N

N

Développement d’hydrogels injectables autoréparants
pour ’encapsulation de cellules souches
mésenchymateuses en vue d’une thérapie cellulaire de
P’arthrose
Mathilde Ambrosino

» To cite this version:

Mathilde Ambrosino. Développement d’hydrogels injectables autoréparants pour ’encapsulation de
cellules souches mésenchymateuses en vue d’'une thérapie cellulaire de 'arthrose. Sciences pharma-
ceutiques. 2024. dumas-04521721

HAL Id: dumas-04521721
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-04521721
Submitted on 26 Mar 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche frangais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.

Distributed under a Creative Commons Attribution - NonCommercial - NoDerivatives 4.0
International License


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-04521721
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://hal.archives-ouvertes.fr

Aix--Marseille Université

THESE

PRESENTEE ET PUBLIQUEMENT SOUTENUE DEVANT LA
FACULTE DE PHARMACIE DE MARSEILLE

Le 19 Mars 2024

PAR
Madame Mathilde AMBROSINO

Née le 13 Février 1995 a Bergerac (24)

EN VUE D’OBTENIR

LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

TITRE:

Développement d’hydrogels injectables autoréparants pour
I’encapsulation de cellules souches mésenchymateuses en vue

d’une thérapie cellulaire de I’arthrose

JURY :

Président : Docteur Alain NICOLAY

Membres : Docteur Jérémy MAGALON (Directeur de thése)
Docteur Catherine LE VISAGE

Université d’Aix-Marseille - Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France
Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12






// Aix+Marseille Université

27 Boulevard Jean Moulin — 13385 MARSEILLE Cedex 05

Tel.

ADMINISTRATION :

Doyen :

Vice-Doyens :

Chargés de Mission :

Conseiller du Doyen :

Doyens honoraires :

Professeurs émeérites :

Professeurs honoraires :

Chef des Services Administratifs :

Chef de Cabinet :

Responsable de la Scolarité :

: 0491835500 -Fax: 0491802612

M. Jean-Paul BORG

Mme Florence SABATIER-MALATERRE, M. Francois DEVRED, M. Pascal
RATHELOT, Mme Alexandrine BERTAUD

Mme Pascale BARBIER, Mme Alexandrine BERTAUD, M. David BERGE-
LEFRANC, Mme Manon CARRE, Mme Caroline DUCRQOS, M. Philippe
GARRIGUE, M. Guillaume HACHE, M. Thierry TERME

M. Patrice VANELLE, Mme Frangoise DIGNAT-GEORGE
M. Patrice VANELLE, M. Pierre TIMON-DAVID,

M. José SAMPOL, M. Athanassios ILIADIS, M. Philippe CHARPIOT, M.
Riad ELIAS

M. Guy BALANSARD, M. Yves BARRA, Mme Claudette BRIAND,

M. Jacques CATALIN, Mme Andrée CREMIEUX, M. Gérard DUMENIL,
M. Alain DURAND, Mme Danielle GARCON, M. Maurice JALFRE, M.
Joseph JOACHIM, M. Maurice LANZA, M. Patrick REGLI, M. Jean-
Claude SARI

Mme Sylvie BUREAU
Mme Manon BONIFAY
Mme Flora GLATIGNY

DEPARTEMENT BIO-INGENIERIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professeur Philippe PICCERELLE

| PROFESSEURS
BIOPHYSIQUE M. Vincent PEYROT
M. Hervé KOVACIC
M. Frangois DEVRED
GENIE GENETIQUE ET BIOINGENIERIE M. Christophe DUBOIS

PHARMACIE GALENIQUE, PHARMACOTECHNIE INDUSTRIELLE,
BIOPHARMACIE ET COSMETOLOGIE M. Philippe PICCERELLE




MAITRES DE CONFERENCES

BIOPHYSIQUE

GENIE GENETIQUE ET BIOTECHNOLOGIE

PHARMACIE GALENIQUE, PHARMACOTECHNIE INDUSTRIELLE,
BIOPHARMACIE ET COSMETOLOGIE

BIO-INGENIERIE PHARMACEUTIQUE ET BIOTHERAPIES
PHARMACO ECONOMIE, E-SANTE

Mme Odile RIMET-GASPARINI
Mme Pascale BARBIER

Mme Manon CARRE

M. Gilles BREUZARD

Mme Alessandra PAGANO

M. Eric SEREE-PACHA
Mme Véronique REY-BOURGAREL

M. Pierre REBOUILLON

M. Emmanuel CAUTURE
Mme Véronique ANDRIEU
Mme Marie-Pierre SAVELLI

M. Jérémy MAGALON
Mme Carole SIANI
Mme Muriel MASI

ENSEIGNANT CDI

ANGLAIS

Mme Angéliqgue GOODWIN

A.H.U.

PHARMACOTECHNIE

Mme Mélanie VELIER

DEPARTEMENT BIOLOGIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professeur Francoise DIGNAT-GEORGE

PROFESSEURS

BIOLOGIE CELLULAIRE

HEMATOLOGIE ET IMMUNOLOGIE

MICROBIOLOGIE

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE MEDICALE, HYGIENE ET
ZOOLOGIE

M. Jean-Paul BORG

Mme Francoise DIGNAT-GEORGE
Mme Laurence CAMOIN-JAU

Mme Florence SABATIER-MALATERRE
Mme Nathalie BARDIN

Mme Aurélie LEROYER

M. Romaric LACROIX

M. Jean-Marc ROLAIN
M. Philippe COLSON

Mme Nadine AZAS-KREDER




MAITRES DE CONFERENCES

BIOCHIMIE FONDAMENTALE, MOLECULAIRE ET CLINIQUE

HEMATOLOGIE ET IMMUNOLOGIE

MICROBIOLOGIE

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE MEDICALE, HYGIENE ET

ZOOLOGIE

BIOLOGIE CELLULAIRE
BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE

M. Edouard LAMY

Mme Alexandrine BERTAUD
Mme Claire CERINI

Mme Edwige TELLIER

M. Stéphane POITEVIN
Mme Sandra GHAYAD

Mme Sylvie COINTE

Mme Anne DAVIN-REGLI

Mme Véronique ROUX

M. Fadi BITTAR

Mme Isabelle PAGNIER

Mme Sophie EDOUARD

M. Seydina Mouhamadou DIENE

Mme Carole DI GIORGIO
M. Aurélien DUMETRE
Mme Magali CASANOVA
Mme Anita COHEN

Mme Anne-Catherine LOUHMEAU
Mme Alexandra WALTON

A.H.U.

HEMATOLOGIE ET IMMUNOLOGIE

Mme Amandine BONIFAY

MAITRES DE CONFERENCE ASSOCIES A TEMPS PARTIEL (M.A.S.T.)

PRATIQUE OFFICINALE

M. Jérome JOUVE
Mme Emmanuelle TONNEAU-PFLUG

DEPARTEMENT CHIMIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professeur Patrice VANELLE

PROFESSEURS

CHIMIE ANALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITION

CHIMIE PHYSIQUE - PREVENTION DES RISQUES ET
NUISANCES TECHNOLOGIQUES

CHIMIE THERAPEUTIQUE - CHIMIE MINERALE ET
STRUCTURALE

CHIMIE ORGANIQUE PHARMACEUTIQUE

PHARMACOGNOSIE, ETHNOPHARMACOLOGIE

Mme Catherine BADENS
M. David BERGE-LEFRANC
M. Pascal RATHELOT

M. Maxime CROZET

M. Patrice VANELLE
M. Thierry TERME

Mme Sok Siya BUN




MAITRES DE CONFERENCES

BOTANIQUE ET CRYPTOGAMIE, BIOLOGIE CELLULAIRE

CHIMIE ANALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITION

CHIMIE PHYSIQUE - PREVENTION DES RISQUES ET

NUISANCES TECHNOLOGIQUES

CHIMIE THERAPEUTIQUE - CHIMIE MINERALE ET

STRUCTURALE

CHIMIE ORGANIQUE PHARMACEUTIQUE

HYDROLOGIE

PHARMACOGNOSIE, ETHNOPHARMACOLOGIE

Mme Anne FAVEL
M. Quentin ALBERT

Mme Catherine DEFOORT

M. Alain NICOLAY

Mme Estelle WOLFF

Mme Elise LOMBARD

Mme Camille DESGROUAS
M. Charles DESMARCHELIER
M. Mathieu CERINO

M. Duje BURIC
M. Pascal PRINDERRE

Mme Sandrine ALIBERT
Mme Caroline DUCROS
M. Marc MONTANA
Mme Manon ROCHE
Mme Fanny MATHIAS

M. Armand GELLIS
M. Christophe CURTI
Mme Julie BROGGI
M. Nicolas PRIMAS
M. Cédric SPITZ

M. Sébastien REDON

Mme Valérie MAHIOU-LEDDET
Mme Béatrice BAGHDIKIAN
M. Elnur GARAYEV

MAITRES DE CONFERENCE ASSOCIES A TEMPS PARTIEL (M.A.S.T.)

CHIMIE ANALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITION
CHIMIE PHYSIQUE - PREVENTION DES RISQUES ET

NUISANCES TECHNOLOGIQUES

DROIT ET ETHIQUE

GESTION PHARMACEUTIQUE, PHARMACOECONOMIE
ET ETHIQUE PHARMACEUTIQUE OFFICINALE, DROIT ET
COMMUNICATION PHARMACEUTIQUES A L'OFFICINE ET

GESTION DE LA PHARMAFAC

DISPOSITIFS MEDICAUX

Mme Haifa LAYACHI RAHABI
M. Cyril PUJOL

Mme Laurie PAHUS

Mme Félicia FERRERA

Mme Valerie MINETTI-GUIDONI



DEPARTEMENT MEDICAMENT ET SECURITE SANITAIRE
Responsable : Professeur Benjamin GUILLET

PROFESSEURS

PHARMACIE CLINIQUE
PHARMACODYNAMIE

TOXICOLOGIE ET PHARMACOCINETIQUE

TOXICOLOGIE GENERALE

M. Stéphane HONORE
M. Benjamin GUILLET

M. Bruno LACARELLE
M. Joseph CICCOLINI

Mme Caroline SOLAS-CHESNEAU

MAITRES DE CONFERENCES

PHARMACIE CLINIQUE

PHARMACODYNAMIE

PHYSIOLOGIE

PHYSIOLOGIE / PHARMACOLOGIE

TOXICOLOGIE ET PHARMACOCINETIQUE

TOXICOLOGIE GENERALE

M. Florian CORREARD
Mme Marie-Anne ESTEVE

M. Guillaume HACHE

Mme Ahlem BOUHLEL

M. Philippe GARRIGUE

Mme Sylviane LORTET

Mme Anais MOYON

Mme Raphaélle FANCIULLINO
Mme Florence GATTACECCA
Mme Anne RODALLEC

M. Nicolas FABRESSE

M. Pierre-Henri VILLARD

A.H.U.

PHYSIOLOGIE / PHARMACOLOGIE

PHARMACIE CLINIQUE

M. Vincent NAIL

Mme Maeva MONTALEYTANG
Mme Charlotte BERARD




CHARGES D’'ENSEIGNEMENT A LA FACULTE

Mme Valérie AMIRAT-COMBRALIER, Pharmacien-Praticien hospitalier
M. Pierre BERTAULT-PERES, Pharmacien-Praticien hospitalier
Mme Martine BUES-CHARBIT, Pharmacien-Praticien hospitalier
Mme Annie CILIA, Pharmacien-Praticien hospitalier

M. Yann COTTE, Pharmacien Assistant

M. Nicolas COSTE, Pharmacien-Praticien hospitalier

Mme Mélanie FALZON, Pharmacie-Adjoint

Mme Nicole FRANCOIS, Pharmacien-Praticien hospitalier

Mme Sophie GENSOLLEN, Pharmacien-Praticien hospitalier

M. Sylvain GONNET, Pharmacien titulaire

Mme Céline HIRSCH, Pharmacien Conseil de I’Assurance Maladie
Mme Christelle LABRANDE, Pharmacien-Praticien hospitalier
Mme Florence LEANDRO-DIJON, Pharmacien adjoint

Mme Nathalie MARTIN, Pharmacien-Praticien hospitalier

Mme Sophie MERLIN, Pharmacien Assistant

Mme Vanessa METZ, Pharmacien hospitalier

Mme Alice PERINEAU, Pharmacien Assistant

Mme Florence PEYRON, Pharmacien-Praticien hospitalier

M. Stéphane PICHON, Pharmacien titulaire

M. Bertrand POURROQY, Pharmacien-Praticien hospitalier

Mme Clémence TABELE, Pharmacien-Praticien attaché

M. Badr Eddine TEHHANI, Pharmacien - Praticien hospitalier
M. Joél VELLOZZI, Expert-Comptable

Mise a jour le 23 février 2023




« L’Université n’entend donner aucune approbation, ni improbation aux opinions €émises

dans les théses. Ces opinions doivent étre considerées comme propres a leurs auteurs. »






Remerciements

Je tiens a adresser mes remerciements a I’ensemble des membres du jury qui ont consacré leur

temps et leur expertise a I'évaluation approfondie de mon travail de these.

Je remercie chaleureusement le Docteur Alain NICOLAY pour avoir accepté de présider le
jury de ma these. Je tiens également a exprimer ma gratitude envers le Docteur Jéremy
MAGALON, qui a généreusement accepté de diriger ce travail de these malgré des délais
serrés. Je suis reconnaissante pour le temps qu’ils ont consacré a la lecture de mes travaux, leur

bienveillance et leurs précieux commentaires.

Je remercie également le Docteur Catherine LE VISAGE, mon encadrante de thése de
sciences. Sa bienveillance, son soutien constant et son encouragement a explorer de nouvelles
voies de recherche ont été des piliers essentiels dans la réussite de ce travail et m’ont permis de

repousser mes limites.

Enfin, je souhaite exprimer ma reconnaissance envers toutes les personnes qui, de prés ou de
loin, ont contribué a l'aboutissement de cette thése et qui ont déja été honorées dans les
remerciements de ma thése de sciences. Je les invite cordialement a se référer a ces précédents

remerciements pour découvrir I'étendue de ma gratitude envers elles.



Liste des fiqures

Figure 1 : [llustration de la pathologie de I’arthrose du genou, adapté de (8). .....ccccovvvvrvenennn 5
Figure 2 : Criteres de diagnostic EULAR et ACR pour I’arthrose du genou, d’apres (21). ...... 6

Figure 3 : Thérapies recommandées par I’ACR pour la prise en charge de 1’arthrose, adapté de

220 TR OSSPSR PR PP 8
Figure 4 - Les nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement de I'arthrose................ 12
Figure 5 - Caracteristiques deS CSM (76) ......ccveiveiiiieiieie e ste e 20

Figure 6 - Schéma du concept de la thérapie cellulaire de I'arthrose, basée sur la capacité des
CSM a produire des facteurs thérapeutiques solubles en réponse a leur activation (80)......... 22
Figure 7 - Syntheése des effets positifs et des limites liées a 1’injection intra-articulaire de CSM
dans la thérapie cellulaire de I’arthroSe..........ccuviiiiieiiiiiiiiic 23

Figure 8 - Schéma illustratif de la diffusion bidirectionnelle de I’encapsulation des CSM..... 24

Figure 9 : Représentation schématique d’un hydrogel............cooiiiiiiiiiiiicice 25
Figure 10 - Représentation schéematique des liaisons non covalentes et réversibles................ 27
Figure 11 - Représentation schématique des liaisons covalentes et non réversibles................ 28

Figure 12 - Représentation schématique des liaisons dynamiques covalentes et réversibles .. 28
Figure 13 - Confirmation macroscopique des propriétés d'autoréparation des hydrogels
dynamiques covalents aprés rupture du réseau. Adapté de (139) .....cccovevevevereiinie e, 31
Figure 14 - Représentation schématique des liaisons dynamiques covalentes et réversibles a
base d’esters de DOTONALE. ........uiiiiiieiiiie it nnes 32
Figure 15 - Exemples de différents partenaires envisagés pour la formulation d’hydrogels
boroniques autoréparants a base d’esters de boronate ...........ccoceevviiiiiiiiiiiie e 33
Figure 16 - Schéma de la réaction générale de la formation d’esters de boronate (121); a)
Réaction entre acides boroniques et diols 1,2 formant un cycle a 5 chainons ; b) Réaction entre
acides boroniques et diols 1,3 formant un cycle & 6 Chalnons ...........cccceeireiiiieieescee, 33
Figure 17 - Complexation entre acides boroniques de type Wulff et diols 1,2 (121) .............. 34
Figure 18 - a) Dégradation in vitro de I’hydrogel lorsqu'il est incubé dans du tampon a pH neutre
(7,4) ou a pH acide (6,5) a 37 °C. b) Libération de DOX a partir de 1’hydrogel chargé de
médicament les différentes conditions de pH. Adapté de (129).......ccccvvereieieiininienieeen 36
Figure 19 - Résumé graphique de (136), avec les cellules du cancer du sein humain en rose et

les fibroblastes pulmonaires NUMAINS BN VEIT........ccoiiiiiiiiiiiee s 38



Figure 20 - a) Schéma du modele de lésion cérébrale chez la souris. b) Modele de lésion
cérebrale chez la souris. ¢) Cerveaux controle NS et cerveaux traités a I'nydrogel 7, 14 et 21
jours apres la lésion, fixés au paraformaldéhyde (échelle =5 mm). Adapté de (137)............. 39
Figure 21 — Schéma de I'hydrogel autoréparant sacrificiel sensible au glucose, recouvert d’un
autre hydrogel non sacrificiel puis immergé dans un milieu de culture. Le tunnel s'est formé a
I'intérieur de la construction en 15 minutes. Adapté de (138)......cccccevererieieniieneeieeeeierienns 40
Figure 22 - a) Schéma de la réaction réversible entre un dérivé de I'acide phénylboronique
(PBA) et un diol, qui produit des fonctions esters de boronate utilisées pour la conception
d’hydrogels dynamiques covalents. b) Sélection de PBA aminés (en rose) et de diols aminés
(en bleu) étudiés pour produire des hydrogels d'acide hyaluronique. ¢) Heat map du criblage du
couple PBA/diol, révélant la capacité unique du couple wPBA/glucamine a former un hydrogel

au pH physiologique. Adapté de (139)......c.cciieiiiieiieie e 41



Liste des tableaux

Tableau 1 : Liste non exhaustive des traitements pharmacologiques pour le traitement de

I’arthrose (4,9,21). AINS = anti-inflammatoire non stéroidien ; AIS = anti-inflammatoire
stéroidien ; AASAL = anti-arthrosique symptomatique d’action lente ; COX-2 = cyclo-
oxygénase 2 ; El = effets iNAESITabIes. ..o 10
Tableau 2 : Traitements ciblant les anticorps monoclonaux dirigés contre le facteur de
croissance nerveuse (EI = effets iNAESIrables). ........ccooveeiiieiiiie e 13
Tableau 3 : Traitements ciblant les canaux ioniques (El = effets indésirables). ...................... 14

Tableau 4 : Traitements ciblant les cytokines pro-inflammatoires (AH = acide hyaluronique).

Tableau 5 : Traitements ciblant les voies de signalisation pro-inflammatoires. ..................... 16
Tableau 6 : Traitements ciblant les cytokines anti-inflammatoires (EIG = effets indésirables
graves ; El = effets iNd@SIrabIes). ......ccoviiiiiiiieie e 16
Tableau 7 : Traitements ciblant les processus cataboliques (COL2 = collagéne de type 2)....18
Tableau 8 : Traitements ciblant les processus anaboliques (FT = fémoro-tibial, FTL = fémoro-
tibial latéral, FTMC = fémoro-tibial médian central). ............ccccooeviiiiiiiii i 19
Tableau 9 - Systémes de réticulation envisageables pour la conception d’hydrogels et

I’encapsulation d€ CSM .......coiiiiiiiiiiee e 26



Liste des abréviations

AASAL : Anti-arthrosique symptomatique d’action lente

ACR : American College of Rheumatology

ADAMTS : Aggrécanases

ADIPOA : Adipose derived mesenchymal stromal cells in patients with knee osteoarthritis
AH : Acide hyaluronique

AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien

ASC : Cellules souches mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux

BIA : Biopolymeres, Interactions, Assemblages

BMSC : Cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse
CEISAM : Chimie Et Interdisciplinarité : Synthése, Analyse, Modélisation
CNRS : Centre National de la Recherche Scientifique

COX-2 : Cyclo-oxygénase 2

CSM : Cellules souches mésenchymateuses

El : Effets indésirables

EIG : Effets indésirables graves

EULAR : European League Against Rheumatism

FDA : Food and Drug Administration

FGF : Facteurs de croissance des fibroblastes

IA : Intra-articulaire

IEDDA : Réaction de Diels-Alder a demande électronique inversée

IFN-B : Interféron beta

IL : Interleukine

INRAE : Institut national de recherche pour I'agriculture, I'alimentation et I'environnement
Inserm : Institut national de la santé et de la recherche médicale

ISCT : International Society for Cellular Therapy

IkB : Inhibiteur du NF-kB

MAP-K p38 : Protéine kinase activée par le mitogéne p38

MEC : Matrice extracellulaire

MMP : Métalloprotéinases



NEXT : Nantes Excellence Trajectory

NF-«xB : Facteur nucléaire-xB

NGF : Facteur de croissance nerveuse

OARSI : Osteoarthritis Research Society International

PBA : Acide phénylboronique

RMeS : Regenerative Medicine and Skeleton

SFR : Société Francaise de Rhumatologie

SHELBY : Self-Healing Boronic Hydrogels for Osteoarthrisis
SPAAC : Cycloaddition azoture-alcyne promue par tension de cycle
TGF-B : Facteur de croissance transformant beta

TNF-a : Facteur de nécrose tumorale alpha

TRPV1 : Récepteur transitoire de la sous-famille V membre 1

WPBA : Acide phénylboronique de type Wulff



Table des matieres

T T [N o4 A o] o S PSTR 1
R D3 111 ¢ o PSPPSR PPRP 3
I R €1 < 1 ) 1SR TO PSPPI PRPRTRIN 3
1.2 EPIAEMIOIOGIE. .. .ottt bbb 4
R T = 1 To] oo 1= OO T OO T TP 4
1.4 PhySiopatholOgie .......couveiiiic e 5
IO T B - To [0 1) £ oSSR 6
1.6  Prise en charge thérapeutique de 1’arthrose...........cocoiveiiiiiiiiiiie 7
16.1 D] T3 LTSS 7
1.6.2 Traitements NoN PharmMacolOGIQUES ........eeveieeiieerieiieie et see e et 8
1.6.3 Traitements pharmMacolOGIQUES .........ccveieeieiieieee e eee et 9
1.6.4 ViSCOSUPPIEMENTALION ... 10
1.6.5 APProches ChIrUrgiCales ..o 11

1.7 Nouvelles approches thErapeUtIQUES ..........ccecvveiierieiieiieerie e 12
1.7.1 Traitements ciblant les processus de la douleur .............cccoceevieieeve e ceecnee 12
1.7.2 Traitements ciblant les médiateurs et les processus inflammatoires................ 14
1.7.3 Traitements ciblant les modifications structurelles...........cccocooiniiiicenn, 17

2 Lathérapie cellulaire pour I’arthroSe ..........cccoivveiiiiiiiiiiiie e 20
2.1  Les cellules souches MESENChYMALEUSES ..........c.eceeiueiieiiieiie e 20
2.1.1 GENEIAIITES. ... eveceeceieieie ettt re e e es 20
2.1.2 Propriétés de sécrétion et immunomodulation ..............ccoceverriiinniic i 21
2.13 Injection intra-articulaire de CSM pour le traitement de I’arthrose.................. 22

2.2 D’encapsulation Cellulaire...........ccoiiiiiiiiiiiiiii 23
2.2.1 GENEIAIITES. ... eveceeceieieie ettt re e e es 23
2.2.2 LS NYArOQEIS ... 25

2.3 Injection intra-articulaire de CSM encapsulées dans des hydrogels pour le traitement

(0 (S0 B 11 1 (0 1 PRSP 29

3 Conception d’hydrogels autoréparants pour I’encapsulation de CSM et la thérapie

CEIIULAITE e I AT IO o it e et ettt ettt ettt e ettt et e e e e e e e et e e et e e et e e s et seeaase et reseteseennseetarernnreenres 31
3.1 Les hydrogels aUtOréParants ...........cceiieeeieiienie et 31
3.2 LES SIS A DOIONALE.....ceeeeeeeeeeeeeeee e et e e e e eeeees 32

3.2.1 LES PAMENAITES. .. ..vvi e i eiee sttt ettt e et e e sae e e be e reeennee e 32



3.2.2 L8 FEACTION ... et ettt e e e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e eeeanees 33

3.2.3 Les acides boroniques de type WUIF ..., 34

3.1  Applications biomédicales émergentes des hydrogels a base d'esters de boronate... 35
3.1.1 Les systémes d’administration de mé€dicaments ...........cccovcveeriieeiiieeininnesiinnens 35
3.1.2 Les systemes de culture cellulaire en 3D .......cccccevveviiiieiecsc e 36
3.1.3 La réparation guidée par les hydrogels .........ccocooviieierieneie s, 38
3.14 Les hydrogels comme matériaux SacrifiCiels ..........ccocooriiiiniiinciiiicieee, 39
3.1.5 La thérapie cellulaire de 1’arthrose.........cccoovveiiiiiiiiiii e 40
(O] T [ ES{ o] o F SRRSO PP PSPPI 42
BIDHOGIAPNIE ...t 44

Le serment de Galien



Introduction

L’arthrose est la maladie articulaire la plus répandue. Elle se traduit principalement par la

destruction du cartilage articulaire et I’inflammation de la membrane synoviale. Malgré son
incidence et son impact sur la qualité de vie des patients, il n’existe aucun traitement efficace a

ce jour, uniguement des traitements symptomatiques.

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) ont récemment été proposées comme une
approche thérapeutique pertinente pour le traitement de 1’arthrose. En effet, elles sont capables
de sécréter des facteurs anti-inflammatoires et immunomodulateurs. Des études pré-cliniques
et cliniques ont partiellement confirmé I’efficacité de 1’injection intra-articulaire (I1A) des CSM
dans le traitement de ’arthrose. Cette injection permet un ralentissement de la destruction du
cartilage, une diminution de I’inflammation, une diminution de la douleur et une amélioration
de la fonctionnalité articulaire. Malgré ces résultats prometteurs, I’injection IA de CSM
présente certaines limites qui impactent leur efficacité a long terme, notamment une faible

viabilité de ces cellules in situ et une fuite des cellules en dehors du site d’injection.

Pour remédier a ces limites, des techniques d’encapsulation de CSM dans des hydrogels ont été
développées depuis de nombreuses années. Un hydrogel est défini comme un réseau de
polymeres hydratés obtenu a partir de polymeres naturels et/ou synthétiques. Le réseau est
formé par la réticulation de ces polymeres par des liaisons non covalentes, covalentes ou
dynamiques covalentes, permettant de concevoir une structure adaptée a leur application
thérapeutique d’intérét. Ces hydrogels peuvent donc étre chargés en agents thérapeutiques tels
que des médicaments, des cellules ou des molécules bioactives, puis étre injectés dans le site

cible de maniere peu invasive.

L’encapsulation de CSM dans des hydrogels vise a améliorer la survie des cellules, a favoriser
leur action thérapeutique prolongée et a limiter leur migration indésirable hors de la zone
d’injection. De plus, la stabilité de I'nydrogel joue un réle essentiel pour assurer la présence
prolongee des CSM dans la cavité articulaire et pour exploiter pleinement leur capacité a
sécréter des facteurs thérapeutiques «a la demande » afin de répondre aux épisodes

inflammatoires de l'arthrose et d'éviter de multiples administrations au patient.

Dans le cadre de ma thése de doctorat, soutenue en décembre 2023 au sein du laboratoire RMeS
(Inserm 1229 — Nantes), nous avons exploré une approche en développant un hydrogel réticulé
par des liaisons covalentes, via la cycloaddition azoture-alcyne promue par tension de cycle
(SPAAC), une méthode de réticulation stable et cytocompatible. Cependant, la question de la

1



fragilité des liaisons covalentes se pose, car celles-ci qui pourraient se rompre sous une forte

contrainte, entrainant une potentielle fuite des cellules.

C’est pour cette raison que nous avons propose une alternative en développant des hydrogels
autoréparants a base d’esters de boronate, qui présentent la particularité de former des liaisons
dynamiques covalentes réversibles et compatibles avec une encapsulation de CSM. C’est dans
ce contexte que s’inscrit le projet Self-Healing Boronic Hydrogels for Osteoarthrisis
(SHELBY), financé par Nantes Excellence Trajectory (NEXT), ayant pour but I’encapsulation
et I’injection intra-articulaire de CSM dans un hydrogel innovant. Ce projet multidisciplinaire
est une collaboration entre trois laboratoires de Nantes : le laboratoire RMeS avec les Docteurs
Catherine LE VISAGE et Vianney DELPLACE (Inserm), le laboratoire CEISAM avec le
Docteur Arnaud TESSIER (CNRS) et le laboratoire BIA avec le Docteur Denis RENARD
(INRAE). Ces liaisons dynamiques covalentes du réseau d’hydrogel nous intéressent
particulierement car elles permettent la déformation de 1’hydrogel sous la contrainte, comme

les contraintes mécaniques de ’articulation, tout en assurant la stabilité de I'nydrogel.

Cette thése de pharmacie présente donc une nouvelle approche de réticulation des hydrogels,
utilisant des liaisons dynamiques covalentes, dans le but d'encapsuler des CSM au sein
d'hydrogels autoréparants en vue d’une thérapie cellulaire de I'arthrose, avec une attention
particuliéere aux hydrogels a base d'esters de boronate, afin d'optimiser l'injection intra-

articulaire chez les patients atteints d'arthrose.

Ce manuscrit de thése constitue une revue de la littérature axée sur trois principaux domaines :
(1) l'arthrose, en explorant sa physiopathologie et les approches thérapeutiques qui lui sont
associées ; (2) la thérapie cellulaire de I'arthrose, en se concentrant sur les cellules souches
mésenchymateuses, les hydrogels et I'encapsulation cellulaire ; et enfin, (3) la conception
d'’hydrogels autoréparants a base d'esters de boronate. Cette derniére partie abordera les
différentes molécules envisagées pour la formation de ce réseau, ainsi que les applications

biomédicales émergentes de ces hydrogels.



1 L’arthrose

L'arthrose est la maladie articulaire la plus répandue dans le monde, c’est une cause majeure de

douleur et d'incapacité physique, sans qu'aucun traitement curatif ne soit disponible a I'neure
actuelle (1).

1.1 Geénéralités

L’arthrose est une affectation multifactorielle qui peut étre causée par une combinaison de
facteurs génétiques, environnementaux et liés au mode de vie, notamment le vieillissement, le

surpoids ou les traumatismes articulaires (1).

Plusieurs organisations ont cherché a proposer une définition actualisée et plus moderne de
I’arthrose. Selon 1’Osteoarthritis Research Society International (OARSI), 1’arthrose est une
maladie qui affecte les articulations mobiles, caractérisée par des contraintes cellulaires et une
altération de la matrice extracellulaire. Elle commence par un déreglement au niveau
moléculaire, marqué par un métabolisme anormal de tissus articulaires, et évolue ensuite vers
des perturbations anatomiques et/ou physiologiques, se traduisant principalement par la
dégradation du cartilage, I’inflammation de la membrane synoviale et le remodelage osseux,
conduisant a I’installation de la maladie. Sur le plan clinique, 1’arthrose se caractérise par des
douleurs articulaires, une géne fonctionnelle, une limitation des mouvements, une rigidité

articulaire ainsi qu’une inflammation locale (2).

Le fardeau de la maladie devrait s’alourdir avec I’augmentation de la prévalence de I’obésité et
I’allongement de I’espérance de vie de la population mondiale. Selon une étude datant de 2015
portant sur la charge mondiale de morbidité, l'arthrose se classait au 13°™ rang en termes

d'années de vie vécues avec un handicap a I'échelle mondiale (3).

L’arthrose peut étre classée en deux catégories. L'arthrose primaire ou idiopathique résulte
d'une combinaison de facteurs de risque, les plus importants étant I'age et I'obésité. Dans
I’arthrose secondaire, une maladie ou une affection est généralement responsable de la
pathologie (e.g. les infections, les traumatismes, les interventions chirurgicales sur les structures

articulaires et les anomalies articulaires a la naissance) (4).



1.2 Epidemiologie

La prévalence de I’arthrose est supérieure a 7 % de la population mondiale, soit plus de
500 millions de personnes. Le nombre de personnes touchées dans le monde a augmenté de
48 % entre 1990 et 2019 (5). Elle affecte 1 personne sur 5 dans la population générale et
1 personne sur 3 chez les plus de 50 ans (1). Bien qu’elle puisse toucher n’importe quelle
articulation, 1’arthrose est plus fréquente au niveau du genou, représentant 365 millions de
personnes dans le monde, suivi de la main (142 millions) puis de la hanche (33 millions) (6).
La prévalence de I’arthrose augmente en fonction de 1’age, de I’indice de masse corporelle, du
sexe et de la sollicitation répétée des articulations dans le cadre d’activités sportives ou
professionnelles. 11 a été montré que 1’obésité multiplie par trois le risque d’arthrose du
genou (7). En France, selon la Société Francaise de Rhumatologie (SFR), cette maladie
concerne environ 17% de la population, soit 11 millions de francais et dont la moitié sont

symptomatiques. A I’horizon 2030, elle touchera 22% de la population en France.

1.3 Etiologie

Le processus physiopathologique de 1’arthrose est li¢ a plusieurs facteurs de risques identifiés,
qui peuvent étre divisés entre ceux qui agissent au niveau de la personne et ceux qui agissent
au niveau des articulations. Les premiers comprennent 1’age croissant, les troubles
métaboliques générés par I’obésité ou un diabete, le sexe féminin, les facteurs génétiques et la
biomécanique des articulations. Les seconds comprennent les Iésions articulaires, un exces de
pression dans I’articulation (e.g. surcharge pondérale, activité physique trop intense, contraintes
articulaires répétées), certaines maladies de I’articulation telles que la polyarthrite rhumatoide,
la fragilité naturelle du cartilage et le mauvais alignement des articulations (7). Pour
comprendre les origines de I'arthrose et choisir des cibles pour sa prévention et son traitement,
il est essentiel d'identifier les facteurs de risque.



1.4 Physiopathologie

Une articulation saine relie deux os adjacents, recouverts d’une couche de cartilage articulaire
et entourés d’une capsule appelée membrane synoviale. L'arthrose est une maladie de
I'ensemble de I'articulation qui se manifeste principalement par une dégradation voire une perte
du cartilage articulaire, une inflammation de la membrane synoviale, des modifications de I’os
sous-chondral, la formation d’ostéophytes (excroissances osseuses) et une hypertrophie de la
capsule articulaire (Figure 1). Cette maladie est caractérisée par un déséquilibre entre la

réparation et la destruction des tissus articulaires (8).

Genou sain . Genou arthrosique

Destruction du cartilage

Inflammation de la
membrane synoviale

X © e Ostéophytes

\ / Sclérose sous-chondrale
{)

\

Figure 1 : lllustration de la pathologie de I’arthrose du genou, adapté de (8).

L’arthrose est une maladie évolutive qui peut prendre plusieurs années pour se développer et
qui peut également connaitre des phases de poussées, entrainant une aggravation de la maladie
et des symptdmes. La douleur mécanique et la géne fonctionnelle sont les symptémes
principaux de la maladie, réduisant la qualité de vie des patients en entrainant une instabilité
voire une incapacité physique. La raideur matinale, l'instabilité articulaire, la faiblesse
musculaire, la réduction de I'amplitude des mouvements, la fatigue et la détresse psychologique

liees a la douleur sont également fréquemment observées chez les patients (9).

La nature multifactorielle de I’arthrose fait intervenir des facteurs mecaniques, inflammatoires
et métaboliques, conduisant finalement a une défaillance de 1’articulation. La découverte de
modifications pathologiques dans tous les tissus articulaires, en raison de leur étroite association

physique et fonctionnelle, suggére de concevoir I’arthrose comme une maladie de I’articulation



en tant qu’organe. Le cartilage, la membrane synoviale et 1’0os sous-chondral semblent tous

jouer un role essentiel dans le développement de la maladie (10).

1.5 Diagnostic

L’arthrose, bien que tres courante, est une maladie complexe difficile a diagnostiquer. Le
diagnostic clinique d’arthrose repose sur la base des symptomes, tels que la douleur mécanique,
la raideur matinale et la géne fonctionnelle, ainsi que sur un examen physique avec une
détection des crépitations (i.e., bruits articulaires anormaux lors du mouvement d’une
articulation), de la faiblesse musculaire et de la restriction des mouvements. De plus, le
diagnostic de I’arthrose repose sur une radiographie simple, qui révele des signes tels qu’un
rétrécissement de ’espace articulaire, la présence d’ostéophytes, ainsi qu’une sclérose de I’os
sous-chondral (9). L’utilisation appropriée des critéres de diagnostic ¢élaborés par plusieurs
organisations professionnelles internationales, telles que 1’European League Against
Rheumatism (EULAR) ou I’American College of Rheumatology (ACR), est recommandée
(Figure 2) (11-13).

EULAR ACR

Age > 50 ans

Symptomes
Douleur au genou
Pas de raideur matinale, ou < 30 min
Limitation fonctionnelle

e | O

Signes cliniques
Crépitation
Restriction de I'amplitude des mouvements
Elargissement de [’o0s
Sensibilité du bord de I’os
Pas de chaleur palpable

00 |000

00 O

Critéeres EULAR (European League Against Rheumatism)
© Caractéristique nécessaire

Critéres ACR (American College of Rheumatology)
O Caractéristique nécessaire
() 3 ou plus de ces caractéristiques

Figure 2 : Criteres de diagnostic EULAR et ACR pour I’arthrose du genou, d’aprés (21).

Cependant, la nécessité de criteres d’arthrose précoce a été soulignée pour identifier les patients
a un stade précoce de la maladie, afin de permettre un traitement des 1’apparition des premiers

symptomes (14,15).



Malgré son incidence et son impact sur la qualité de vie des patients, seuls des traitements a

visées symptomatiques existent a ’heure actuelle pour le traitement de ’arthrose.

1.6 Prise en charge thérapeutique de I’arthrose

Les patients atteints d'arthrose doivent faire I'objet d'une évaluation complete (gravité et impact
fonctionnel de I'arthrose, perception personnelle de leur santé) afin de garantir une stratégie de
gestion personnalisée et adaptée a leurs besoins. La prévention demeure un pilier fondamental
de la prise en charge de I’arthrose, s’adressant également aux personnes non atteintes par la

pathologie, mais présentant des facteurs de risques susceptibles de développer la maladie.

Les approches modernes de la prise en charge de I’arthrose se focalisent sur une approche
multidisciplinaire centrée sur le patient et englobant des changements de style de vie, des
séances de kinésithérapie, des traitements médicamenteux et des interventions chirurgicales.
L’objectif principal de ces traitements est de gérer les symptomes, d’améliorer la mobilité

articulaire et de prévenir d’autres Iésions articulaires.

En 2020, la SFR a établi des recommandations quant a la prise en charge pharmacologique de
I’arthrose du genou. Cing principes géenéraux ont été émis sur « 1) la nécessité de combiner
traitements pharmacologiques et non pharmacologiques, 2) la personnalisation de la prise en
charge, 3) I’objectif symptomatique et/ou fonctionnel des traitements pharmacologiques, 4) la
nécessité d’une réévaluation médicale régulicre des traitements et 5) la discussion d’une

arthroplastie en cas d’échec du traitement médical » (16).

1.6.1 Directives
Des lignes directrices pour la prise en charge de ’arthrose ont été élaborées par plusieurs
organisations professionnelles internationales telles que ’EULAR (17), ’OARSI (18,19) ou
encore I’ACR (20) (Figure 3). Toutes les directives recommandent 1’éducation pour la santé, la
promotion de I’autogestion et une combinaison multidisciplinaire centrée sur le patient. Les
traitements non pharmacologiques sont fortement recommandés et sont considérés comme un
traitement de premiére intention. L’exercice physique régulier, la perte de poids en cas de
surpoids, la chirurgie, les informations sur la maladie, sur la physiopathologie et sur I’imagerie

diagnostique sont des aspects trés importants pour 1’éducation du patient.



[ Exercice physique ]

[ Programmes d’auto-efficacité et d’auto-gestion ]
[ Perte de poids ]
[ Orthese ] [ Attelle ]

Chaleur, refroidissement thérapeutique

Thérapie cognitivo-comportementale

psychocorporelles

Acuponcture
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Entrainement a I'équilibre
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[ Paracétamol ]
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Stéroides intra- . . .
R . [ Stéroides intra-articulaires ]
articulaires
Tramadol
Duloxétine
Chondroitine Capsaicine topique

t

[ Fortement recommandé ] Recommandé dans certaines conditions

Figure 3 : Thérapies recommandées par I’ACR pour la prise en charge de [’arthrose, adapté de (20).

1.6.2 Traitements non pharmacologiques

Les méthodes non pharmacologiques telles que 1’éducation et la prise en charge personnelle,
I’activité sportive, la perte de poids avec des objectifs réalistes, I’encouragement et les aides a
la marche sont largement recommandées et considérées comme les traitements de premiére
intention dans I’arthrose. Les patients doivent comprendre leur pathologie (comme par exemple
I’échec de la réparation de I’articulation), leurs propres facteurs de risques et leur pronostic. Les
aides a la marche, telles que les attelles, les ortheses, les dispositifs d’adaptation et les
chaussures a semelles épaisses sans élévation du talon, sont largement recommandées dans
toutes les lignes directrices. Elles peuvent réduire les symptémes et faciliter les activités de la

vie quotidienne des patients atteints d’arthrose (4,21).



L’activité physique (e.g., exercices de renforcement musculaire et exercices aérobiques
généraux) et la perte de poids sont particulierement utiles pour réduire la douleur et améliorer
le mouvement des articulations. Les patients doivent étre encouragés a faire de 1’exercice et a
perdre du poids, ils doivent étre informes de leurs avantages et doivent recevoir des conseils
diététiques. Les recommandations hygiéno-diététiques sont désormais considerées comme des
¢léments clé de la prise en charge de I’arthrose par modifications du mode de vie du patient. La
combinaison d’un régime alimentaire et de 1’exercice physique améliore les effets sur la douleur
et sur la fonction articulaire, avec comme défi le maintien de la perte du poids a long terme (22—
24).

1.6.3 Traitements pharmacologiques

Avant de prescrire un traitement pharmacologique, 1’age, les médicaments concomitants et les
affections comorbides (en particulier cardio-vasculaires et gastro-intestinales) doivent étre pris
en compte pour chaque individu. Les traitements pharmacologiques sont énumérés dans le
Tableau 1 (liste non exhaustive) (4,9,21).

Traitements o
) Utilisation dans ’arthrose Limites
pharmacologiques

Traitement de 1% intention, trés
Paracétamol recommandé, utile en association avec Probléme de sécurité

d’autres traitements

Traitement de 1% intention, o o
) . Pénétration articulaire et
recommandés et couramment utilisés,

AINS topiques ) ) L multiples applications
meilleur profil de sécurité que .
guotidiennes
AINS oraux
Couramment utilisés, amélioration o o
AINS oraux : non o ) Toxicité (complications
o o clinique pertinente de la douleur et de la ) )
sélectifs et inhibiteurs ) L gastro-intestinales et
o fonction, utilisation limitée a court terme ) )
sélectifs de la COX-2 cardiovasculaires)

a la plus petite dose possible

Utilisés de maniére variable selon les Toxicité (étourdissements,
pays, mais restent la seule option pour les nausées, constipation,
Oniaid personnes non tolérantes aux AINS ou chutes), risque
Plotes qui ne devraient pas y étre exposés, d’accoutumance et de
découragement général de la prescription surdosage, faible gain

de ces produits pondéré par les El




Les lignes directives de I’OARSI et
Duloxétine : inhibiteur du I’ ACR recommandent son utilisation, o
) . . Preuves limitées de son
recaptage de la sérotonine autorisée pour les douleurs o
o . ] utilisation
et de la noradrénaline musculosquelettiques aux Etats-Unis (pas
en Europe)
Recommandés pour I’arthrose du genou Preuves des bénéfices
Corticostéroides intra- et de la hanche chez les patients résistants clinigues restent peu
articulaires aux analgésiques oraux ou topiques, claires (faible qualité
avantages analgésiques a court terme globale des essais)
_ ) Résultats des essais
AASAL (nutraceutiques) : Ne sont pas recommandées dans les o o
] ) o B cliniques contradictoires,
glucosamine et lignes directives publiées par les o
. ) ) ) pas d’avantages cliniques
chondroitine sulfate organismes internationaux )
pertinents dans I’ensemble

Tableau 1 : Liste non exhaustive des traitements pharmacologiques pour le traitement de I’arthrose (4,9,21).
AINS = anti-inflammatoire non stéroidien ; AlS = anti-inflammatoire stéroidien ; AASAL = anti-arthrosique symptomatique
d’action lente ; COX-2 = cyclo-oxygénase 2 ; El = effets indésirables.
Les traitements actuels sont donc modérément efficaces et soulagent uniquement les
symptomes des patients (douleur et géne fonctionnelle). La plupart des patients atteints

d'arthrose ont des douleurs persistantes malgré la prise des thérapies qui leur sont prescrites.

1.6.4 Viscosupplémentation

L'acide hyaluronique est un glycosaminoglycane présent dans le liquide synovial et le cartilage.
L’injection IA d’acide hyaluronique améliore la mobilité grace a ses propriétes viscoélastiques
qui confeérent au liquide synovial des propriétés de lubrification et d’absorption des chocs. Le
traitement comporte une injection par semaine, avec une durée du traitement de 2 a 5 semaines.
Les résultats apparaissent aprés quelques jours et persistent jusqu'a 1 an dans le meilleur des cas.
Aujourd’hui, I'utilisation de I’acide hyaluronique dans 1’arthrose reste controversée et n’est
généralement pas recommandée. En effet, des études sur I’injection IA d’acide hyaluronique
ont indiqué que le bénéfice de son utilisation est limité et n’a pas montré de pertinence

significative dans 1’arthrose (25-27).
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1.6.5 Approches chirurgicales

La chirurgie ne doit étre envisagée que lorsque toutes les autres méthodes appropriées et moins
invasives ont ét¢ mises en ceuvre. Elle représente la solution extréme pour traiter 1’arthrose a
un stade tres avancé, caractérisee par la dégradation presque totale du cartilage articulaire
conduisant a une articulation non fonctionnelle. Les informations concernant les avantages et

les risques de la chirurgie doivent étre correctement expliquées au patient (28).

L’arthroscopie est une technique chirurgicale mini-invasive qui utilise un arthroscope, un tube
mince muni d'une caméra, pour visualiser l'intérieur de I'articulation. Elle permet au chirurgien
d’examiner ’articulation, d'effectuer des réparations mineures, de retirer des tissus ou des
débris endommagés, et de traiter divers problémes articulaires en temps réel. L’intérét
thérapeutique de 1’arthroscopie est controversé avec plusieurs essais montrant une faible

amélioration de la douleur et de la géne fonctionnelle chez les patients (28).

L'ostéotomie est une intervention chirurgicale permettant de rééquilibrer les pressions en
transférant la charge du compartiment malade vers le compartiment sain. Elle est souvent
utilisée pour les articulations de charge comme la hanche ou le genou, et est limitée aux patients
souffrant d’arthrose unicompartimentale. L’ostéotomie vise principalement a diminuer la

douleur, a améliorer la fonction et éventuellement a ralentir la progression de ’arthrose (28).

L'arthroplastie est une procédure chirurgicale majeure consistant a remplacer l'articulation
endommagée par une prothese. Cette approche vise a réduire la douleur, a améliorer la mobilité
et a restaurer la fonction articulaire. Elle est envisagée uniquement pour les patients qui n’ont
pas répondu de manieére appropriée aux autres traitements et dont 1’état fonctionnel est
séverement altéré. C’est une procédure tres efficace pour les personnes atteintes d’arthrose en

phase terminale, bien que son rétablissement soit généralement de longue durée (28).

A ce jour, aucun traitement n’est capable de modifier ou stopper les dommages induits par la
maladie. Les traitements symptomatiques permettent, au mieux, le soulagement de la douleur
et de la géne fonctionnelle. Le principal défi est donc le développement de nouveaux traitements
strs et efficaces pour I’arthrose, comprenant simultanément la modification de sa progression

structurelle et la réduction de ses conséquences symptomatiques (29).
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1.7 Nouvelles approches thérapeutiques

Cette partie se concentre sur les nouvelles approches thérapeutiques a diverses phases de
développement clinique, dans le but d’améliorer la gestion de la douleur tout en inhibant les
phénomenes inflammatoires et dégénératifs qui contribuent a la pathogénese de la maladie
(Figure 4).

Oy

Figure 4 - Les nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement de I'arthrose

1.7.1 Traitements ciblant les processus de la douleur

Les options thérapeutiques actuelles pour traiter la douleur chronique chez les patients atteints
d’arthrose sont limitées et peuvent avoir des effets indésirables importants. Par conséquent, des
ressources considérables ont été consacrées au développement de nouveaux médicaments

efficaces et slirs pour contrdler la douleur liée a 1’arthrose.

1.7.1.1 Anticorps monoclonaux dirigés contre le facteur de croissance nerveuse
Le facteur de croissance nerveuse (NGF) est une protéine neurotrophique qui active les
neurones nociceptifs responsables de la transmission de la douleur et exerce ses effets sur les
neurones par I’intermédiaire de récepteurs tyrosine kinase. Depuis prés de 20 ans, les anticorps
monoclonaux dirigés contre le NFG ont montré des résultats encourageants pour soulager la
douleur chez les patients atteints d’arthrose (30). Néanmoins, I’ Agence fédérale américaine des
produits alimentaires et medicamenteux (FDA) a suspendu les essais en cours en 2010 en raison
de rapports signalant des effets indésirables graves, de progression rapide de 1’arthrose et d’une
augmentation de la demande d’arthroplastie (31). Les essais ont repris en 2015 avec des
conditions strictes, notamment une surveillance étroite, des doses limitées (i.e., 2,5 mg et 5 mg)

et des restrictions d’inscriptions (32).
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o ) Articulation ; ID et phase de
Médicament | Cible . Résultats
touchee I’étude

Réductions significatives de la douleur et
Tanezumab NGF Hanche et amélioration de la fonction physique a 16 | NCT02697773
(33) genou semaines, mais arthrose évoluant Phase Il

rapidement et arthroplastie plus fréquentes

Réductions significatives de la douleur, de
Tanezumab NGF Hanche et la fonction physique et de I’évaluation NCT02709486
(34) genou globale de I’arthrose a 24 semaines, mais Phase 111

arthrose évoluant rapidement plus fréquente

Efficacité précoce et durable de tanezumab
sous-cutané ou des AINS oraux jusqu'a 56
semaines, avec réduction de la douleur, de
Tanezumab Hanche et ) ) ) ) NCT02528188
NGF la fonction physique et de 1’évaluation
(35) genou Phase Il
globale de I’arthrose
Tanezumab bien toléré, mais des El dose-

dépendants plus fréquents qu'avec les AINS

Réductions significatives de la douleur, de

Fasinumab la fonction physique et de 1’évaluation
Hanche et NCT02447276
(REGN475) | NGF globale de I’arthrose pour toutes doses, avec
genou ] Phase I1b/111
(36) des taux d’El de 17% pour le Fasinumab vs

10% pour le placebo

Tableau 2 : Traitements ciblant les anticorps monoclonaux dirigés contre le facteur de croissance nerveuse
(El = effets indésirables).

1.7.1.2 Canaux ioniques
Les canaux ioniques jouent un réle important dans la transmission des signaux de la douleur. Il
est possible de bloquer cette transmission en ciblant certains de ces canaux, tels que les canaux
TRPV1, qui ont été identifiés comme des cibles thérapeutiques prometteuses pour le traitement
de la douleur dans I’arthrose (37). Le TRPV1 (récepteur transitoire de la sous-familles V
membre 1) est un canal ionique non sélectif exprimé par les neurones sensoriels responsables
de la régulation de la température corporelle et de la transmission des signaux de la douleur au

cerveau.
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Articulation

nécessaire d’ajuster les doses car

El de perception thermique

Médicament Cible . Résultats ID de I’étude
touchée
Capsaicine Canal Réduction significative de la
) | NCT02558439
(CNTX-4975) TRPV1 Genou douleur a 24 semaines, bon profil Shase 11
ase
(38) (agoniste) de sécurité, phases Il en cours
Amelioration de | Pas d’impact
) . la douleur et de sur la NCT02337543
Sujets sains - ;
Canal 1I’hyperalgésie température Phase |
NEO6860 i )
TRPV1 secondaire corporelle ni
(39) et (40) : .
(antagoniste) Tendance sur le seuil de
o NCT02712957
Genou analgésique vs douleur
] Phase 1l
placebo thermique
Réduction significative a 7 jours de
JNJ-39439335 Canal la douleur, raideur et fonction NCT00933582
(Mavatrep) TRPV1 Genou physique vs placebo, mais
(41) ) Phase |
(antagoniste)

Tableau 3 : Traitements ciblant les canaux ioniques (EI = effets indésirables).

1.7.2 Traitements ciblant les médiateurs et les processus inflammatoires

Aujourd’hui, I’inflammation fait partie intégrante du développement de 1’arthrose (42). Les

médiateurs inflammatoires libérés par les cellules articulaires jouent un rdle crucial dans la

douleur et la dégradation de I’articulation. Dans ce contexte, de nombreuses recherches se sont

concentrées sur I’inhibition de la production ou des effets de ces médiateurs inflammatoires,

tandis que d’autres ont exploré le potentiel anti-inflammatoire des cytokines pour réduire

I’inflammation.

1.7.2.1 Cytokines pro-inflammatoires

L’interleukine 1 (IL-1), I'IL-6 et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) sont les principales

cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la physiopathologie de 1’arthrose.

o ) Articulation ’
Médicament Cible . Résultats ID de I’¢tude
touchée
- IL-l 4 - ~
Anakinra . Pas d’amelioration des symptomes, | NCT00110916
(agoniste Genou )
(43) 12 semaines Phase 11

IL-1RA)
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AMG 108 IL-1 s Pas d’amélioration de la douleur, | NCT00110942
enou
(44) (inhibiteur) 12 semaines Phase 1l
Lutikizumab Genou et Amélioration limitée de la douleur
IL-1 ) o NCT02087904
(ABT-981) ) signes de et absence d’amélioration de la
(antagoniste) ) ) ) Phase 11
(45) synovite synovite, 50 semaines
N Pas d’amélioration de la douleur ni
Tocilizumab IL-6 ) ) ] NCT02477059
o Main de la fonction physique vs placebo,
(46) (inhibiteur) ) Phase Il
12 semaines
] Pas d’amélioration significative de ]
Adalimumab TNF-a ) ) ) Essali
o Main la douleur ni de la synovite vs
47 (inhibiteur) ) HUMOR
placebo, 12 semaines
] Semble efficace sur la réduction des
Adalimumab TNF-a . ] ) NCT00686439
o Genou symptomes, 12 semaines, mais pas
(48) (inhibiteur) o ) Phase I/11
de groupe témoin pour comparaison
Bien toléré, réduction de la douleur,
Adalimumab TNF-a s amélioration de la fonction et de
enou
(49) (inhibiteur) 1’évaluation globale vs AH,
4 semaines
Pas de réduction significative de la
douleur vs placebo, 24 semaines,
Etanercept TNF-a ] )
o Main mais des effets sur 1’os sous- Etude EHOA
(50) et (51) (inhibiteur) ; )
chondral et une réduction des
niveaux sériques de MMP-3

Tableau 4 : Traitements ciblant les cytokines pro-inflammatoires (AH = acide hyaluronique).

1.7.2.2 Voies de signalisation pro-inflammatoires
Jusqu’a maintenant, le choix de cibler une seule cytokine s’est révélé peu efficace. Récemment,
des approches ont été développées pour perturber les éléments en amont de la cascade de
signalisation pro-inflammatoire. La voie de signalisation du facteur nucléaire-xB (NF-xB) joue
un réle essentiel dans la synthése des cytokines pro-inflammatoires et d’autres médiateurs
majeurs associés a I’inflammation, la douleur et la détérioration des tissus. L’IxB kinase est une
enzyme clé de la voie NF-xB. Une autre approche vise a cibler la voie de signalisation de la
protéine kinase activée par le mitogene p38 (MAP-K p38), qui joue un réle clé dans la

production de médiateurs inflammatoires.
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o . Articulation .
Médicament Cible , Résultats ID de I’étude
touchée
- NCT01113333
Tendance positive sur les scores de
) o NCT01463488
douleur et de fonction articulaire, sar
) NCT01511549
et bien toléré
SAR113945 | IxB kinase Phases |
N Genou o .
(52) (inhibiteur) Efficacité supérieure mais
uniquement dans un sous-groupe NCT01598415
présentant un épanchement au début Phase Ila
de I’étude
PH-797804 NCT01102660
MAP-K Genou En cours
(53) Phase II
p39
FX-005 o NCT01291914
(inhibiteur) Genou En cours
(54) Phase I/II

Tableau 5 : Traitements ciblant les voies de signalisation pro-inflammatoires.

1.7.2.3 Cytokines anti-inflammatoires

Le XT-150 est une thérapie génigue injectable localement qui utilise la technologie de I'ADN

plasmidique pour délivrer une version brevetée de I'lL-10 humain. Le ART-102 est un vecteur

recombinant du virus adéno-associé de type 5 exprimant I’interféron p (IFN-f), sous le contrdle

transcriptionnel du promoteur répondant au facteur nucléaire k-B.

o . Articulation ’
Médicament | Cible . Résultats ID de I’étude
touchée
L NCT03282149
Reduction significative de la douleur et
XT-150 o _ NCT03477487
amélioration des scores fonctionnels vs
(55) IL-10 Genou . o Phases |
placebo, avec un bon profil de sécurité,
3 o NCT04124042
8 EIG non liés au medicament
Phase Ilb
Arthrite ) .
ART-102 ) ] El chez 3 patients sur 4, essai interrompu, | NCT02727764
IFN-B | inflammatoire
(56) . en attente de résultats pour I’arthrose Phase |
de la main

Tableau 6 : Traitements ciblant les cytokines anti-inflammatoires (EIG = effets indésirables graves ; El = effets indésirables).
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1.7.3 Traitements ciblant les modifications structurelles

Comme mentionné précédemment, I'arthrose est une maladie de I'ensemble de I'articulation qui
se manifeste principalement par une dégradation du cartilage articulaire et des modifications de
I’os sous-chondral. Un déseéquilibre entre les processus cataboliques et anaboliques entraine la
détérioration de I’articulation. C’est pourquoi de nombreuses études se sont penchées sur le
rétablissement de 1’équilibre naturel de 1’articulation, que ce soit en inhibant les voies

cataboliques, ou en améliorant les voies anaboliques.

1.7.3.1 Processus cataboliques
La voie Wnt joue un rdle essentiel dans le maintien de 1I’équilibre et la régénération des tissus
et est considérée comme un régulateur clé dans la différenciation des cellules progénitrices dans
I’articulation du genou. Une autre stratégie cible les métalloprotéinases (MMP) et les
aggrécanases (ADAMTS), des enzymes impliquées dans la dégradation de la matrice
extracellulaire (MEC), en particulier du collagéne de type II et de 1’agrécane, qui assurent
élasticité et compressibilité du cartilage. De plus, une autre approche vise la cathepsine-K, une
protéase a cystéine essentielle au remodelage osseux et récemment identifiée comme un facteur
contribuant a I'apparition et a la progression de I'arthrose. Cette découverte ouvre la voie a des
recherches sur le potentiel de la cathepsine-K en tant que cible thérapeutique pour le traitement
de l'arthrose (57). Bien que les recherches et les effets de 1’inhibition de la cathepsine-K dans
le traitement de l’ostéoporose soient bien documentés, des améliorations sont encore

nécessaires dans les études relatives a leur utilisation dans le contexte de 1’arthrose.

- . Articulation .
Médicament Cible ’ Résultats ID de I’étude
touchée
Améliorations de la douleur et de
o ) ] NCT02536833
Lorecivivint ) la fonction physique pour un
Voie Wnt Phase lla
(SM04690) o Genou sous-groupe souffrant d’arthrose
(inhibiteur) o ) NCT03122860
(58) et (59,60) unilatérale symptomatique du
. i o Phase Ilb
genou, sdr et bien toléré
PG-116800 Pas de différence significative,
MMP ] NCT00041756
(PG-530742) o Genou effets musculosquelettiques
(inhibiteur) o Phase I1
(61) graves, essai interrompu
M6495 ADAMTS-5 | Sujets sains Profil de sécurité acceptable NCT03224702
(62) (inhibiteur) masculins pour développement clinique Phase |
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Aucune différence significative

GLPG1972/ ADAMTS-5 s sur la perte du cartilage ni sur les | NCT03595618
enou
$201086 (63) (inhibiteur) symptémes vs placebo, Phase 11
52 semaines

Réduction significative osseuse
et sur la dégradation du COL2,
Balicatib Cathepsine-K mais aucune influence sur le NCT00371670
(AAES81) (64) | (inhibiteur) Genou volume du cartilage, essai Phase 11
interrompu dd a des éruptions

cutanées et fibrose dermique

Pas d’amélioration de la douleur

mais une réduction significative

) NCT02705625
) sur la progression des os et du
MIV-711 Cathepsine-K ) o Phase II
o Genou cartilage vs placebo, réduction
(65) et (66) (inhibiteur) NCT03037489

significative de la douleur et )
oo (prolongation)
bénéfices structurels dans un

sous-groupe (douleur unilatérale)

Tableau 7 : Traitements ciblant les processus cataboliques (COL2 = collagéne de type 2).

1.7.3.2 Processus anaboliques

La famille des facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) joue un rdle dans 1’équilibre
anabolique/catabolique du cartilage. Des études cliniques ont validé les propriétés de
modification de la structure du FGF-18 humain recombinant, connu sous le nom de sprifermine,
pour traiter I’arthrose du genou. La sprifermine cible les récepteurs FGFR3 présents sur les
cellules du cartilage, favorisant la chondrogenese, la formation de la matrice extracellulaire
ainsi que la réparation du cartilage. Une autre approche cible le TPX-100, un peptide
synthétique dérivé de la matrice qui stimule la formation d’os et de cartilage. Enfin, une
nouvelle thérapie vise le TGF-B, qui joue un réle important dans la régulation de I’homéostasie
et des maladies articulaires. Dans 1’arthrose, une perturbation de cette homéostasie peut survenir
en raison d’un dysfonctionnement ou d’une diminution de I’activité de TGF-B, conduisant a
une détérioration de la structure et de la fonction du cartilage. TissueGene-C est une thérapie
génique a médiation cellulaire impliquant des chondrocytes humains allogéniques
génétiqguement modifiés exprimant le TGF-p1 (GEC-TGF-p1).
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o ) Articulation .
Médicament Cible ’ Résultats ID de I’étude
touchee

Bon profil sécurité, avec réduction de

) ) la perte de 1’épaisseur du cartilage FT
Sprifermine NCT01033994
FGF-18 Genou et FTL, pas de changement de
(67,68) o ] Phase |
1I’épaisseur du cartilage FTCM vs

placebo, 12 mois

Amélioration de 1’épaisseur du
cartilage de I’articulation FT totale, NCT01919164

Sprifermine ) )
FGF-18 Genou maintenue jusqu’a 5 ans, pas Phase Il
(69) et (70) o _
d’amélioration de la douleur nide la | (FORWARD)
fonction articulaire, 2 ans
Diminution significative du
NCT01925261
TPX-100 changement de la forme de 1’0s vs
MEC Genou o o Phase 11
(71) placebo, corrélation avec 1’épaisseur
du cartilage, 12 mois
. ) NCT01221441
Effets positifs sur la fonction
) o Phase Il
TissueGene-C articulaire, la douleur vs placebo
o . ) NCT03291470
(GEC-TGF-B1) | TGF-p1 Genou Suivi IRM aprés 1 an : moins de
) o ] NCT03203330
(72) et (73) progression des Iésions du cartilage
) Phases Il (en
et de la synovite
cours)

Tableau 8 : Traitements ciblant les processus anaboliques (FT = fémoro-tibial, FTL = fémoro-tibial latéral,
FTMC = fémoro-tibial médian central).

Les avancées récentes dans la compréhension de 1’arthrose ont mis en évidence I’importance
cruciale de plusieurs nouvelles voies. Actuellement, de nombreuses approches thérapeutiques
sont en cours d’exploration dans le but de soulager la douleur, de réduire I’inflammation et de
modifier la progression de la maladie. Cependant, I'arthrose est une maladie tres hétérogene et
multifactorielle qui implique I'ensemble de l'articulation. Un traitement qui se concentre
uniquement sur un seul tissu articulaire, une seule voie de signalisation ou un seul facteur peut
se révéler inefficace, comme en témoigne les résultats décevants observés dans de nombreuses
études cliniques chez I’Homme. 1l est probable que le développement d’une thérapie combinant
differentes stratégies soit plus efficace pour contrdler a la fois les symptomes et la progression

structurelle de la maladie.
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2 La thérapie cellulaire pour I’arthrose

La thérapie cellulaire vise a restaurer la fonction d’un tissu ou d’un organe en greffant des
cellules. Son objectif principal est d’offrir un traitement durable en utilisant, de préférence, une
seule administration de cellules thérapeutiques. La découverte des cellules souches
mésenchymateuses (CSM) a ouvert de nouvelles perspectives dans le domaine de la thérapie
cellulaire et de la médecine régénérative, en particulier grace a leur capacité a sécréeter des

facteurs anti-inflammatoires et immunomodulateurs (74).

2.1 Les cellules souches mésenchymateuses

2.1.1 Généralités
Les CSM sont des cellules hétérogeénes capables de s’auto-renouveler, de se différencier en
plusieurs lignées et d’exercer leurs effets paracrines. Elles ont été découvertes dans les

années 70 par Friedenstein et al (75).

En raison de I’essor de nombreuses études portant sur les propriétés des CSM, 1’International
Society for Cellular Therapy (ISCT) a établi des critéres minimaux a respecter pour qu’une
cellule puisse étre qualifiée de cellule stromale mésenchymateuse (Figure 5). Tout d’abord, les
CSM doivent adhérer au plastique lorsqu’elles sont maintenues dans des conditions de culture
standard. Ensuite, plus de 95% de la population des CSM doit exprimer les marqueurs positifs
CD105, CD73 et CD90 ; a I’inverse, moins de 2% de la population des CSM doit exprimer les
marqueurs négatifs CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 et HLA classe II. Pour
finir, les CSM sont définies comme des cellules multipotentes et doivent étre capables de se

différencier en ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes dans des conditions de différenciation

in vitro standard (76).
Adhérence au plastique
Ko Positive (290%)

CD105,CD73,CD90

4
—— Phénotype A
~a Négative (=2%)
CD45, CD34, CD14 ou D11b,
CD79a ou CD19, HLA-DR
Cellules souches
mésenchymateuses (CSM)
Différentiation in vitro

U Osteoblaste Chondrocyte Adipocyte

Auto-renouvellement ) / . Y )

Figure 5 - Caractéristiques des CSM (76)
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Initialement identifiées et isolées a partir de la moélle osseuse, les CSM peuvent désormais étre
isolées a partir de nombreux types de tissus tels que le tissu adipeux, le sang de cordon
ombilical, la peau, le tendon, le muscle et la pulpe dentaire (77). Les cellules souches
mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux (ASC) offrent des avantages techniques par
rapport a d’autres sources de CSM : disponibilité et abondance du tissu, facilité de prélévement
par liposuccion et procédure moins invasive. De plus, les ASC possédent un potentiel de

différenciation élevé ainsi qu’une bonne capacité de prolifération (78).

Les CSM représentent donc une source de cellules pertinente pour les applications en ingénierie
tissulaire, car elles peuvent se différencier en trois types cellulaires différents et peuvent étre
rapidement multipliées en grandes quantités apres leur isolement a partir de différentes sources
tissulaires. En plus de ces propriétés, les CSM ont également suscité un grand intérét en raison
de leurs capacités immunomodulatrices et sécrétrices, reposant a la fois sur leurs interactions

directes avec d’autres cellules et de leur mode d’action paracrine (79).

2.1.2 Propriétés de sécrétion et immunomodulation

Les CSM se distinguent par leur capacité a moduler leur comportement en fonction de
I'environnement dans lequel elles évoluent. Lorsqu'elles sont exposées a un
microenvironnement inflammatoire, les CSM sont activées, libérant des médiateurs
inflammatoires. Les facteurs thérapeutiques solubles sécrétés par les CSM incluent notamment
des cytokines anti-inflammatoires, des facteurs de croissance, des exosomes et des chimiokines.
Ces substances bioactives sont connus pour moduler la réponse immunitaire et réduire

I'inflammation (80).

Cette sécrétion de facteurs exerce des effets significatifs sur diverses cellules du
microenvironnement. Les CSM activées modulent les réponses immunitaires en réduisant
I’activation et la prolifération des cellules B, en inhibant la prolifération des cellules T pro-
inflammatoires, tout en favorisant la génération de cellules T régulatrices. De plus, les CSM
activees influent sur les chondrocytes, en favorisant leur régénération et leur différenciation,

participant ainsi a la préservation de l'intégrité du cartilage articulaire (Figure 6) (81,82).
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Figure 6 - Schéma du concept de la thérapie cellulaire de I'arthrose, basée sur la capacité des CSM a produire des facteurs
thérapeutiques solubles en réponse a leur activation (80)

Ainsi, grace a leur capacité de différenciation multi-lignées, leur capacité a moduler la réponse
immunitaire, leur activité paracrine, leur facilité de prélevement a partir des tissus sources et
leur excellent potentiel de prolifération in vitro, les CSM sont reconnues comme une source

idéale pour la thérapie dans le domaine de la régénération tissulaire, ainsi que pour le traitement

des maladies inflammatoires.

2.1.3 Injection intra-articulaire de CSM pour le traitement de 1’arthrose

Les propriétés anti-inflammatoires, immunomodulatrices et sécrétrices des CSM ont conduit au
développement de nouvelles thérapies permettant leur injection 1A chez les patients atteints
d’arthrose. Des études pré-cliniques ont démontré que 1’injection IA de CSM est associée a un
ralentissement de la destruction du cartilage et une diminution de I’inflammation (83,84).
Plusieurs études chez I’animal ont également démontré que des injections multiples de CSM
permettent d’améliorer et de prolonger les effets observés par rapport a une seule injection (85—

87).

De plus, I’injection IA de CSM a révélé une diminution de la douleur et une amélioration de la
fonctionnalité articulaire chez I’Homme (88-93). Parmi les nombreuses études de phase 1 et 11
en cours, on peut notamment citer ADIPOA et ADIPOA-2 (Adipose derived mesenchymal

stromal cells in patients with knee osteoarthritis). Ces études ont démontré que I’injection TA
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de CSM chez des patients souffrant d’arthrose du genou a conduit a des améliorations

significatives des niveaux de douleurs et de la fonction par rapport a la situation de départ.

Tous les resultats de ces études suggerent que la présence prolongée des CSM au sein de
I’articulation est nécessaire pour maximiser les effets du traitement (Figure 7). Cependant, des
recherches in vitro et in vivo ont révélé deux principales limites de 1’injection IA des CSM : (i)
les méthodes d’injection utilisées entrainent une mort cellulaire importante aprés injection dans
I’espace articulaire (94), et (ii) une fuite des cellules hors de la zone d’injection est observée en

raison de leur tendance a migrer (95,96).

Une approche thérapeutique pertinente, mais encore limitée...

|
Y

1
LE

Injection intra-articulaire sl - )
de CSM

Figure 7 - Synthése des effets positifs et des limites liées a l'injection intra-articulaire de CSM dans la thérapie cellulaire de
l’arthrose

Dans ce contexte, le développement de techniques d’encapsulation de cellules a été suggéré

afin d’améliorer la thérapie cellulaire de I’arthrose, éviter les administrations multiples et

remédier aux limites de I’injection IA des CSM.

2.2 L’encapsulation cellulaire

L’encapsulation cellulaire a été introduite pour la premiére fois en 1980 par Lim et Sun pour
éviter les effets immunosuppresseurs lors de I'injection de cellules pancréatiques chez des rats
diabétiques (97). Depuis, elle a suscité un intérét croissant en tant que moyen potentiel pour la

médecine régénérative et I'administration de médicaments a long terme.

2.2.1 Généralités
L'objectif principal de I'encapsulation cellulaire est de protéger les cellules des forces
mécaniques auxqguelles elles sont soumises lors de leur injection dans I'organisme, tout en

favorisant leur survie, leur fonctionnalité, et leur immobilisation dans le tissu cible.

L’utilisation d’hydrogels pour I’injection de cellules a été investiguée en comparant leur

viabilité, qu’elles soient encapsulées ou non dans de 1’alginate, apres injection a travers une
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aiguille. Les cellules non encapsulées présentaient une viabilité cellulaire de 59 %, tandis que
I’encapsulation dans 1’alginate réticulé au calcium a considérablement amélioré la viabilité
cellulaire a 89 % (94). Cette différence met en évidence ’efficacité de 1’hydrogel pour protéger
les cellules des contraintes de cisaillement lors de I’injection, renforcant ainsi leur potentiel

thérapeutique.

L’encapsulation cellulaire offre un potentiel prometteur dans le traitement de l'arthrose en
surmontant les limitations de l'injection 1A de cellules libres au sein de 1’articulation et en
évitant les administrations multiples chez le patient. Il est donc essentiel de tenir compte de
paramétres fondamentaux tels que la taille des hydrogels, leurs propriétés mécaniques, ainsi

que la diffusion des molécules au travers.

De plus, la stabilité des hydrogels doit résister aux contraintes articulaires, car toute perte de
I'intégrité des hydrogels peut entrainer la libération des CSM encapsulées, avec le risque de
migration vers d'autres tissus. La stabilité de I'nydrogel joue un réle essentiel pour assurer la
présence prolongée des CSM dans la cavité articulaire et pour exploiter pleinement leur capacité
a sécréter des facteurs thérapeutiques a la demande afin de répondre aux épisodes
inflammatoires de I'arthrose et d'éviter de multiples administrations au patient (98).

Enfin, une diffusion bidirectionnelle est essentielle afin d’établir une communication entre les
cellules encapsulées dans 1’hydrogel et les cellules environnantes. Dans un environnement
inflammatoire, les molécules pro-inflammatoires entrent dans I’hydrogel pour stimuler les CSM
encapsulées, et en réponse a ce stimulus, les CSM libérent des molécules anti-inflammatoires

qui sortent de I’hydrogel et exercent leurs effets sur les cellules cibles (Figure 8) (99).

R
Microenvironnement o ~ Facteurs anti-inflammatoires
inflammatoire ° et immunomodulateurs

CSM + hydrogel

Figure 8 - Schéma illustratif de la diffusion bidirectionnelle de I’encapsulation des CSM
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2.2.2 Les hydrogels

Un hydrogel est défini comme un réseau tridimensionnel de polymeres hydratés, formé par des

liaisons ou interactions chimiques entre les chaines de polymere (Figure 9). Les hydrogels ont
été developpés et utilisés dans diverses applications biomédicales telles que la délivrance de
petites molécules, de protéines, et de cellules, ainsi que pour des applications d’ingénierie
tissulaire (100,101).

Polymere

Noeuds de
réticulation

Eau

Figure 9 : Représentation schématique d’un hydrogel

La caractérisation des hydrogels inclut notamment I’évaluation de leurs propriétés mécaniques,
de leur capacité de gonflement, de la taille des mailles du réseau et de leur dégradation.
Les propriétés physicochimiques des hydrogels dépendent fortement du type de réticulation, de
la densité de réticulation, du poids moléculaire et des polymeres utilisés (102).

Il existe différents types d'hydrogels qui peuvent étre classés en fonction de leur origine/source
(polymeres naturels ou synthétiques), ou en fonction des méthodes de réticulation (liaisons non

covalentes, covalentes ou dynamiques covalentes).

2.2.2.1 Polymeres utilisés en médecine régénératrice
Les hydrogels peuvent étre obtenus a partir de polymeres naturels et/ou synthétiques. Les
polymeéres naturels sont généralement dérivés de protéines, tels que la gélatine, le collagéne et
la fibrine, ou de polysaccharides, tels que I’alginate et I’acide hyaluronique. Ils sont
relativement peu codteux et ont des origines différentes telles que les plantes ou les animaux
(103). Les polymeres naturels peuvent former un gel grace a des interactions physiques entre
leurs chaines ou, dans certains cas, par une réticulation ionique avec des ions. Les hydrogels
préparés a partir de ces polymeéres offrent un avantage en raison de leur cytocompatibilité.
Cependant, I’obtention de ces polymeéres peut nécessiter des procédés d’extraction et de

purification qui peuvent impliquer ’utilisation de traitements chimiques lourds (104,105).

D’autre part, les hydrogels peuvent étre formés a partir de polymeres synthétiques, tels que le
poly(éthylene glycol), le poly(acrylamide) ou encore le poly(alcool vinylique). Les hydrogels
préparés a partir de polymeres synthétiques se caractérisent par des propriétés mécaniques

fortes et plus reproductibles, ainsi qu’une meilleure stabilité chimique. IIs permettent de
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s’adapter aux besoins spécifiques de chaque application, comme par exemple des conditions

physiologiques requises pour 1’encapsulation de cellules (104,105).

2.2.2.2 Méthodes de réticulation
En fonction des polymeres et des molécules réactives impliquées, le réseau des hydrogels peut
se former via des liaisons non covalentes, des liaisons covalentes ou des liaisons dynamiques
covalentes. Le choix entre ces types de liaisons dépend fortement de I'application spécifique du

réseau hydrogel, de ses exigences en termes de stabilité, de réactivité et de flexibilité.

Type de liaisons Avantages Inconvénients

- Autoassemblage, réseaux

o simples - Sensibles aux conditions
Liaisons non ) o ] .
- Réversibilité propice aux environnementales
covalentes . . _ _
adaptations structurelles - Forces d’interactions faibles

(réversibles) . . e o
(déformation de 1’hydrogel sous la | - Stabilité du réseau limitée

contrainte)

- Hydrogels stables - Irréversibilité des liaisons :

Liaisons covalentes - Réseaux complexes, matériaux | possible rupture du gel apres
(permanentes) plus résistants une forte contrainte
- Propriétés ajustables - Moins adaptable

- Hydrogels autoréparants

o ) - Réversibilité propice aux - Sensibles a I’environnement
Liaisons dynamiques ) o
adaptations structurelles - Peuvent nécessiter des
covalentes ) ) o o
o (deformation de I’hydrogel sous la conditions spécifiques
(réversibles) ) o o
contrainte) (limites applications)

- Hydrogels stables

Tableau 9 - Systémes de réticulation envisageables pour la conception d’hydrogels et I'encapsulation de CSM
2.2.2.2.1 Liaisons non covalentes

Les liaisons non covalentes (Figure 10), telles que les interactions ioniques, les liaisons

hydrogéne ou les forces de Van der Waals, jouent un role essentiel dans I'assemblage des

chaines polymeéres. Ces interactions faibles mais réversibles permettent une certaine souplesse

et adaptabilité dans la structure du réseau hydrogel, facilitant des applications telles que les

médicaments a libération controlée et les supports de culture cellulaire. L’intervention d’un

facteur externe tel que la température, le pH, la lumiére ou la concentration ionique, peut initier
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la formation d’un réseau. Néanmoins, la présence d’un facteur externe pourrait, au contraire,

entrainer la déstabilisation du réseau (106).

Par exemple, la réticulation réversible de 1’alginate avec les ions divalents, tels que le calcium,
permet la création de ponts ioniques entre les chaines de polymeres, a température et pH
physiologiques. Les alginates réticulés par voie ionique sont largement utilisés dans le domaine
biomédical et I’ingénierie tissulaire en raison de leur caractére généralement non toxique pour
les cellules et les molécules encapsulées. Cependant, la présence d'ions monovalents dans la
cavité articulaire pourrait éventuellement conduire a une solubilisation progressive de ce réseau

ionique, compromettant ainsi sa stabilité a long terme (107,108).

.
+ =

Figure 10 - Représentation schématique des liaisons non covalentes et réversibles

2.2.2.2.2 Liaisons covalentes
D’un autre c6té, les liaisons covalentes (Figure 11) créent des liaisons permanentes entre les
chaines de polymeéres, assurant une stabilité structurelle accrue au réseau. Cependant, cela peut
également rendre le réseau moins réversible et donc moins adaptable aux changements
environnementaux ou aux exigences spécifiques de certaines applications. Les hydrogels
formés d’un réseau de liaisons covalentes présentent également un temps de gélification,
déterminé par le temps nécessaire pour la formation des liaisons covalentes entre les chaines

polymériques (109).

Afin d’éviter I'utilisation de catalyseurs incompatibles avec des applications médicales, les
approches chimiques dites "click" et "bioorthogonales" sont désormais utilisées dans le
domaine biomédical, comme par exemple I’addition de Michael, la réaction de Diels-Alder a
demande électronique inversée (IEDDA), ou la cycloaddition azoture-alcyne promue par
tension de cycle (SPAAC). La chimie click caractérise des réactions simples a température
douce, offrant un rendement éleve, la formation de produits stables et de sous-produits sans
danger, ainsi que des procédés de purification simples (110). Le concept de chimie
bioorthogonale englobe les réactions chimiques entre des réactifs qui peuvent avoir lieu dans
des environnements biologiques sans interférer avec les composants biologiques environnants
(111).
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Figure 11 - Représentation schématique des liaisons covalentes et non réversibles

2.2.2.2.3 Liaisons dynamiques covalentes
Enfin, les liaisons dynamiques covalentes (Figure 12) ont la particularité de pouvoir
continuellement se former, se rompre et se réorganiser dans 1’espace, selon un équilibre
chimique. Elles allient la stabilité des liaisons covalentes a la réversibilité des liaisons non
covalentes, permettant la modification du réseau sous la contrainte. Ce comportement
autoréparant confere aux hydrogels dynamiques covalents des propriétés attrayantes et ouvre
de nouvelles perspectives d'applications prometteuses dans le domaine biomédical (112).

Parmi les diverses approches de réticulation dynamique covalente envisageables pour la
création d'hydrogels dynamiques, cette thése se concentre particulierement sur les liaisons
esters de boronate, lesquelles seront détaillées dans la section 3.

o+ =
=

Figure 12 - Représentation schématique des liaisons dynamiques covalentes et réversibles

Ainsi, le choix du type de liaison pour la constitution du réseau hydrogel revét une importance
cruciale, impactant directement les propriétés mécaniques, la réactivité chimique et la
fonctionnalité globale du matériau. Ces diverses caractéristiques conférent aux hydrogels une
amplitude d'applications, allant des dispositifs biomédicaux aux technologies émergentes,
faisant ainsi de ce domaine de recherche un secteur prometteur et polyvalent.
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2.3 Injection intra-articulaire de CSM encapsulées dans des hydrogels

pour le traitement de I’arthrose

Les recherches antérieures sur l'injection intra-articulaire de CSM encapsulées dans des
hydrogels pour le traitement de I'arthrose ont principalement utilisé des hydrogels & base
d'alginate réticulé par voie ionique. L'alginate, en raison de ses propriétés de biocompatibilité
et de sa capacité a former des gels en présence d'ions calcium, a été largement exploré depuis
les années 80 dans diverses applications thérapeutiques, notamment dans le domaine de la

thérapie du diabéte.

Plusieurs études pré-cliniques ont démontré I'efficacité de I'alginate réticulé par voie ionique
dans la thérapie cellulaire de 1’arthrose. Par exemple, des travaux ont montré que I’hydrogel
d’alginate permettait une prolongation de la présence in vivo des CSM, favorisant ainsi leur
action prolongée dans une articulation de rat atteinte d'arthrose (113). Une autre étude a
démontré une protection efficace des CSM a la fois contre les contraintes de cisaillement a court
terme lors de I’injection (in vitro) et contre les frottements articulaires a long terme (in vivo)
(114). Enfin, une étude récente a montré un ralentissement de la progression de I'arthrose, apres
injection IA de CSM dans une articulation de lapin atteinte d’arthrose, mais sans différence
significative entre les cellules encapsulées et non encapsulées (115). Cependant, il est important
de souligner que malgré les avancées réalisées avec l'alginate, certaines limites subsistent. Ces
limites incluent notamment sa solubilisation progressive, induite par la présence d'ions
monovalents dans des environnements ioniques tels que l'articulation, ainsi que la stabilité
relativement faible de la réticulation par voie ionique, compromettant ainsi sa stabilité a long

terme.

Ainsi, dans le cadre de ma these de sciences, j'ai exploré une alternative prometteuse en utilisant
la cycloaddition azoture-alcyne promue par tension de cycle (SPAAC) pour I'encapsulation des
cellules dans des hydrogels covalents. Cette méthode présenterait I'avantage de former des
liaisons covalentes stables entre les composants de I'nydrogel, prolongeant ainsi la présence des
CSM dans la cavité articulaire (116). Bien que les résultats de cette méthode de réticulation
soient prometteurs, le laboratoire a mis en place une plateforme d’hydrogels capable de
concevoir un hydrogel adapté a 1’application biomédicale souhaitée, ouvrant ainsi la voie a de

nouvelles réticulations.
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L'utilisation d'hydrogels réticulés par des liaisons dynamiques covalentes représente une
avancée significative dans le domaine car cette approche n'a pas été explorée auparavant pour
le traitement de I'arthrose. Une collaboration a été établie entre les laboratoires RMeS (Inserm),
CEISAM (CNRS) et BIA (INRAE) a Nantes, dans le but de développer de nouveaux hydrogels
dynamiques a base d’unités boroniques, chaque entité apportant son expertise pour le projet
SHELBY. Les liaisons dynamiques covalentes offrent une réversibilité qui peut favoriser une
prolongation de la présence des CSM, tout en maintenant une stabilité mécanique adéquate de
I'nydrogel dans I'environnement articulaire. En effet, face aux diverses contraintes articulaires,
I’hydrogel dynamique covalent pourrait s’adapter et se réorganiser dans la cavité grace a son

comportement autoréparant.

Ainsi, cette these propose une perspective innovante et prometteuse pour I'utilisation
d'hydrogels autoréparants dans le contexte de l'injection intra-articulaire de CSM pour le

traitement de l'arthrose.
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3 Conception _d’hydrogels autoréparants _pour
I’encapsulation de CSM et la thérapie cellulaire de
I’arthrose

Dans le cadre de la mise au point d’un traitement pour 1’arthrose, il est crucial de sélectionner
un hydrogel pertinent pour I’encapsulation et la délivrance des cellules. La stratégie envisagée
dans cette thése repose sur la conception d’hydrogels dynamiques, qui se distinguent par leur
capacité a former les liaisons covalentes réversibles. Cet hydrogel, caractérisé par son
comportement autoréparant, pourrait faire face aux contraintes mécaniques articulaires et ainsi
créer un microenvironnement propice a la libération de facteurs anti-inflammatoires et

immunomodulateurs sécrétés par les CSM.

3.1 Les hydrogels autoréparants

Les progres récents sur la conception et lI'ingénierie des réseaux de polymeres ont conduit a la
conception d’une nouvelle classe d’hydrogels possédant un caractére autoréparant.
Ce comportement est basé sur la chimie dynamique covalente, ou la force des liaisons
covalentes est combinee a la réversibilité des interactions non covalentes. Les hydrogels
autoréparants sont basés sur le concept d’¢quilibre rapide entre I’association et la dissociation
réversibles des composants. Ainsi, les liaisons dynamiques covalentes ont la particularité de
pouvoir continuellement se former, se rompre et se réorganiser dans 1’espace suivant cet

équilibre chimique (Figure 13) (117,118).

Figure 13 - Confirmation macroscopique des propriétés d'autoréparation des hydrogels dynamiques covalents apreés rupture
du réseau. Adapté de (139)
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Parmi les diverses approches de réticulation dynamique covalente envisageables pour la
création d'hydrogels dynamiques, on peut citer la réaction de Diels-Alder, les bases de Schiff,
et les liaisons esters de boronate. Cependant, les réactions dynamiques covalentes impliquent
souvent l'utilisation de précurseurs dont la stabilité est limitée dans des conditions de pH
physiologique, tels que les groupes thiol ou carbonyle. Cette thése se focalisera uniquement sur
la formulation d’hydrogels boroniques autoréparants a base d’esters de boronate, qui se
distingue des autres réactions par la stabilité de ses précurseurs dans des conditions

physiologiques (Figure 14) (119).

+ B = B
-B
Composant A Hydrogel a base d'esters de boronate
autoréparant

Figure 14 - Représentation schématique des liaisons dynamiques covalentes et réversibles a base d’esters de boronate

3.2 Les esters de boronate

3.2.1 Les partenaires

Les partenaires de type « acides boroniques » ou de type « acide boriques » sont largement
utilisés dans le domaine des biomatériaux, principalement du fait de leur capacité a se lier aux

diols 1,2 et 1,3 pour former des hydrogels ayant un comportement dynamique covalent (120).

Un acide boronique est un acide borique substitué par un groupement fonctionnel R de nature
alkyle ou aryle, contenant donc une liaison carbone-bore. Dans le cas de 1’acide borique, ce
substituant R est un groupement fonctionnel hydroxyle. Par soucis de simplification littéraire
pour la suite de la discussion, ces partenaires a base d’atome de bore seront tous nommés et
globalisés sous du terme « acides boroniques ». Concernant les partenaires diols, ce sont des
composés chimiques organiques constitués de deux groupements hydroxyles qui peuvent étre
en position 1,2 ou en position 1,3. Ce type de motif est notamment extrémement retrouvé au

sein des polysaccharides (Figure 15) (121).
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Partenaire acide boronigue

Acide Alkylboronique R= CH3- ou CH3-CH>- ...
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Figure 15 - Exemples de différents partenaires envisagés pour la formulation d’hydrogels boroniques autoréparants a base
d’esters de boronate

3.2.2 Laréaction

La réaction entre un acide boronique et des diols en configuration 1,2 et/ou 1,3 permet la
formation d’esters de boronate (Figure 16). On utilise des diols 1,2 ou 1,3 cis (« ensemble » en
latin), signifiant que les groupements fonctionnels hydroxylés sont situés du méme coté de la
chaine ou du cycle. La réaction entre un acide boronique et un diol conduit ainsi a la formation
d’un ester cyclique a cinqg ou six chainons respectivement. Dans un milieu aqueux basique, 1’ion
borate réagit avec les groupes hydroxyles 1,2 ou 1,3 cis par I’intermédiaire de liaisons
réversibles borate/diol (122,123).

O
‘—B DH S

\H\ 0
/ + HO R
\

+H,0 05-0 +H,0

g2
e ®
OH OH s OH  +H R

Figure 16 - Schéma de la réaction générale de la formation d’esters de boronate (121) ; a) Réaction entre acides boroniques
et diols 1,2 formant un cycle a 5 chainons ; b) Réaction entre acides boroniques et diols 1,3 formant un cycle a 6 chainons
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La formation des esters de boronate se produit en milieu aqueux et 1’équilibre dynamique entre
I’acide boronique et I’ester de boronate est dépendant du pH du milieu, de la température et du
pKa du couple acide/base des partenaires boroniques (pKa~9) et hydroxylés (pKa~15) mis en

association dans le milieu (124).

La valeur optimale du pH du milieu réactionnel entre un acide boronique et un diol dépend de
leurs valeurs respectives de pKa et peut étre évaluée de fagon empirique par 1’équation

suivante :

pKa acide boronique + pKa diol
2

pH optimal =

De fait, a partir de composés boroniques et de polysaccharides, le pH optimal de formation d’un

hydrogel boronique est un pH basique (~12).

Cependant, la conception d’hydrogels a pH neutre est nécessaire pour une encapsulation
optimale des CSM. Conformément a 1’équation ci-dessus, il est donc nécessaire d’utiliser un
acide boronique dont la valeur de pKa (~9) est abaissée a une valeur de 7 environ, afin de

garantir la viabilité cellulaire lors de la formation de I’hydrogel a pH neutre.

3.2.3 Les acides boroniques de type Wulff

Dans ce contexte, des acides boroniques de type Wulff, qui comportent un groupement amine
a proximité de I’atome de bore, ont été envisagés (Figure 17). En effet, ’interaction azote/bore
entraine une diminution significative du pKa de 1’acide boronique (pKa=6,7) (121), ce qui
diminue par réflexe le pH optimal de formation. Cette diminution pourrait donc permettre la
formation d’esters de boronate a pH physiologique (pH sanguin = 7,4), tout en assurant ainsi
leur cytocompatibilité en termes de pH.

- OH
NH YK EH
\?pB,OH OH Eg

OH

Figure 17 - Complexation entre acides boroniques de type Wulff et diols 1,2 (121)
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Afin de former un réseau dynamique covalent a base d’esters de boronate a pH physiologique
et compatible avec une encapsulation de cellules, il est donc nécessaire d’utiliser des partenaires
présentant des acides boroniques de type Wulff d’une part et des partenaires présentant des

groupement diols 1,2 et/ou 1,3 d’autre part.

Les hydrogels a base d’esters de boronate ont d'abord été développés pour la détection et la
libération de petites molécules biologiques, avec des applications dans I'administration de
médicaments. Le développement plus récent des hydrogels a base d’esters de boronate a ouvert
une nouvelle ére de recherche, avec des applications dans l'administration locale de

médicaments/cellules, la culture cellulaire en 3D et la biofabrication (123).

3.1 Applications biomédicales émergentes des hydrogels a base d'esters de

boronate

Cette partie vise a fournir un apercu des avancées actuelles les plus récentes portant sur

I'utilisation des hydrogels a base d'esters de boronate dans diverses applications biomédicales.

3.1.1 Les systéemes d’administration de médicaments

Les hydrogels injectables permettent I'encapsulation et I'administration de médicaments dans
un site spécifique, tout en limitant la clairance rapide du médicament par les fluides corporels.
De plus, la composition d'un hydrogel développée pour I'administration de médicaments,
notamment la nature du polymere, les groupes fonctionnels réactifs et la densité de réticulation,
influence la cinétique de libération passive des médicaments et doit étre soigneusement étudiée
(125,126).

Les hydrogels a base d’esters de boronate sont injectables en raison de la nature réversible de
leurs réseaux dynamiques covalents, offrant ainsi une option d’administration peu invasive. Ces
hydrogels peuvent étre utilisés comme vecteurs pour I'administration locale de médicaments,
par diffusion spontanée ou par dégradation de I'hydrogel (127). De plus, les hydrogels a base
d’esters de boronate présentent une grande sensibilite a leur environnement biochimique,
réagissant a divers stimuli tels que les variations de pH ou la présence de glucose. Cette
caractéristique les rend particulierement attrayants en tant que groupes fonctionnels pour la

libération locale et a la demande de médicaments (128).
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Par exemple, une étude a décrit l'utilisation d'un hydrogel a base d’esters de boronate pour
administrer localement un médicament anticancéreux, la doxorubicine (DOX) (129). Les
chercheurs ont démontré que le pH acide (6,5) induisait une dégradation plus rapide de
I'nydrogel par rapport au pH neutre, présentant des masses restantes d'environ 10% et 75%,
respectivement, apres 10 jours d'immersion (Figure 18a). Cette dégradation s'est accompagnée
d'une libération de la DOX de 42% a pH acide apres 10 jours, contre seulement 8% a pH neutre
(Figure 18b). Ainsi, le pH anormal du microenvironnement tumoral (acide, = 6,5) peut étre
exploité pour I’administration de médicaments anticancéreux via des hydrogels a base d’esters
de boronate.
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Figure 18 - @) Dégradation in vitro de I’hydrogel lorsqu'il est incubé dans du tampon a pH neutre (7,4) ou a pH acide (6,5) a

37 °C. b) Libération de DOX d partir de I'hydrogel chargé de médicament les différentes conditions de pH. Adapté de (129)

Les hydrogels a base d’esters de boronate ont été également développés pour des traitements
innovants du diabéete en raison de leur sensibilité au glucose. En effet, le glucose libre peut
réagir avec les acides boroniques et entrer en compétition avec les diols présents dans le réseau.
Cette interaction peut modifier la taille des mailles de I'nydrogel et parfois compromettre son
intégrité, déclenchant ainsi la libération du médicament (130). En général, les hydrogels a base
d’esters de boronate ont été élaborés pour une administration d'insuline a la demande,
permettant une libération spécifique pendant les épisodes d'hyperglycémie (glycémie > 10
mM). Une étude a révélé qu'apres une journéee d'immersion dans un milieu fortement concentré
en glucose (= 17 mM), environ 35% de l'insuline encapsulée dans un hydrogel a base d’esters
de boronate était libérée, tandis que seulement 7% était libérée dans une solution tampon (131).

3.1.2 Les systemes de culture cellulaire en 3D

Au cours des deux derniéres décennies, I'utilisation croissante des systéemes de culture cellulaire
en 3D s'est affirmée pour la culture in vitro des cellules. Ces systemes offrent un
microenvironnement biologiquement pertinent qui favorise les interactions entre les cellules, et

entre les cellules et la matrice extracellulaire (MEC). lls jouent également un réle crucial dans
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la production de cellules et d'organoides pour la modélisation de tissus sains et malades, ainsi
que pour le développement de nouvelles thérapies (132). Les hydrogels ont suscité un intérét
particulier en raison de leur capacité a reproduire I'nydratation, la composition des polymeres
et les propriétés physiques de la MEC naturelle. La viscoélasticité de la MEC, identifiée
récemment comme un parametre clé influencant les fonctions cellulaires telles que 1’étalement,
la prolifération et la différenciation, constitue un domaine de recherche en évolution, exigeant
le développement d'hydrogels viscoélastiques pour la culture cellulaire en 3D. Ainsi, les
hydrogels a bases d’esters de boronate, caractérisés par leur viscoélasticité intrinseque résultant
de leur nature dynamique covalente, se révelent particulierement prometteurs pour les

investigations biologiques (133).

Par exemple, une équipe a utilisé la réticulation a base d’esters de boronate pour étudier les
interactions cellule-matrice dans les tissus mous (134). Des cellules souches mésenchymateuses
de la moelle osseuse (BMSC) ont été encapsulées dans cet hydrogel viscoélastique, démontrant
une viabilité satisfaisante apres 7 jours (> 90%), ainsi qu’un volume plus élevé et une sphéricité
plus faible que les cellules encapsulées dans des hydrogels purement élastiques. Des
investigations plus approfondies sur les coactivateurs transcriptionnels, qui impactent la
mécano-détection cellulaire, ont révélé un déplacement de la localisation subcellulaire de ces
coactivateurs du cytoplasme vers le noyau. Ces résultats indiquent une augmentation de

I'étalement cellulaire dans les hydrogels viscoélastiques a base d’esters de boronate.

Dans une autre étude, I’'impact de la viscoélasticité sur I'étalement et la différenciation des CSM
a été étudié en utilisant une série d'’hydrogels modifiés par I’incorporation de liaisons d’esters
de boronate (135). Lors de I’ensemencement des BMSC sur les hydrogels, les cellules ne
migraient pas dans les hydrogels purement covalents, suggérant un role actif de la
viscoélasticité dans leur capacité de migration. Aprés 7 jours de culture, une augmentation de
I’expression génique de marqueurs chondrogéniques et ostéogéniques, une diminution des
marqueurs adipogeniques, ainsi qu’une augmentation des rapports nucléaire/cytoplasmique, ont
été observés avec I’augmentation de la viscoélasticité. Il est pertinent de souligner que cette
étude a été réalisée avec des cellules ensemencées sur les hydrogels, suscitant ainsi le besoin de

recherches similaires impliquant des cellules encapsulées dans les hydrogels.

Enfin, des hydrogels a base d’esters de boronate ont été congus pour des expériences de
co-culture visant a étudier le cancer du sein. Des recherches récentes ont en effet suggéré une
forte analogie entre la MEC du cancer du sein et celle du processus de cicatrisation/remodelage.
Des chercheurs ont donc exploité la propriété d'autoréparation de ces hydrogels afin de
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reproduire le remodelage de la MEC dans le contexte du cancer du sein (136). Des fibroblastes
pulmonaires humains et des cellules de cancer du sein humain ont été encapsulés et cultives
séparément dans deux hydrogels a base d’esters de boronate identiques (Figure 19). Les deux
hydrogels ont ensuite été assemblés pour recréer un environnement simulant le processus de
cicatrisation, et leur association a été confirmé par la migration des deux types de cellules a
travers l'interface initiale. De plus, il a été observé que les deux types de cellules encapsulées
étaient capables de proliférer, mais leurs capacités de migration différaient : les fibroblastes
présentaient une migration sur de courtes distances mais en grand nombre, tandis qu'un nombre
moindre de cellules de cancer du sein pouvait migrer a travers I'nydrogel mais sur des distances
plus importantes. Malgré le caractere préliminaire de cette étude, les résultats offrent une preuve
de concept intéressante quant a l'utilisation des hydrogels a base d’esters de boronate dans les

experiences de co-culture.

Figure 19 - Résumé graphique de (136), avec les cellules du cancer du sein humain en rose et les fibroblastes pulmonaires
humains en vert

3.1.3 La réparation quidée par les hydrogels

Jusqu’a présent, peu de recherches ont exploré I'effet de I'implantation in vivo des hydrogels a
bases d’esters de boronate sur les cellules et les tissus environnants. Dans le contexte du
traitement des lésions cérébrales, l'utilisation de biomatériaux est souvent limitée par
I'incapacité des cellules cerébrales environnantes a coloniser les échafaudages implantés,
entrainant ainsi une absence de formation de néo-tissus et de réparation tissulaire. Par
conséquent, la capacité des hydrogels a bases d’esters de boronate a favoriser I'invasion
cellulaire, par le biais du réarrangement de leurs liaisons et de leur viscoélasticité, suscite un
intérét croissant pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques dans ce

domaine.

38



Dans une étude, un hydrogel a bases d’esters de boronate a été élaboré avec de 1’acide
hyaluronique, un composant naturel de la MEC du cerveau, et de la gélatine, afin de favoriser
I'adhésion cellulaire (137). Les propriétés viscoélastiques de I'hydrogel ont été ajustées afin de
correspondre a celles du parenchyme cérébral du rat. Aprés 21 jours d'implantation dans un
modeéle murin de lésion cérébrale traumatique, la présence de I'nydrogel a conduit a une
fermeture totale de la plaie, tandis qu'une fermeture de moins de 50 % de la plaie a été constatée
en lI'absence de I'nydrogel (Figure 20). De plus, la capacité des neurones a envahir et a proliférer
au sein de I'nydrogel a été observé au niveau de la zone de la blessure. Les auteurs ont suggéré
que la viscoelasticité de I'hydrogel pourrait jouer un rdéle important dans le processus de
formation des tissus neuronaux. Il convient de souligner que des investigations plus

approfondies sont nécessaires, car la fonctionnalité du tissu cérébral nouvellement formé n'a

pas été évaluée dans cette étude.
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Figure 20 - a) Schéma du modele de lésion cérébrale chez la souris. b) Modele de lésion cérébrale chez la souris.
c) Cerveaux contrdle NS et cerveaux traités a I'hydrogel 7, 14 et 21 jours aprés la lésion, fixés au
paraformaldéhyde (échelle =5 mm). Adapté de (137)

3.1.4 Les hydrogels comme matériaux sacrificiels

Les hydrogels a base d’esters de boronate sont également attrayants en tant que matériaux
sacrificiels pour I'impression 3D de structures creuses en raison de leurs propriétés réactives
aux stimuli. L'idée consiste a imprimer un filament d'hydrogel a base d'esters de boronate et a
le revétir d'un matériau non sacrificiel, puis a dissoudre I'nydrogel, soit par un changement de
pH, soit par I'ajout d'une molécule compétitive (comme le glucose), afin de générer une
structure creuse. Par exemple, une équipe a creé des canaux vasculaires en utilisant des
hydrogels a base d'esters de boronate, ainsi que du glucose pour déclencher la dissolution (138).
Aprés avoir imprimé un hydrogel tubulaire a base d'esters de boronate entre deux couches
d'hydrogel non sacrificiel, I’'immersion de la construction dans un milieu de culture cellulaire a
haute teneur en glucose (4,5 g/L) a conduit a la dissolution de I'hydrogel a base d’esters de

boronate, permettant ainsi la formation des canaux (Figure 21). Des cellules endothéliales
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vasculaires ont ensuite été ensemencées dans la lumiére des canaux par perfusion. A court terme
(3 jours), ces cellules tapissent la paroi des canaux et migrent dans I'nydrogel non sacrificiel. A
plus long terme (~14 jours), elles forment une structure similaire & des capillaires dans la

construction, imitant ainsi la morphologie des canaux vasculaires.

J = //r:v

Hydrogel 1 (~1.5 kPa) Tubular self-healing Covered with hydrogel 1
(non-sacrificial) hydrogel on hydrogel 1

Tubular channel formation . -
inside hydrogel 1 Immersed into culture medium

==

Figure 21 — Schéma de I'hydrogel autoréparant sacrificiel sensible au glucose, recouvert d’un autre hydrogel non sacrificiel
puis immergé dans un milieu de culture. Le tunnel s'est formé a I'intérieur de la construction en 15 minutes. Adapté de (138)

3.1.5 La thérapie cellulaire de 1’arthrose

Jusqu'a présent, aucune étude recensée dans la littérature scientifique n'a spécifiquement
exploré les hydrogels dynamiques covalents a base d'ester de boronate en vue d'une potentielle
application dans la thérapie cellulaire de I'arthrose, ni méme dans le domaine plus général de la
thérapie cellulaire.

Précédemment mentionné dans ce manuscrit, le laboratoire ou j'ai effectué mon doctorat a mis
au point une plateforme d'hydrogels permettant la création de nouveaux hydrogels adaptés a
I’application souhaitée. Dans ce contexte, une étude a été réalisée pour développer une stratégie
de réticulation a base d'esters de boronate, visant a concevoir des hydrogels dynamiques
covalents stables a long terme, et donc particulierement pertinents pour une application
d’encapsulation cellulaire dans le cadre de l'arthrose (139). Dans cette étude, un criblage
moléculaire des dérivés de I'acide phénylboronique (PBA) associés a une grande variete de
diols a été réalisé pour synthétiser des hydrogels a base d'esters de boronate dans des conditions
physiologiques. Parmi les 24 couples PBA/diol testés, la combinaison du PBA de type Wulff
(WPBA\) et de la glucamine s'est révelée efficace pour produire les hydrogels souhaités. Les
formulations des hydrogels wPBA/glucamine ont ensuite été optimisees pour obtenir des
hydrogels dynamiques covalents présentant un gonflement minimal et une stabilité a long

terme. Enfin, en utilisant des cellules souches mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux
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humain, la cytocompatibilité de ces hydrogels a été démontrée, soulignant le potentiel

prometteur de ces hydrogels pour des applications biomédicales.
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Figure 22 - a) Schéma de la réaction réversible entre un dérivé de I'acide phénylboronique (PBA) et un diol, qui produit des
fonctions esters de boronate utilisées pour la conception d’hydrogels dynamiques covalents. b) Sélection de PBA aminés (en
rose) et de diols aminés (en bleu) étudiés pour produire des hydrogels d'acide hyaluronique. c) Heat map du criblage du couple
PBA/diol, révélant la capacité unique du couple wPBA/glucamine a former un hydrogel au pH physiologique. Adapté de (139)

Ainsi, l'utilisation de la formulation d'hydrogels dynamiques covalents wPBA/diols serait

particulierement intéressante a explorer dans une application de thérapie cellulaire de I'arthrose.
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Conclusion

L'arthrose est la maladie articulaire la plus répandue dans le monde, c’est une cause majeure de

douleur et d'incapacité physique. Dans la recherche de nouveaux traitements capables de
stopper ou ralentir la progression de la maladie, I’injection intra-articulaire de CSM a émergé
comme une stratégie prometteuse en exploitant la capacité des CSM a sécréter des facteurs anti-
inflammatoires et immunomodulateurs. Malgré les résultats encourageants des études pré-
cliniques et cliniques, 1’injection IA de CSM a montré a court terme une diminution du nombre
de cellules au sein de I’articulation, attribuée d’une part a la migration des cellules en dehors
du site d’injection et d’autre part a une mortalité cellulaire induite par les contraintes de
cisaillement lors de I’injection. Il est donc essentiel de développer des techniques
d’encapsulation des CSM qui permettraient de les protéger pendant 1’injection, les maintenir
vivantes a long terme au sein de 1’articulation et de leur fournir un environnement 3D approprié

pour soutenir leurs activités biologiques.

Depuis plusieurs années, des méthodes d’encapsulation de cellules dans des hydrogels ont été
largement développées. La stratégie envisagée dans cette thése repose sur la conception
d’hydrogels a base d’esters de boronate, qui se caractérisent par leur capacité a former les
liaisons dynamiques covalentes réversibles a pH neutre. Ces liaisons contribuent a maintenir la
stabilité du réseau face aux contraintes mécaniques liées a l'articulation, assurant ainsi la
présence prolongée des CSM dans la cavité articulaire. Cela vise a exploiter pleinement la
capacité des CSM encapsulées a sécréter des facteurs thérapeutiques "a la demande", en réponse
aux épisodes inflammatoires de I'arthrose, et a éviter ainsi des administrations multiples au

patient.

Les hydrogels a base d'esters de boronate ont démontré des effets positifs dans diverses
applications biomédicales répertoriées dans la littérature. Bien que les investigations actuelles
ne rapportent pas spécifiquement d'applications dans le domaine de la thérapie cellulaire, les
caractéristiques prometteuses de ces hydrogels, notamment leur capacité a former des liaisons
dynamiques covalentes reversibles et a se déformer sous la contrainte, font d'eux des candidats
prometteurs pour une application future dans le traitement de I'arthrose. Ainsi, il apparait que
les hydrogels a base d'esters de boronate offrent une perspective de recherche prometteuse qui
mérite d'étre examinée de maniére approfondie, en vue d'exploiter leurs bénéfices potentiels et

de relever les défis associés a la thérapie cellulaire de I'arthrose.
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