui marque la diminution de 1’'inflammation.

Aux USA, un essai clinique randomisé, ouvert et controlé de phase II a ét€ mené chez 58 patients atteints de
1ésions rénales séveres nécessitant une hémofiltration en continue. 40 patients ont recu le DAR pendant 72
heures et I’hémofiltration continue et 18 uniquement 1’hémofiltration continue. Le profil de sécurité du DAR
a été jugé comme acceptable et considérablement amélioré le taux de survie a j180 par rapport au groupe
Un essai de phase IIb visant a évaluer la viabilité d’un processus de fabrication commerciale n’a pas pu
s’effectuer car :

-on ne dispose pas d’une source fiable de cellules permettant de produire le DAR a grande échelle

-aucun processus rentable de stockage et de distribution n’a pu étre déterminé

Actuellement, deux innovations vont permettre de résoudre les problématiques qui ont empéchés le bon
déroulement de la phase IIb de cet essai clinique. L’approvisionnement peut se faire avec la méthode de
propagation améliorée permettant d'étendre les cellules progénitrices épithéliales rénales. Les donneurs sont
nombreux méme parmi les profils de santé sous optimaux. Les rendements cellulaires sont constamment
supérieurs a mille cellules par gramme de cortex, ce qui permet de fabriquer plus de 100 000 dispositifs par
rein de donneur. Une possibilité de thérapie autologue pourrait se faire tres facilement, en effet plus de 1,8
1010 cellules progénitrices/cortex g ont été isolées du seul rein testé dans le cadre de l'insuffisance rénale
terminale. En prélevant deés le démarrage de I’IRC 0,1 gramme de cortex on pourrait fabriquer 18 dispositifs
qui conserveraient la fonction métabolique méme apres Cryo préservation (Westover, Buffington, et Humes
2012).

Un systeme "prét a I'emploi” doit €tre créé pour répondre aux situations d’urgence et aigues. C’est le cas du
systeme bio artificiel de cellules épithéliales rénales (SRBCE) qui est le premier récipient de culture
cellulaire tout-en-un qui peut étre cryopréservé et fonctionner comme un dispositif de cryostockage et un
systeme d'administration de thérapie cellulaire pour traduire cliniquement des produits issus de 1'ingénierie
tissulaire (Fahy, Wowk, et Wu 2006; Buffington et al. 2012). Ce systéme peut supporter une densité de
cellules tres élevée et la cryopréservation permet de lever la contrainte de distribution. Des disques de
carbone recouverts de niobium qui sont inertes biologiquement, pas dégradables et thermomécaniques
favorables a la cryoconservation sont utilisés comme supports. La taille des disques permet d’avoir un
nombre suffisant de cellules et des milieux de culture cellulaire contenant de I'oxygene et des nutriments ont
été perfusés a travers et autour des disques poreux. L’oxygene et les nutriments peuvent diffuser de facon
homogene Grace a la porosité des disques qui est de 1’ordre de 80%. L’intégralité des éléments du dispositif
a été sélectionné pour assurer la sécurité, la viabilité cellulaire, I’activité métabolique et 1’efficacité
thérapeutique. Ce dispositif a démontré une distribution uniforme du flux pendant la perfusion in vitro et
tous les composants du dispositif sont restés intacts, sans indication de dégradation sur une période de 6
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mois (Pino et Humes 2019). On peut fabriquer des dispositifs en série Grace aux technologies de moulage
par injection et stéréolithographie (Pino et al. 2017). On retrouve toutes les propriétés du DAR sauf celui du
transport moléculaire, cela est dii a la différence de matériau.

Le DAR a un effet immunomodulateur, il influence 1'activation systémique des leucocytes et 1'équilibre des
cytokines inflammatoires et peut modifier I'état pro-inflammatoire de I'RA afin d’améliorer la morbidité et
la mortalité. Les concentrations de cytokines pros inflammatoires INF gamma et IL-6 baisse avec
’utilisation du DAR. L’IL-10 a un role partiellement connu pour la régulation de la réponse immunitaire,
elle aurait un rdle anti-inflammatoire dans le choc endotoxique et la septicémie gram négative :

—> Administration d’IL-10 recombinante protége contre le choc septique (Matsumoto et al. 1998)

—> Administration d’anticorps anti IL-10 augmente la mortalité (Marchant et al. 1994)

Méme si le mécanisme reliant le taux d’IL-10 et la fonction tubulaire sont a déterminer, I’'IL-10 hépatique
serait produite en réponse la sécrétion rénale d’IL-6 (Kielar, Rohan Jeyarajah, et Lu 2002).

L’essai clinique I/IT utilisant le DAR contenant des cellules tubulaires rénales prouvent leur rdle
immunomodulateur :

-patients présentant un taux élevé de cytokines sériques, la thérapie avec le DAR a permis de réduire
considérablement les taux de G-CSF, d'IL-6, d’IL-10 de IL-6/IL-10. Le DAR permet de rééquilibrer la
réponse pro-inflammatoire excessive avec la réponse anti-inflammatoire concomitante (H. David Humes et
al. 2004)

-patients traités par le DAR présentent un taux de cytokines du liquide de lavage bronchique trés diminués
par rapport au groupe témoin

Les cellules tubulaires rénales ont donc un rdle dans I’amélioration de plusieurs organes en cas de sepsis en
influencgant les 1€sions micro vasculaires et la réponse pro-inflammatoire locale.

Lors d’IRA, I’activation des leucocytes joue un rdle central dans le processus de dysfonctionnement micro
vasculaire dans les organes distants. En limitant leur activation le DAR permet d’éviter les 1ésions micro
vasculaires (Maroszyfiska et Fiedor 2000).

I1 est possible d’imaginer un rein artificiel transportable pour I’'insuffisance rénale terminale, il est
nécessaire que ce dispositif soit durable et sécurisé. WeBAK est un rein portable en cours de
développement, basant sa technologie sur les sorbents® pour régénérer le dialysat péritonéal, qui est perfusé a
travers le SRBCE afin de maintenir les cellules dans le dispositif de thérapie cellulaire. Le dialysat sert de
source d’O, et de nutriments pour les cellules du SRBCE. Dans une étude préclinique chez I’ovin, la
viabilité des cellules et la fonction métabolique ont été maintenues pendant 7 jours. Cette technologie a
beaucoup de potentiel, et doit Etre testée cliniquement (Johnston et al. 2017). Il faut encore évaluer la
durabilité cellulaire, la biocompatibilité et les protocoles d’administration de ces dispositifs.

Bien que le DAR couplé a I’hémofiltration soit un procédé permettant d’améliorer 1’état des patients, cela ne
reste pas pratique pour les patients. Il faudrait un rein bio artificiel adapté a une utilisation a long terme
capable de fonctionner en continu, comme le rein natif, pour réduire les risques liés aux fluctuations de
volume, aux électrolytes et aux concentrations de solutés et maintenir la régulation des toxines acido-
basiques et urémiques. Un tel traitement nécessite la conception et la fabrication d'un appareil de dialyse
compact, implantable ou portable, et le développement de dispositifs miniaturisés de cellules tubulaires
rénales ayant une longue durée de vie.

Des dispositifs de dialyse portables ont été développés pour améliorer la qualité de vie des patients mais ils
sont couteux et les dialysats ne sont pas pratiques.

L’idéal serait un rein hybride bio artificiel integre des fonctions de filtration et de cellules tubulaires, un
bioréacteur de cellules tubulaires rénales démontre un bon profil de sécurité et d’efficacité dans les modeles
animaux. Cependant ce sont des systemes de grande taille. Il faudrait optimiser la fonction de filtration afin
de miniaturiser les reins artificiels, de se passer de dialysat, de mettre en place des systemes complexes qui
interagissent avec tous les parametres en continu.

est généralement une substance solide qui adsorbe ou absorbe un autre type de substance
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Médecine régénérative rénale : approche avec cellules

Afin de rétablir la fonction rénale on peut considérer la greffe de cellules ou reins artificiels, Plusieurs types
cellulaires peuvent étre utilisés :

- cellules progénitrices de la capsule de Bowman

- cellules souches ou progéniteurs des papilles rénales

- cellules souches ou progéniteurs des tubules rénaux

- cellules rénales primaire

- cellules souches embryonnaires

-1PS

- cellules dérivées des cellules souches dépositaires

- cellules souches mésenchymateuses

Les 20 types cellulaires composant le rein forment une population mixte de cellules qui maintient
I'homéostasie dans le microenvironnement rénal qui soutient les interactions entre les cellules. La
perturbation de 'homéostasie rénale se produit apres une blessure ou en cas de maladie, ce qui provoque la
libération de signaux cellulaires et moléculaires pour interagir avec les composants cellulaires afin de
faciliter la régénération et la réparation du rein endommagé. Les régulateurs extrinseques dans la niche
rénale initient la différenciation et I'auto-renouvelement de diverses cellules rénales et cellules souches (Ko,
Yoo, et Atala 2019).

Cellules progénitrices de la capsule de Bowman
Plusieurs expériences démontrent et caractérisent une population de progéniteurs multipotents au sein des
glomérules humain, cela ouvre de nouvelles portes pour médecine régénérative :
Expérience 1 (Bussolati et al. 2005): Les cellules CD133+ provenant d'un rein humain adulte normal, n'ont
pas l'expression de marqueurs hématopoiétiques et expriment le PAX-2, un marqueur rénal embryonnaire,
ce qui suggere leur origine rénale. Elles ont des capacités d'expansion et d'auto-renouvelement limitées et se
différencient in vitro en cellules épithéliales ou endothéliales. Dans un modele de souris présentant un
déficit immunitaire combiné sévere si :

- Les cellules injectées en sous cutanée :
- Sous forme indifférenciées, les cellules ont formé des tubules avec 1’expression de marqueurs épithéliaux
rénaux
- Sous forme différenciées, les cellules ont formé des vaisseaux fonctionnels

- Les cellules injectées en intraveineuse ; se fixent au niveau de la Iésion et s’integrent dans les tubules
Ainsi il semblerait que les cellules CD133+ du rein représentent une population de cellules souches adultes
résidentes multipotentes qui peuvent contribuer a la réparation des 1€sions rénales.

Expérience 2 (Sagrinati et al. 2006): Au sein de la capsule de Bowman, il existe des cellules épithéliales
pariétales qui coexpriment les marqueurs de cellules souches CD24 et CD133 et les facteurs de transcription
spécifiques des cellules souches Oct-4 et BmlI-1. Il se trouve que ces cellules peuvent étre auto renouvelées
et clonées facilement dans des conditions de culture appropriées. En fonction du milieu et du protocole de
culture on induit la transformation des cellules épithéliales pariétales en :

-cellules tubulaires présentant des caractéristiques phénotypiques de tubules proximaux et/ou distaux
-cellules ostéogéniques

- adipocytes

-cellules présentant des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de cellules neuronales

L'injection de progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) CD24+CD133+ dans un modele murin présentent
un déficit immunitaire combiné sévere :

- Restaure des structures tubulaires de différentes parties du néphron

- Améliore les dommages morphologiques et fonctionnels des reins

Expérience 3 (Ronconi et al. 2009): lors de la sclérose des glomérules on observe une déplétion des
podocytes. Les PEC CD24+CD133+ présentant des marqueurs progéniteurs ont un potentiel hétérogene de
différenciation et régénération :

- Cellules CD133+CD24+4PDX- situé au pOle urinaire régnerent :
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- Cellules tubulaires
- Podocytes

- Cellules CD133+CD24+PDX+ situé entre les pdles urinaire et vasculaire régénerent
-> Podocytes uniquement, elles pourraient ainsi traiter les 1ésions podocytaires, la protéinurie et les 1ésions
glomérulaires.
Les cellules situées au niveau du pole vasculaire ont un phénotype de podocytes différenciées mais ne
présentent pas de marqueurs typiques des progéniteurs.

Cellules souches ou progéniteurs des papilles rénales

La papille rénale est une niche pour les cellules souches rénales adultes qui peuvent se différencier en
cellules ayant des phénotypes mésenchymateux, neuronaux et épithéliaux (Oliver et al. 2004). In situ, on a
trouvé des cellules nestin(+), CD133/1(+) et plusieurs marqueurs de cellules souches embryonnaires
humaines (SSEA4, Nanog, SOX2, et OCT4/POUSF1), entre les épithéliums tubulaires dans les boucles de
Henle de la papille rénale, mais pas du cortex. Ces cellules peuvent adopter des phénotypes de tubules
épithéliaux et de type neuronal. La papille rénale humaine abrite des cellules présentant les caractéristiques
des cellules souches/progénitrices du rein adulte qui peuvent étre amplifiées et modulées phénotypiquement
en culture tout en conservant la capacité de former de nouveaux tubules rénaux (Ward et al. 2011).

Cellules souches ou progéniteurs des tubules rénaux

Une Iésion ischémique du rein produit une nécrose tubulaire aigué€ et une apoptose, suivies d'une
régénération tubulaire et d'un rétablissement de la fonction rénale. Les cellules composant les tubules de
régénération sont dérivées de cellules épithéliales tubulaires rénales. Lin a montré que les cellules intra
rénales sont la principale source de réparation rénale, et qu'une seule injection de cellules souches de moelle
épiniere ne contribue pas de maniere significative a la récupération fonctionnelle ou structurelle rénale (F.
Lin, Moran, et Igarashi 2005). Les tubules du rein présentent une remarquable capacité d'auto-
renouvelement en cas de 1€sion, cela est di aux cellules des tubules proximaux PT dotées d'un phénotype
plus robuste, permettant une résistance accrue aux lésions rénales aigués, ce qui permettrait un repeuplement
rapide des tubules (Lindgren et al. 2011).

Cellules rénales primaires

Les cellules épithéliales rénales CD10+ et CD13+, deux marqueurs épithéliaux des tubules rénaux
proximaux, constituent une population de cellules épithéliales tubulaires proximales pures, fonctionnelles et
stables qui présentent des marqueurs de tubules proximaux et des caractéristiques épithéliales sur le long
terme (Van der Hauwaert et al. 2013).

Les cellules rénales humaines ont été efficacement développées en culture et ont conservé leur phénotype,
leur capacité de migration et leurs fonctions d'absorption de I'albumine. La cellule rénale humaine en culture
tridimensionnelle a formé des tubules différenciés au niveau proximal et distal fonctionnels et spécifiques
jusqu’a 6 semaines au sein du rein. Ces résultats démontrent que les cellules rénales humaines cultivées en
trois dimensions sont capables de générer des structures rénales in vitro. Ce systeme pourrait a terme €tre
développé en une thérapie cellulaire efficace pour les patients atteints d'IRC (George et al. 2016).

Autres sources cellulaires :

Les CSE du rein ont été étudiées comme traitement potentiel de I'insuffisance rénale mais des dilemmes
éthiques, le risque de cancer et I'immunogénicité doivent encore étre résolus.

Les iPS présentent certains avantages en termes d'utilisation. Des études précliniques in vitro et certaines
études précliniques in vivo ont démontré la possibilité d'effets thérapeutiques positifs dans le traitement des
maladies rénales. Cependant, un systeme de culture cellulaire suffisamment sophistiqué pour la culture
cellulaire de masse est encore nécessaire pour maintenir les phénotypes et prévenir la formation de
tératomes et I'immunogénicité.
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Les cellules souches dérivées de tissus feetaux et adultes ont une capacité de croissance cellulaire
inférieure et cela élimine la question de la formation éventuelle de tératomes. Des études précliniques
utilisant des cellules souches du liquide amniotique ont démontré des résultats bénéfiques dans le
traitement de l'insuffisance rénale.

Les cellules souches mésenchymateuses ont montré des effets thérapeutiques dans la récupération rénale.
Les CSM peuvent étre facilement prélevées dans la moelle osseuse (CSM-MB) et dans le tissu adipeux
(CSAD). Des résultats bénéfiques pour les CSM de MO et les CSM des adipocytes dans le traitement des
maladies rénales ont été signalés dans plusieurs modeles précliniques. En fonction de la typologie de la
maladie rénale (aigue ou chronique) il est préférable de choisir soit les CSM de MO, soit les CSM des
adipocytes(Zhu et al. 2013). Une étude clinique montre que la greffe de CSM associée a une transplantation
permet d’améliorer les résultats (Perico et al. 2011).

On va aborder les différents supports utilisables pour la reconstitution du tissu rénal, il existe trois types de
systemes de support (Ko, Yoo, et Atala 2019):

- polymeres naturels :

-> Collagene + vitrigel : polymere stable et fin sur lequel on ensemence les cellules glomérulaires
épithéliales et mesengiales. Il fournit un microenvironnement qui imitait les structures glomérulaires natives
ce qui permet la formation d’un tissu glomérulaire (P.-C. Wang et Takezawa 2005).

- Collagene + matrigel : en y ensemengant une population mixte de cellules rénales de rats néonatals,
celles-ci s’auto assemblent en structures tubulaires et glomérulaires (Lii et al. 2012).

—> Gel de collagene : en y ensemengant une population de cellules rénales humaines primaires qui
conservent leurs phénotypes tubulaires distale ou proximale, on produit des structures tubulaires rénales
avec leurs fonctionnalités rénales (comme 1’adsorption d’albumine) pour des études in vitro. En greffant en
sous cutanée, dans un modele murin, les cellules de la construction rénale 3D ont conservé leurs phénotypes
rénaux et sont restées viables pendant 6 semaines. On peut donc envisager que le gel de collagene soit
capable de générer des architectures utilisées pour la génération rénale(Yamaleyeva et al. 2012).

-> Matrice a base d’acide hyaluronique : permet de développer un tissu de typologie rénale a partir de
tissus de rein feetaux. L'HA a favorisé la ramification des bourgeons urétériques, la transformation
mésenchymateuse en épithélium et la différenciation du mésenchyme métanéphrique et des bourgeons
urétériques(Rosines et al. 2010).

- polymeres synthétiques : leur profil de biodégradation, leur non-toxicité et la simplicité de fabrication,
permettent aux polymeres synthétiques d’étre utilisés comme sources de support pour les tissus rénaux. Il
faut faire attention a leur dégradation qui peut provoquer des inflammations.

- Acide poly glycolique : on y ensemence des cellules rénales isolées des tubules proximaux et distaux et
des glomérules de lapin ce qui génere des structures de type rénale. On injecte ces constructions chez les
souris athymiques ce qui entraine la prolifération des cellules et la formation de structure de type néphron
(Gunatillake et Adhikari 2003).

- Polycarbonate : avec des cellules murines on établit un support de forme tubulaire que 1’on introduit en
sous cutanée chez des souris athymiques. Des structures de type glomérulaires sont formées avec une
intégration vasculaire et on conserve les structures tubulaires chez qui on retrouve phénotypes rénaux de
cellules tubulaires proximales et distales et de cellules de la boucle ascendante de Henle. Les structures
nouvellement formées présentaient une fonction rénale en excrétant des niveaux €levés de soluté dans un
liquide jaune semblable a de I'urine (James J. Yoo, Ashkar, et Atala 1996).

- Acide poly glycolique : On obtient une reconstruction rénale en injectant in vivo les cellules rénales
implantées sur des supports dérivés de polymeres PGA en 3D. Ainsi des glomérules et des tubules sont
formées, ce qui suggere que les structures rénales peuvent étre reconstituées en greffant des segments rénaux
avec des supports biodégradables de soutien (S.-S. Kim et al. 2003).

—> Structures synthétiques dérivées de PGA : en y ensemencant des cellules rénales dérivés de de
fibroblastes bovins clonés et en réalisant un transfert nucléaire on obtient des architectures trés organisées a
base de structures tubulaires et glomérulaires. La construction implantée a formé des structures tubulaires et
glomérulaires hautement organisées qui présentaient une sécrétion de liquide urinaire provenant de 1'implant.
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Le transfert nucléaire permet d’obtenir des cellules histocompatibles, ce qui est une avancée majeure pour la
médecine régénérative.

-matrices tissulaires biologiques

—> Matrices de tissus acellulaires : dont la dégradation est lente et sont remodelé a 1’aide des protéines de
la MEC secrétés par les cellules en croissance. Elles permettent de reproduire de I'architecture spatiale
précise du rein. Par conséquent, une grande attention a été portée au développement de techniques de
décellularisation rénale pour produire des supports rénaux acellulaires capables de maintenir les structures
rénales natives telles que les ECM, les facteurs bioactifs et 1'intégrité vasculaire. On peut recréer des
structures rénales completes (Sullivan et al. 2012).

Les supports décellularisés est une approche prometteuse qui permettrait de pallier le manque d’organes
disponibles. C’est un protocole composé de décellularisation puis de recellularisation dans les plis de
collagene, cette technique permet d’élaborer des organes entiers in vitro. Une étude d'implantation d'une
construction de rein de rat issue du génie biologique a démontré la faisabilité de la technologie de génie
rénal complet basée sur la décellularisation/recellularisation du tissu rénal. Dans le processus de
recellularisation des matrices rénales acellulaires, des études antérieures ont utilisé des CSE et des explants
de reins viables pour recréer in vitro des structures rénales artificielles. Bien que ces approches aient
démontré la faisabilité de l'utilisation de la recellularisation d'une matrice rénale pour la bioingénierie d'un
rein, le domaine de I'ingénierie des organes entiers en est encore a ses débuts ; plusieurs défis doivent étre
relevés avant que des applications cliniques ne soient possibles(J. J. Song et al. 2013; Ko, Yoo, et Atala
2019).

L'un de ces défis est le succes a long terme de la perméabilité vasculaire des organes bio-ingénierie in vivo.
Sans un réensemencement endothélial complet et fonctionnel des matrices vasculaires, une thrombose
importante est susceptible de se produire dans le systeéme vasculaire acellulaire, ce qui rend la construction
réticulée non fonctionnelle. Pour résoudre ce probleme, une technique d'ensemencement cellulaire a été
développée et elle permet de générer un revétement efficace des cellules endothéliales des parois vasculaires
des matrices acellulaires des reins de porc. Le support rénal acellulaire a été préparé a partir de reins de porc
natifs en utilisant notre technique de décellularisation décrite par Sullivan. La conjugaison des molécules
d'anticorps CD31 dans la lumiere vasculaire a amélioré la rétention des cellules endothéliales sur le systeme
vasculaire et la perméabilité vasculaire de la structure implantée pendant l'implantation. Ces résultats
suggerent que 1'ensemencement des cellules endothéliales et la conjugaison des anticorps pourraient
maintenir la perméabilité vasculaire des reins entiers issus du génie biologique in vivo. Toutefois, pour que
cette technologie puisse étre utilisée en clinique, il faut relever d'autres défis importants. Il s'agit notamment
de la fabrication des supports rénaux acellulaires sur une base Clinique, la réticulation efficace des supports
en utilisant des sources cellulaires cliniquement pertinentes pour recréer des structures rénales et une
implantation viable a long terme sans thrombose grave (Ko, Yoo, et Atala 2019).

Médecine régénérative rénale : approche sans cellules ou régénération in situ

L’objectif est de fabriquer un support afin de recruter les cellules efficacement. Une fois les cellules
recrutées, elles sont influencées par le microenvironnement. L'administration intra rénale de médicaments a
partir d'un hydrogel porteur implanté sous la capsule rénale est une maniere innovante d'induire la
régénération du tissu rénal et/ou de prévenir l'inflammation ou la fibrose rénale. On favorisera les MEC
naturelles et les polymeres synthétiques (Orlando et al. 2013). Il est nécessaire de contrdler la
biodégradation de la MEC afin d’optimiser les effets thérapeutiques en maintenant suffisamment longtemps
les molécules greffées. Différents composants sont utilisés et étudiés :

- Le collagene de type I polymérisé (P-collagéne) a été utilisé avec succes pour réduire les cicatrices
hypertrophiques humaines grace a ses propriétés anti-fibrotiques et anti-inflammatoires. Le composé
pourrait étre utile dans une stratégie de réduction de la néphrotoxicité chronique de la cyclosporine
(Sanchez-Pozos et al. 2010).

- Deux hydrogels a base de PEG entrainent des réponses tissulaires différentes suite a I’implantation sous
capsulaire (Dankers et al. 2012):

-> Hydrogel a chaine étendue pour 'administration intra rénale a long terme de médicaments organiques.
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-> Hydrogel bi fonctionnel pour I'administration a court terme et rapide de médicaments protéiques au
cortex rénal.

- Une microsphere a base de gélatine réticulée, résistante a la dégradation enzymatique, avec une
dégradation continuellement ajustable. Elle pourrait étre utilis€ pour développer des matériaux qui catalysent
la régénération des reins en présence d'une maladie rénale (F.-M. Chen, Zhang, et Wu 2010).

- Microsphéres mono dispersées injectées en sous capsulaire comme systéme d’administration locale de
médicaments au rein : on note aucun effet négatif 1i€ a la méthode de livraison (Zandstra et al. 2015).

- La protéine morphogene osseuse 7 (BMP-7), un membre de la famille des TGF-bl, est fortement
exprimée dans le rein. Dans le cas d’une délétion génétique du TGF-bl1 chez les souris, celle-ci présente une
grave altération du développement des reins. L'administration de BMP-7 exogene améliore la réparation des
cellules épithéliales tubulaires rénales endommagées et est associée a l'inversion des 1ésions rénales
chroniques par la transition épithéliale vers le mésenchyme (Zeisberg et al. 2003).

- Les anticorps de la protéine de I’épididyme humain 4 (HE4) neutralisant la fibrose ont été administrés
pour modifier I'environnement fibrotique des reins blessés. L'administration d'un anticorps anti-HE4 a
accéléré la dégradation du collagene de type I et a inhibé la fibrose chez la souris. Les auteurs ont conclu
que la protéine HE4 est un biomarqueur potentiel de la fibrose rénale et pourrait €tre une nouvelle cible
thérapeutique (LeBleu et al. 2013).

- Le THR-123, un agoniste de la signalisation de la BMP, conduisait a la réparation des cellules tubulaires
endommagées et améliorait la fonction rénale en réduisant la fibrose dans plusieurs modeles de maladies
rénales. Le THR-123 plus le captopril, un inhibiteur de 1'enzyme de conversion de l'angiotensine, a facilité
les effets thérapeutiques synergiques en controlant la fibrose rénale. (Sugimoto et al. 2012).

L’ingénierie tissulaire, la thérapie cellulaire et la médecine régénérative ont fait des avancées prometteuses
pour la restauration et la régénération des l€sions causés par I'insuffisance rénale. Ces approches
comprennent la thérapie cellulaire utilisant des sources de cellules autologues et allogéniques "prétes a
I'emploi", I'ingénierie de constructions rénales a base de cellules, et l'utilisation de cellules rénales
endogenes et d'une niche pour la régénération rénale in situ. Ces études expérimentales ont permis de tester
de nouvelles stratégies pour les traitements cliniques des maladies rénales, et certaines sont cliniquement
applicables.

Néanmoins, plusieurs défis doivent €tre relevés pour améliorer les résultats thérapeutiques. Il faut poursuivre
les travaux pour comprendre le milieu complexe du microenvironnement rénal et pour développer des
techniques de culture et d'expansion des cellules souches rénales afin de soutenir les futures thérapies
cellulaires pour les maladies rénales. En outre, les études futures devraient porter sur de meilleures méthodes
pour concevoir des constructions rénales issues du génie tissulaire et leur implantation siire et efficace,
déterminer de nouvelles fagons de prévenir les effets secondaires immunologiques des thérapies cellulaires
et examiner les moyens de réduire la thrombose et d'améliorer l'innervation des cellules greffées ou
l'ingénierie des constructions rénales.

f. Conclusion

Ils existent de nombreuses solutions de médecine régénérative que nous n’avons pas évoquées. Les os, les
tendons, les ligaments, le ceeur, le foie, le pancréas .... Font 1’objet de recherches précliniques et cliniques.
Nous avons abordé deux principaux sujets qui sont la thérapie cellulaire et I’ingénierie tissulaire qui sont des
moteurs pour la médecine régénérative mais il ne faut pas oublier que les molécules bioactives et la thérapie
génique sont des pieces cruciales du puzzle. Il n’est pas possible de dissocier ces quatre sujets qui sont les
piliers et les fondations de la médecine régénérative. De nombreux challenges subsistent comme nous avons
pu le notifier, les avancées sont grandes mais les thérapeutiques tardent a arriver. Cela est dii a I’effet
poupée russe de la médecine régénérative : on a ouvert la premiere poupée, la bioingénierie, puis la seconde,
la thérapie cellulaire, puis la troisieéme, la thérapie génique et enfin la quatrieme et peut €tre pas derniere : les
molécules bioactives. L’imbrication de ces domaines engendrent la découverte de nombreux parametres
influencant les recherches, il faut les équilibrer de facon tres fine afin d’obtenir des solutions thérapeutiques
efficaces et sures.

128



3. Evolution et perspectives

En moyenne on considere que toutes les 30 secondes, un patient meurt de maladies qui pourraient étre
traitées par remplacement de tissus (Atala 2009). Une approche fondée sur la thérapie cellulaire
l'ingénierie tissulaire et la médecine régénérative pourrait probablement offrir la solution définitive pour les
enfants souffrant de malformations congénitales, les jeunes soldats défigurés a la guerre et les personnes
agées souffrant de maladies chroniques invalidantes, qui pesent de plus en plus lourdement sur les
économies nationales du monde (Colombo et al. 2017).
Le marché actuel est en forte croissance et s'élargira rapidement lorsqu'un traitement révolutionnaire pour
une maladie non transmissible ou un facteur lié au mode de vie sera disponible. De nombreux fond
d’investissement en capital-risque et de grandes entreprises investissent de plus en plus dans ce secteur
porteur qui pourrait changer le monde de la médecine. Environ 13,3 milliards d'USD de financement
mondial ont été levés en 2018 pour des investissements dans la médecine régénératrice.

Tableau XVII Les enjeux de la médecine régénérative

Besoins Actions
- Innocuité —>Recherches scientifiques plus
Enjeux - Sécurité exigeantes
qualitatifs - Capacité de s’intégrer a I’organisme sans rejet du —>Harmonisation des processus de
systéme immunitaire recherches et de productions
Enjeux - Cgpable de fournir a tout le monde sans disparité les 9 Nécessi?e une industrialisation de
oo oo traitements bioproduction
quantitatifs . .
- Répondre aux besoins de cellules
Ny Crn Besoin de cellqles Qe facon quasi-immédiate pour - Les banqups de ce}lules peuvent étre
répondre aux situations d’urgences une des solutions mais comportent des
temporel ..
limites
Enjeux Passage des recherches académiques et essais cliniques | = Meilleurs modeles de financement
translationnels | a la commercialisation - Une réglementation mieux défini
- Quelle éthique adopter ?
- Quelles sont les principes éthiques que nous sommes
Enjeux préts a bafouer pour permettre la survie de patients ?
éthiques - Quel cadre éthique mettre en place ?

- Doit on examiner chaque cas avec un comité éthique
ou doit-on légiférer ?

I1 est temps de traduire les succes et les recherches de laboratoires en thérapies viables, il est nécessaire
d’unir les forces des chercheurs (bio-ingénieurs, ingénieurs des matériaux, biologistes) et les acteurs de
santé (médecins, pharmaciens, infirmiers...) pour mettre au point des solutions viables, sécurisées et
efficaces. En répondant a ces enjeux, on encadrera davantage les recherches qui pourront se faire de fagon
plus rapide et efficace et on évitera la recrudescence des traitements miracles vendus abusivement a des
patients qui souvent apres une errance diagnostic de plusieurs années se confrontent a une absence de
thérapeutiques. La synergie des ressources et d’un réservoir de talents de plus en plus expérimentés,
permettront de guérir les maladies les plus difficiles a traiter dans le monde.

Selon Colombo et ses équipes, il est nécessaire de réunir certains critéres pour réaliser des études pré
cliniques afin que ceux-ci évoluent en essais cliniques puis en thérapies (Colombo et al. 2017) :
- Utilisation de grands échantillons pour assurer la viabilité de 1’expérience
- Utilisation de constructions de tissus/organes présentant des dimensions similaires a celles des tissus
humains pour résoudre la problématique d’échelle
- Choix appropriés des modéles animaux qui ne doivent pas faire état de sur- ou sous-estimations :
taille de 1’animal, similarités des tissus et de son environnement
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- Sélection de bioréacteurs pertinents (spécialement pour les vaisseaux) pour améliorer la construction
de I'organe artificiel au moyen de stimuli adéquats qui se rapprochent au maximum de ceux que 1’on
retrouve au sein de I’organisme

- Utilisation de tissus malades et/ou d'organes animaux dysfonctionnels en vue d'applications cliniques

- Suivi long afin d’assurer I'innocuité (non-immunogénicité, non tumorigénicité) et I’efficacité
(persistance des cellules, renouvelement ou mort cellulaires)

- Comparaisons avec le traitement de référence : en se placant de ce point de vu on peut mesurer
I’amélioration du service médical rendu.

Plusieurs technologies doivent étre développées afin d’apporter et de générer in vivo un tissu sain capable
d’interagir avec son microenvironnement c’est-a-dire en étant irrigué par les vaisseaux sanguins et
répondant aux influx nerveux. Il faut donc améliorer :
- La vascularisation et I'innervation des constructions artificielles
- L’utilisation de différents types cellulaires au sein méme d’une construction afin de générer des
organes complexes
- Construction de bioréacteurs plus performants pour confirmer les modeles animaux, s’assurer de la
validité des données et de la maturité de la construction
- Il est nécessaire d’harmoniser les conditions de travail, en effet de nombreuses avancées et
découvertes ont vu le jour ces dernieres années mais aucune d’entre elles n’ont changé la donne.

Lorsque tous ces problemes seront completement résolus, I'approche TERM deviendra supérieure
aux thérapies cliniques existantes.

a. Principales évolutions de 1’industrie

Apres une année 2019 qui a été la deuxieme plus forte en termes de financement de la médecine
régénérative, la demande de financement reste forte en 2020 malgré les conditions sanitaires
exceptionnelles. Bien que le marché des introductions en bourse puisse €tre limité par le cycle électoral
américain et la situation sanitaire due au COVID-19, dans I'ensemble, les indications laissent présager une
autre année solide pour les financements dans le secteur. L'émergence de COVID-19 a paralysé le monde et
cette crise sanitaire a eu un impact sans précédent sur les entreprises de tous les secteurs. Cependant le
soutien croissant des gouvernements, de plusieurs entreprises peut contribuer a la lutte contre cette maladie
hautement contagieuse et sur le long terme les effets de cette crise sanitaire vont s’estomper tres vite
(Fortune Business Insights 2019).
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Premiéres autorisations des produits de médecine régénérative
Plusieurs produits sont sur le point d'étre lancés, et vont recevoir leurs autorisations de mise sur le marché aux Etats-Unis, dans 1'UE et au Japon en 2020. Le

nombre de produits entrant sur le marché va croitre trés rapidement. On peut donner 1I’exemple de nouveaux produits arrivés trés récemment :
thz(::)le(llliil(?ue d’I:;\EIeM Indications Mécanismes d’action
Integra® Derm Suite a des traitements excisionnels de blessures de pleine ou partielle épaisseur | Ces matrices de régénération dermique monocouche permettent reconstruction
al Regeneration 2017 lorsqu’une autogreffe suffisante n’est pas possible en raison de I’état du patient. | des défauts de réparation du derme en une seule étape. Le gabarit IDRT-SL est
Template Single composé d'une matrice poreuse de collagéne de tendon bovin réticulé et de
Layer glycosaminoglycane pour la régénération dermique.
Traitement des adultes et des enfants présentant une perte visuelle due a une
Luxturna® de dystr\ophie rétinienne héréditaire .résultant de mutations ‘,bi.—qlléliques confirm’ées
Novartis® 2018 du gene RPE§5 et possédant su}“ﬁsamment de cellules rétiniennes Ylables. C. est
le premier traitement de thérapie génique proposé pour cette maladie orpheline.
Le service médical rendu et ’ASMR sont importants.
RVT-802 issu du Traitement de l'immunodéficience chez. les patients gtteints d'athymie N ou-Vf:IIe. thérapie régénératrice basée sur I’ingénierie tissulaire
. congénitale : maladie rare, les bébés qui en sont atteints ne possédent pas de Désignation FDA :
partenariat entre 2020 thymus. Le thymus produit les cellules T nécessaires a la régulation du systéme | -thérapie innovante
Enzyvant® et tymus. € thy p‘ . s 4 “rap! 2 I
1" Université de En cours | immunitaire, si elle n'est pas traitée elle est mortelle —therap}e avancee en mec_lec1lne régénérative
-thérapie de maladie pédiatrique rare
Duke L . < .
Désignation EMA : médicament orphelin
Demande prioritaire en 1’absence de traitement approuvé pour les enfants de Thérapie expérimentale comprenant des cellules souches mésenchymateuses
moins de 12 ans atteints de SR-GVHD cultivées et expansées provenant de la moelle osseuse d'un donneur non
Produits biologiques sa thérapie cellulaire allogénique pour le traitement apparenté. Il est administré aux patients dans une série de perfusions
RYONCIL 2020 en pédiatrique de la maladie aigué du greffon contre 1'hote réfractaire aux intraveineuses. On pense que RYONCIL a des propriétés immunomodulatrices
(remestemcel-L) stéroides. pour contrecarrer les processus inflammatoires en régulant a la baisse la
par Mesoblast® cours Extension de la demande aupres de la FDA pour : production de cytokines pro-inflammatoires, en augmentant la production de
-le traitement de la maladie de Crohn réfractaire aux molécules biologiques cytokines anti-inflammatoires et en permettant le recrutement de cellules anti-
-I'encéphalopathie ischémique hypoxique inflammatoires naturelles dans les tissus concernés. Une étude sur I’ utilisation
-GVHD chronique du RYONCIL™ dans le cadre du syndrome de détresse respiratoire aigué
-la détresse respiratoire du au COVID 19 modéré a sévere dii a une infection par COVID-19, a été autorisée par la FDA.
Traitement de 1'épidermolyse bulleuse par voie intraveineuse. Il existe de
nombreuses variantes génétiques et symptomatiques de 1'épidermolyse
bulleuse, toutes partageant le symptome important d'une peau extrémement
TEvCELLS T e e e e
par JCR Pharma . ganes internes et les systémes corporels peuven

également étre gravement affectés par la maladie. L'EB est toujours
douloureuse, souvent envahissante, et est dans certains cas mortelle avant 1'age
de 30 ans. On rapporte 25 000 personnes atteintes aux USA et aucun traitement
n’existe.
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Pipeline riche
Le pipeline clinique de la médecine régénérative est solide, avec plusieurs essais en phase finale en cours. En 2020, des prévisions un certain nombre de
données trés médiatisées issues de ces essais en phase avancée. En 2020, un certain nombre d’entreprises vont déposer une demande d’agrément :

Nom de la

P . Indications Mécanismes d’action
thérapeutique
Pour les patients atteints de maladie lymphoproliférative post- La FDA a désigné tabelecleucel comme thérapie innovante pour le trouble lymphoprolifératif
transplantation associée au virus Epstein-Barr (EBV)suite a une | post-transplantation associé au virus Epstein-Barr a la suite d'une greffe de cellules
greffe de cellules hématopoiétiques allogéniques ou une greffe hématopoiétiques allogéniques, en 2015.
d'organe solide. En 2016, le tabelecleucel a été accepté dans la voie réglementaire des médicaments prioritaires de
L'EBV est un virus courant qui infecte plus de 90 % des pour la méme indication, apportant un soutien réglementaire renforcé. En outre, tab-cel® a le
Tab-cel® personnes dans le monde. Pour la plupart des personnes en statut de médicament orphelin aux Etats-Unis et dans I'UE.
(tabelecleucel) | bonne santé, il provoque des symptomes semblables a ceux du
rhume et reste ensuite dans l'organisme, mais il est généralement
Immunothérapie | contrdlé par le systéme immunitaire, de sorte qu'il n'y a plus de

allogénique a
cellules T qui
est en phase II1

symptomes apres l'infection initiale. A la suite d’une
transplantation on met le patient sous traitement
immunosuppresseur, et si le systtme immunitaire est affaibli,
I’EBV peut étre réactivé et provoquer une croissance incontrolée
de cellules dans les ganglions lymphatiques et d'autres organes
du patient. Ce virus peut provoquer un grave cancer du sang ou
lymphome appelé maladie lymphoproliférative post-
transplantation.

HAYV par
Humacyte

HAYV, permettant un acces vasculaire pour 1’hémodialyse en
comparaison avec les fistules arterio-veineuses.

Produit par ingénierie tissulaire un vaisseau acellulaire. Le HAV est un tube vasculaire stérile,
composé de tissu conjonctif humain et de protéines. Ce tissu conjonctif complexe présente des
similitudes avec le tissu vasculaire humain, mais le HAV n’est pas un tissu vivant.

Lifileucel (LN-
144)

Thérapie infiltrant des tumeurs en se basant sur
I’immunothérapie pour éliminer les tumeurs solides notamment
le mélanome.

On préleve les lymphocytes T du patient qui ont la capacité de reconnaitre et d’entrainer la mort
des propres cellules cancéreuses du patient. Certaines de ces cellules se déplacent naturellement
vers les tumeurs cancéreuses existantes et y pénetrent, et sont alors appelées lymphocytes infiltrant
les tumeurs (LIT). Cependant, 1'environnement immunosuppressif des tumeurs cancéreuses limite
leur nombre et leur activité, ce qui diminue leur capacité a attaquer efficacement le cancer Le
lifileucel est dérivée de l'isolement lymphocyte infiltrant des tumeurs naturel du patient a partir
d'un échantillon de tumeur cancéreuse prélevé sur le patient. On les extrait et ils proliférent pour
former des populations de I’ordre de milliards. Les patients recoivent une thérapie de
préconditionnement pour réduire 1'environnement immunosuppresseur du cancer qui reste chez le
patient puis les LIT sont administrées par perfusion intraveineuse au patient sous forme de
lifileucel. Les LIT ciblent et infiltrent le cancer chez le patient et attaquent le cancer en plus grand
nombre. Les patients regoivent jusqu'a 6 doses d'interleukine 2 (IL-2) immédiatement apres la
perfusion de TIL pour soutenir la croissance et 1'activation du TIL chez le patient, et pour
augmenter l'activité anticancéreuse de la thérapie TIL.
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Un environnement réglementaire positif

49 milliards de dollars : c’est I’estimation du poids du marché de la médecine régénérative d’ici a 2021.

Les Etats-Unis, le Japon et le Royaume-Uni ont mis en place des mesures audacieuses en investissant les
fonds requis et en modernisant la réglementation afin de s’assurer une part importante de ce marché
(Alliance de médecine régénérative du Canada 2017).

Certaines thérapies bénéficient d’un protocole accéléré d’approbation permettant I’acces des patients aux
traitements, la balance bénéfices/risques est toujours évaluées scrupuleusement afin de ne pas nuire au
patient. Au niveau mondial, des désignations ont été créées pour apporter plus rapidement la solution
thérapeutique au chevet du malade :

RMAT: Regenerative Medicine Advanced Therapy Designation (Center for Biologics Evaluation and
Research s. d.):

Comme décrit dans la section 3033 de la loi sur les cures du 21e siecle, un médicament peut €tre désigné
comme thérapie avancée de médecine régénérative (RMAT) si :

- Le médicament est une thérapie de médecine régénérative, qui est définie comme une thérapie
cellulaire, un produit d'ingénierie tissulaire thérapeutique, un produit a base de cellules et de tissus

humains, ou tout produit combiné utilisant de telles thérapies ou de tels produits, a I'exception de ceux

réglementés uniquement en vertu de la section 361 de la loi sur le service de santé publique et de la
partie 1271 du titre 21 du code des reglements fédéraux ;

- Le médicament est destiné a traiter, modifier, inverser ou guérir une maladie ou un état grave ou
mettant la vie en danger

- Les preuves cliniques préliminaires indiquent que le médicament a le potentiel de répondre aux besoins

médicaux non satisfaits pour cette maladie ou cet état

PRIME : priority medicines (Committee for medicinal products for human use s. d.)

C’est un programme lancé par I'Agence européenne des médicaments (EMA) pour renforcer le soutien au

développement de médicaments qui ciblent un besoin médical non satisfait. Ce programme volontaire est

basé sur une interaction renforcée et un dialogue précoce avec les développeurs de médicaments
prometteurs, afin d'optimiser les plans de développement et d'accélérer 1'évaluation pour que ces

médicaments puissent atteindre les patients plus tot. Grace a PRIME, 'Agence offre un soutien précoce et

proactif aux développeurs de médicaments afin d'optimiser la production de données solides sur les
avantages et les risques d'un médicament et de permettre une évaluation accélérée des demandes de

médicaments. Cela aidera les patients a bénéficier le plus tot possible de thérapies susceptibles d'améliorer

sensiblement leur qualité de vie.

- Evaluation accélérée : PRIME s'appuie sur le cadre réglementaire existant et sur les outils déja

disponibles tels que les avis scientifiques et I'évaluation accélérée. Cela signifie que les développeurs
d'un médicament ayant bénéficié de PRIME peuvent s'attendre a pouvoir bénéficier d'une évaluation

accélérée au moment de la demande d'autorisation de mise sur le marché.
- Favoriser un dialogue précoce : en s'engageant tres tot avec les développeurs de médicaments,
PRIME vise a améliorer la conception des essais cliniques afin que les données générées soient

adaptées a 1'évaluation d'une demande d'autorisation de mise sur le marché. Un dialogue et des conseils
scientifiques précoces permettent également de garantir que les patients ne participent qu'a des essais

congus pour fournir les données nécessaires a une demande, en utilisant au mieux des ressources
limitées.

- Principaux avantages pour les demandeurs : une fois qu'un médicament candidat a été sélectionné pour

le programme PRIME, I'Agence fera :

o Nommer un rapporteur du comité des médicaments a usage humain (CHMP) ou du comité des

thérapies innovantes (CAT) dans le cas d'une thérapie innovante, afin de fournir un soutien
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continu et d'aider a développer les connaissances avant une demande d'autorisation de mise sur le
marché ;

o Organiser une réunion de lancement avec le rapporteur du CHMP/CAT et un groupe
multidisciplinaire d'experts, afin qu'ils fournissent des orientations sur le plan de développement
global et la stratégie réglementaire ;

o Désigner un point de contact dédi€ ;

o Fournir des avis scientifiques aux étapes clés du développement, en impliquant d'autres parties
prenantes telles que les organismes d'évaluation des technologies de la santé, afin de faciliter un
acces plus rapide des patients au nouveau médicament ;

o Confirmer la possibilité d'une évaluation accélérée au moment de la demande d'autorisation de
mise sur le marché.

Criteres d'éligibilité : le régime est axé sur les médicaments susceptibles d'offrir un avantage
thérapeutique majeur par rapport aux traitements existants, ou de bénéficier aux patients sans options
de traitement. Ces médicaments sont considérés comme des médicaments prioritaires par 'EMA. Pour
étre accepté dans le cadre du programme PRIME, un médicament doit démontrer son potentiel a
bénéficier aux patients dont les besoins médicaux ne sont pas satisfaits, sur la base de données
cliniques précoces.

SAKIGAKE (The Ministry of Health, Labour and Welfare s. d.): c’est un systeme de mise en pratique de
médicaments innovants/d'appareils médicaux/médicaments régénératifs initialement développé par le Japon.
Il a pour but de promouvoir une stratégie facilitant tout le processus, de la R&D, la recherche/les essais
cliniques, la sécurité avant et apres la commercialisation, la couverture d'assurance, jusqu'a la mondialisation
des produits innovants qui doivent €tre mis en pratique. Cet ensemble de mesures vise plus particulierement
les produits pharmaceutiques, les dispositifs médicaux et la médecine régénérative innovants qui peuvent
guérir des maladies graves (telles que les maladies rares, le cancer, etc.), a moins qu'une thérapie établie ne
soit disponible.

Criteres d’éligibilité : produits médicaux pour les maladies nécessitant d'urgence une thérapie
innovante qui peuvent satisfaire les deux conditions suivantes :
o Avoir d'abord été développés au Japon et avoir prévu une demande d'autorisation (consultation
de la The Pharmaceuticals and Medical Devices Agency (PMDA) des le début de la R&D)
o On peut s'attendre a une efficacité importante (c'est-a-dire une amélioration radicale par rapport a
la thérapie existante), en fonction sur les données du mécanisme d'action, de 1'étude non clinique
et de la phase précoce des essais cliniques (phase I a II)
Avantages de la désignation :
o De réduire le temps jusqu’a 1’autorisation
1) Consultation prioritaire : raccourcit le temps d'attente, passe de 2 mois a 1 mois, pour
une consultation sur les essais cliniques des la soumission des matériaux.
2) Consultation pré demande : encourage la consultation et accepte les documents en
anglais
3) Révision prioritaire : durée totale d'examen est de 6 mois au lieu de 12 mois : ils
acceptent de se contenter des résultats de 1'étude de phase III apres la demande au cas
par cas afin de réduire le délai entre la R&D et I'approbation
o Faciliter la R&D
1) Partenaire d'examen : la PMDA désigne un responsable pour prendre en charge la
gestion globale de 1'ensemble du processus d'approbation, y compris 1'assurance de la
conformité, la gestion de la qualité, les mesures de sécurité et 'examen de la demande
2) Mesures de sécurité importantes apres la commercialisation : les mesures de sécurité
post-commercialisation sont renforcées telles que 1'extension de la période de
réexamen apres les approbations, faciliter la coalition avec les sociétés scientifiques et
la diffusion d'informations au niveau mondial.
Procédure de désignation :
o Option 1 : La demande doit étre soumise a la Division de I'évaluation et de 1'autorisation et étre
examinée par la PMDA. Le résultat de la désignation doit étre notifié dans les 60 jours.
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o Option 2 : La division de I'évaluation et de 1'autorisation doit prendre contact avec un demandeur
potentiel. Le résultat de la désignation doit €tre notifié dans les 30 jours suivant la soumission, si
le demandeur y consent.

Tableau XVIII Thérapeutiques ayant bénéficié de protocoles accélérés

Indications

Mécanismes d’action

SB623 de SanBio

SAKIGAKE + RMAT

Désignation RMAT pour les lésions
cérébrales.

Aucune désignation pour :

- la DMLA seche

-la rétinite pigmentaire
-Parkinson

-les 1ésions de la moelle épiniere
-Alzheimer.

Fabriqué a partir de cellules souches
mésenchymateuses adultes modifiées et
cultivées, dérivées de la moelle osseuse, qui
subissent une modification génétique temporaire.
L'implantation de cellules SB623 dans le tissu
nerveux 1ésé du cerveau devrait déclencher la
capacité naturelle de régénération du cerveau
a récupérer les fonctions motrices perdues
lors de 1€sions cérébrales traumatiques primaires
ou secondaires.

MGTA-456 de Magenta
RMAT

Magenta a l'intention de
terminer le recrutement pour
la phase 2 en 2020 et de
poursuivre le dialogue avec la
FDA sous la désignation
RMAT sur la conception d'une
étude permettant
I'enregistrement, et d'avoir des
discussions avec 1'Agence
européenne des médicaments
pour le développement en
Europe.

Pour les patients atteints de troubles
métaboliques héréditaires et la
rémission chez les patients atteints de
cancers du sang.

En étude de phase 2 en cours chez des
patients atteints de troubles
métaboliques héréditaires :

- adrénoleuco dystrophie cérébrale

-la mucopolysaccharidose de type IH -
la leucodystrophie métachromatique -
la leucodystrophie a cellules
globoides.

Il s'agit de troubles neurologiques
rares, a évolution rapide, qui sont
mortels lorsqu'ils ne sont pas traités.

Thérapie cellulaire congue pour fournir une forte dose de
cellules souches hématopoiétiques adaptées au patient pour
permettre la reconstruction du systéme immunitaire et
sanguin.

Le MGTA-456 permettrait une résolution rapide, durable
et sécurisé€ qui n’existe pas avec les traitements actuels.
Les chercheurs de l'université du Minnesota étudient
également la formulation cryopréservé du MGTA-456
dans le cadre d'un essai clinique de phase 2 chez des
patients atteints de cancers du sang a haut risque.

Viralym-M par AlloVir

PRIME + RMAT

Thérapie allogénique multi-virus
spécifique aux cellules T, disponibles
sur le marché, congues pour traiter :
les maladies virales actives chez les
patients -immunodéprimés, y compris
les patients ayant subi une TCSH, une
transplantation d'organe solide, ou les
patients souffrant d'immunodéficience
primaire, de cancer ou de VIH.

Dans une étude positive de preuve de concept de
phase 2, publiée dans le Journal of Clinical
Oncology (Tzannou, JCO, 2017), plus de 90 %
des patients ayant échoué au traitement
conventionnel et ayant recu Viralym-M ont
démontré une réponse clinique compléte ou
partielle, et la plupart ont présenté une résolution
complete des principaux symptomes cliniques.
Viralym-M a le potentiel de combattre ou de
prévenir une série de maladies virales graves et
potentiellement mortelles chez les patients alors
qu'ils sont immunodéprimés.

b. Marché de la médecine régénérative en 2020

En 2019, on décompte plus de 987 entreprises de médecine régénérative (496 en thérapie génique, 625 en
thérapie cellulaire et 133 en ingénierie tissulaire) sur les cinq continents. Les leaders mondiaux sont les USA
avec plus de 534 entreprises, suivi de I’Europe et Israél qui en possedent 237.
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En 2019, Selon I’alliance pour la médecine régénérative environ 1 066 essais cliniques de médecine
régénérative étaient en cours dans le monde dont :
- 381 enphasel

- 591 en phase 11

- 94 en phase III
Tableau XIX Nombres d'essais clinique utilisant la médecine régénérative (Alliance for Regenerative
Medicine 2019)
Immuno-oncologie
Thérapie Génique cellulaire a base Thérapie Ingénierie
de modification Cellulaire tissulaire
génétique
Total 352 452 216 46
Phase I 111 222 42 6
Phase 11 209 215 144 23
Phase 111 32 15 30 17

Ces essais cliniques ont de multiples domaines d’applications comme : la cancérologie, les maladies
génétiques, les troubles métaboliques, les troubles endocriniens, les troubles musculo squelettiques, les
affections du systeme nerveux, I'infectiologie, la gastroentérologie, la cardiologie, les altérations de
’appareil respiratoire, les maladies lymphatiques, la chirurgie, 1’otorhinolaryngologie, I’hématologie,
I’ophtalmologie et la dermatologie

En 2019, 9,8 milliards de dollars ont été levés via les financements publics, les financements privés, les

partenariats industriels (1,43 M9Y), les ventures capital (4,1M9), les introductions en bourses (0,56 M), les

follow-up (2,43 MY), et enfin les fusions/acquisitions. Les grandes et moyennes entreprises pharmaceutiques

continuent d'intensifier leurs activités dans le secteur de la thérapie cellulaire et génique avec des
acquisitions de développeurs de thérapies cellulaires et géniques.

Le marché qui était évalué a 23 841,5 millions de dollars en 2018 devrait atteindre 151 949,5 millions de

dollars en 2026 ce qui correspond a un taux de croissance annuel de 1’ordre de 26,1% (Fortune Business
Insights 2019).

Figure 34 Marché de la médecine régénérative (Fortune Business Insights 2019).
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De nouvelles start-ups émergent, plusieurs entreprises du secteur sont entrées en bourse, ont fusionnées ou
ont été rachetées. La demande est bien présente et ne fait qu’augmenter les thérapeutiques symptomatiques,

les traitements de compensation qui permettent de maintenir en vie les patients plus longtemps. On peut

rajouter a cela le vieillissement de la population, et I’espérance de vie qui augmente. Les patients sont de
plus en plus impatients, lorsqu'une percée sera réalisée dans le traitement d'une maladie non transmissible
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(comme le cancer, le diabete, les maladies cardiaques) ou d'un facteur 1ié au mode de vie (par exemple, faire
pousser les cheveux aux bons endroits, développer les capacités cognitives ou augmenter 1'espérance de vie
en bonne santé), la demande augmentera de facon exponentielle surtout si on assure un profil de sécurité
(Fortune Business Insights 2019).

4. Dispositif d’aide et de soutien au développement de médicament de thérapie innovante :

De nombreux dispositifs de soutien existent pour pousser la recherche a donner des résultats probants. En
mai 2019, la France dénombre 84 produits uniques répartis dans 100 programmes : 71 de recherches (R&D
et précliniques) et 29 en cours d’essais cliniques. Les bio médicaments prennent le pas sur les molécules
chimiques, le probleme étant le cout de développement de ces solutions thérapeutiques. En 2017, 7,5
milliards des dollars ont ét€ injectés dans la recherche et le développement des médicaments, dont 3,8
spécifiquement pour les MTI (Fortune Business Insights 2019):

- thérapie génique : 3,1 milliards

- thérapie cellulaire : 1,9 milliards

- ingénierie tissulaire : 363 millions

La France est le deuxieme pays Européen, apres la Grande Bretagne, détenant le plus de programmes de
développement de MTI. La France a été pionniere dans 1’industrie du médicament chimique, et dispose d’un
vivier de compétences, d’expertise et d’infrastructure pour devenir leader sur ce marche haute technicité.

Le financement peut étre privés par des laboratoires pharmaceutiques, des fonds d’investissements ou les
constructeurs ainsi tous les couts leurs incombes. Quant au promoteur institutionnel, les couts peuvent étre
divisés entre les différents protagonistes (crédits de recherche alloués par 1’ Agence nationale de la recherche
(ANR), par la Banque publique d’investissement de France (les pdles de compétitivité, le fonds unique
interministériels et les projets industriels d’avenir), par le Commissariat général a I’investissement, par les
hopitaux, les associations, et sponsoriser par un laboratoire pour les fournitures et le matériel).

Afin de soutenir des projets de contribution au progres médical, a la qualité et aux pratiques de prises en
charge des patients, I’Etat réalise des appels a projets nationaux de recherche. Le ministére des solidarités
et de la santé a mis en place 5 programmes de financements via des appels a projets nationaux couvrant les
champs de la recherche clinique, translationnelle, infirmiere et paramédicale, médico-économique, sur la
performance du systéme de soins.

Deux programmes a visée directement « thérapeutique », permettant I’acces a des innovations
médicales :
Programme hospitalier de recherche clinique (PHRC) a pour objectif améliorer la santé humaine et le
progres des techniques de soins dans le respect de la personne. Il a été mis en place depuis 1993, 1la CNAM
finance deux appels d’offres nationales par an. L’éligibilité des projets est évaluée par le Comité national de
recherche clinique (CNRC). Ce programme comprend trois appels a projet sur des thématiques ciblées :

- Pour le programme hospitalier de recherche clinique national (PHRC-N)

- Pour le programme hospitalier de recherche clinique national en cancérologie (PHRC-K)

- Pour le programme hospitalier de recherche clinique interrégional (PHRC-I).
Programme de recherche translationnelle (PRT) permet d’appliquer concrétement a la recherche clinique
les découvertes issues de la recherche fondamentale Il comprend 2 appels a projets :

- Pour le programme de recherche translationnelle en santé (PRT-S)

- Pour le programme de recherche translationnelle en cancérologie (PRT-K).

La législation prévoit des incitations scientifiques et financieres pour encourager la recherche et le
développement dans le domaine des MTI. Les promoteurs de ces thérapies peuvent obtenir des réductions
sur les redevances payables a 'EMA de :

-65 % de réduction des frais pour une demande d'avis scientifique pour les MTI (90 % pour les PME)
-90% de réduction des frais pour la procédure de certification.
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Afin de motiver les laboratoires et les chercheurs a travailler sur les maladies orphelines, dont la prévalence
est tres faible (<5/10000) donc le marché également, un statut de « médicament orphelin » a été
déterminé. Cette désignation permet de bénéficier d'incitations telles que 1'assistance au protocole (conseils
sur le développement de votre médicament orphelin). Un produit désigné orphelin bénéficie :

- D’un conseil scientifique

- D’une assistance procédurale

- D’une réduction des frais administratifs

- D’une exclusivité commerciale de 10 ans pour chaque indication, qui peut étre prolongée de 2 années

supplémentaires apres 1'obtention d'un plan d'investigation pédiatrique (PIP).

De méme, le plan d’investigation pédiatrique vise a motiver les laboratoires a effectuer des études
spécifiques contre des compensations. Un PIP décrit les études que vous devez mener pour obtenir des
données pertinentes pour I'évaluation d'un médicament pour enfants. Le respect d'un PIP peut entrainer des
incitations et des récompenses pour le développement d'un médicament chez l'enfant (y compris la
prolongation du certificat complémentaire de protection ou de 1'exclusivité commerciale pour les
médicaments orphelins).
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Discussion

Le secteur de 1a médecine régénérative n’en est qu’au début de son développement. On observe une croissance
exponentielle des thérapies expérimentales, leur adoption clinique était limitée.

Il est donc nécessaire de procéder a des ajustements au sein des méthodes de recherches, du cadre
reglementaire, des infrastructures de recherches et de production, de la formation des professionnels de santé
et I’économie de la santé.

Les recherches précliniques devraient suivre un modele consistant a comprendre la physiopathologie de la
maladie, les facteurs de variabilités et les mécanismes d’actions entrant en jeux pour le développement d’une
thérapeutique.

Afin d’aborder plus sereinement les recherches cliniques, il faudrait répondre aux questionnements éthiques,
élucider les facteurs contribuant a la variabilit¢ de la réponse clinique, protéger le patient avec des
recommandations et s’assurer du respect des regles encadrant les essais cliniques.

Le cadre réglementaire est difficile a mettre en place pour ces thérapeutiques qui évoluent rapidement. Mais
a des fins de qualité, de sécurité et de d’efficacité, le 1€gislateur devrait pouvoir réviser la réglementation tres
régulierement afin de combiner un soutien a la recherche et a sa traduction avec le développement continu
d'un cadre flexible, proportionné et rigoureux pour protéger les patients contre les préjudices. La commission
européenne doit avoir des devoirs de contrdle sur les thérapeutiques frauduleuses, d’information des patients
et de référencement des thérapeutiques autorisées.

Il serait intéressant d’introduire la médecine régénérative aux professionnels de santé et de promouvoir un
code de conduite incluant la responsabilité de suivre des directives professionnelles. Inclure un enseignement
sur les questions éthiques, juridiques et sociales.

Des investissements doivent soutenir le passage de la recherche fondamentale a la clinique. Il serait bon de
créer de nouveaux modeles de collaboration entre 1’industrie et les universités, soutenu par la commission
Européenne. Les unités de recherches et les institutions devraient €tre impliquées dans les recherches de
clinique et d’industrialisation.

La médecine régénérative est un domaine qui suscite d’énormes espoirs, il est donc important d’apporter les
moyens financiers, humains, reglementaires a la hauteur des attentes des patients.
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