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PREAMBULE

L’objectif de cette thése est de définir deux composants de la médecine régénérative, les
cellules souches d’une part et la transplantation rénale d’autre part puis de tester cette
association dans un mode¢le animal qui soit le plus proche possible de ’'Homme.

Les cellules souches évaluées ici sont les cellules souches issues du liquide amniotique
dont nous verrons qu’elles font partie de la famille des cellules souches mésenchymateuses.
Ces cellules possedent des propriétés thérapeutiques potentielles qui seraient particuliérement
intéressantes dans le domaine de la transplantation d’organes solides. Leur mode d’obtention
et leurs caractéristiques font de ces cellules d’excellentes candidates pour devenir & moyen
terme des produits de thérapie cellulaire chez I’Homme.

La transplantation d’organe, et la transplantation rénale en particulier, sont
particulierement touchées par la pénurie d’organe, et le besoin de recruter de nouveaux
donneurs est plus que jamais d’actualité. Cet élargissement des critéres de sélection des
donneurs conduit les équipes de transplantation a s’écarter des donneurs optimaux, et donc a
greffer des organes de qualit¢ moindre. L’une des grandes problématiques actuelles en
transplantation rénale est donc de développer des thérapeutiques permettant d’utiliser les
greffons a priori de moins bonne qualité, et d’augmenter ainsi les chances de succés de ces
greffes.

Dans ce contexte, 1’injection de cellules souches en vue d’accélérer la régénération de
I’organe greffé semblerait étre une bonne piste thérapeutique nécessitant néanmoins
préalablement une évaluation préclinique pertinente. Lors de ce projet, il a donc été développé
un modele préclinique de transplantation rénale permettant de recréer assez fid¢lement le
contexte de la greffe de reins issus d’une certaine catégorie de donneurs a criteres élargis : les
donneurs décédés apres arrét cardiaque. Le modele a été développé pour  cibler
spécifiquement les lésions subies par 1’organe dans ce genre de situation, en s’affranchissant
des problématiques de rejet immunitaire. La taille et la physiologie du porc, proches de celle
de I’Homme, ainsi que la longue durée du suivi apres transplantation s’inscrivent parfaitement
dans les préconisations de I’EMA (European Medicines Agency) et de 1’Agence de
Biomédecine concernant 1’évaluation préclinique des produits de thérapie cellulaire.

La premicre partie de cette thése aura pour objectif de définir précisément ce qu’est une
cellule souche et de décrire les différentes familles de cellules souches susceptibles d’avoir un
intérét thérapeutique. Dans cette premicre partie, nous avons volontairement choisi d’aborder
ces cellules sous un angle pharmaceutique. Nous avons donc mis 1’accent sur le contexte
1égislatif encadrant leur développement, puis j’ai dressé un état des lieux des essais cliniques
et des produits réellement sur le marché utilisant des cellules souches, ainsi que les progres a
réaliser en matiere de développement de ces thérapies.
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La deuxiéme partie du travail concernera plus spécifiquement la transplantation rénale.
Les problématiques actuelles de la transplantation rénale y seront abordées, comme la
disponibilité des greffons, puis seront décrits précis€ément les processus 1ésionnels impliqués
dans la transplantation, en mettant de c6té 1’aspect purement immunologique du rejet
d’organe. Enfin les stratégies thérapeutiques en cours de développement visant & augmenter
I’efficacité de la transplantation rénale seront exposées, notamment dans le cadre de
I’¢largissement des critéres de sélection des donneurs.

Enfin, la troisiéme partie du travail sera consacrée aux travaux in vitro et in vivo
d’évaluation préclinique de I’utilisation des cellules souches issues du liquide amniotique
dans le cadre de la transplantation d’organe. Nous verrons que les résultats de 1’étude sont
plutdt encourageant, méme si l’utilisation a court terme de ces cellules chez I’Homme n’est
pas encore envisageable.
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PARTIE I: LES CELLULES SOUCHES HUMAINES EN
THERAPEUTIQUE

[.  DEFINITION

A. CELLULES SOUCHES

Le terme de cellule souche humaine a été avancé pour la premicre fois en 1998 par
Thomson, lorsque lui et son équipe sont parvenus a isoler et mettre en culture des cellules
issues de blastocystes humains dans un état indifférencié[1]. Ces cellules, qui semblent
pouvoir se répliquer de manicre indéfinies sans dérive tumorale apparente, sont capables de
fournir tous les tissus existant dans le corps humain. Les cellules décrites par cette étude sont
les premiéres cellules souches embryonnaires (cellules ES) isolées chez I’homme. Depuis, les
connaissances sur les cellules souches ont considérablement évolué, avec la découverte de
nouveaux types de cellules souches, autres que celles issues de ’embryon[2, 3].

Une cellule souche est définie comme une cellule qui se divise de maniére asymétrique,
qui est capable d’auto-renouvellement et qui peut se différencier vers différentes lignées
cellulaires.

B. DIVISION ASYMETRIQUE

Classiquement, une cellule de I’organisme va, au cours de sa prolifération, se diviser
pour donner deux cellules “filles” identiques a la cellule initiale. Il s’agit 1a d’une division
dite symétrique, principal mode de prolifération des cellules de 1’organisme. Les cellules
souches quant a elles caractérisées par un mode de division dit asymétrique, dans lequel la
cellule initiale va se diviser en deux cellules différentes: 1’'une qui lui est identique en tous
points, et I’autre dont le destin sera différent et qui sera amenée a avoir des propriétés
différentes de celles de la cellule souche initiale[4]. Cette division asymétrique regroupe donc
deux phénomeénes distincts: 1’auto-renouvellement (lorsque la cellule fille est identique a la
cellule souche initiale) et la différenciation (lorsque la cellule fille est différente de la cellule
souche initiale) (Figure 1).
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Figure 1: Division asymétrique des cellules souches
(4) Représentation de la division symétrique, caractéristique de la majorité des cellules de |’organisme Humain,
et dans laquelle une cellule va se diviser en deux cellules identiques entre elles et a la cellule d’origine. (B)
Représentation de la division asymétrique, spécifique aux cellules souches, au cours de laquelle la cellule
souche va se diviser en une cellule différente, plus spécialisée, (différenciation) et/ou une cellule identique la
cellule d’origine, permettant de renouveler le capital initial de cellules souches (auto-renouvellement).

C. AUTO-RENOUVELLEMENT

L’auto-renouvellement est la capacité qu’a une cellule souche de donner par division
une cellule fille identique a la cellule mére, tout en gardant la possibilité de se différencier
ultérieurement. Ce mécanisme permet le maintient de la cellule souche a 1’état indifférencié[4,
5].

C’est une caractéristique fonctionnelle, si ce n’est la caractéristique fonctionnelle
fondamentale des cellules souches. L’équilibre entre auto-renouvellement et différenciation
est en effet d’une importance cruciale dans le maintient de la population initiale de cellules
souches, particulierement chez 1’adulte. En effet, ces cellules sont présentes en trés faibles
quantités au sein de 1’organisme et se divisent trés peu et trés lentement. Contrairement aux
cellules ES qui peuvent se multiplier indéfiniment, certaines cellules souches adultes (CSA)
n’ont qu’une capacit¢ de multiplication limitée avant d’entrer en sénescence. Ce controle
précis de I’auto-renouvellement permet donc a ces CSA d’étre présentes tout au long de la vie
de I’individu.

La notion d’auto-renouvellement des cellules souches, et principalement des CSA, est
indissociable du concept de 1’existence de “niches”. Ces niches sont des régions anatomiques
au sein desquelles une population hétérogéne de cellules permet la création d’un
microenvironnement particulier permettant le controle de 1’état de différenciation des cellules
souches[5-8]. (Figure 2)

Les cellules stromales de la niche vont pouvoir influer sur I’équilibre entre auto-
renouvellement et différenciation, grace a un mécanisme complexe associant la libération de
cytokines spécifiques, ainsi que des contacts directs cellule/cellule permettant la modulation
de voies de signalisation intracellulaires particuliéres[9].
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Figure 2: Destinées des cellules souches.
Au sein de la niche, le microenvironnement cellulaire et notamment les cellules stromales vont réguler
I’équilibre entre l’entrée en quiescence (A), l’entrée en apoptose (B), la mobilisation hors de la niche (C), ou le
déclenchement d’une voie de division privilégiant I’auto-renouvellement (D) ou la différenciation (E) des
cellules souches adultes (CSA).

Parmi les facteurs solubles responsables du maintient des cellules souches dans un état
indifférencié, le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), I’Insulin-like Growth Factor (IGF),
le Transforming Growth Factor beta (TGFf), le Bone Morphogenic Protein (BMP) et le
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) semblent les plus important[4, 10-12]. Ils entrent d’ailleurs
fréquemment dans la composition des milieux de cultures in vitro des cellules souches
pluripotentes. La transduction du signal en aval de la liaison des ligands avec leurs récepteurs
spécifiques passe par 1’activation de kinases spécifiques (PI3K, JAK, MAPK) pour IGF,
bFGF et LIF, ou par la dimérisation de protéines Smad pour TGF3 et BMP. Ces kinases vont
ensuite entrainer 1’activation de facteurs de transcriptions régulant 1’expression de génes de
pluripotence dont les plus importants sont Oct-4, Sox-2 et NANOG[13]. L’activation de la
voie de BMP a pour conséquence une inhibition de 1’expression de ces geénes de pluripotence
et favorise donc la différenciation des cellules souches[14].

Récemment, I'importance des voies de Wnt/Bcaténine, de Notch ainsi que celle de
Hedgehog/Sonic Hedgehog a été mise en avant dans le contrdle de la différenciation des
cellules souches pluripotentes et multipotentes, et particulicrement chez les cellules souches
hématopoiétiques (CSH)[15].

L’expression de molécules d’adhésion par les cellules souches (LFA-1, VLA-4) et les
cellules stromales (ICAM-1/2 et VCAM-1) sont indispensables a la régulation de la mobilité
des cellules souches au sein de 1’organisme[9] (Figure 3). Inversement, des cellules souches
présentes dans la circulation sont susceptibles de rejoindre spécifiquement leur niche par un
phénomene de “homing”. Ce homing permet la colonisation de la moelle osseuse du receveur
par les CSH du donneur apres leur injection systémique, lors de la greffe de moelle osseuse.
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Figure 3 : Régulation des cellules souches par les cellules stromales de la niche.

Les principales voies intracellulaires de transduction du signal sont également représentées. LIF: Leukemia
Inhibitory Factor. LIF-Rf: LIF Receptor beta. JAK: Janus Kinase. STAT: Signal Transducers and Activators of
Transcription. IGF: Insulin-like Growth Factor. IGF-R: IGF Receptor. PI3K: Phosphatidyl Inositol 3 Kinase.
MAPK: Mitogen Associated Protein Kinase. bFGF: basic Fibroblast Growth Factor. FGF-R: Fibroblast
Growth Factor Receptor. TGFf: Transforming Growth Factor. TGFfS-R: TGFp Receptor. BMP: Bone
Morphogenic Protein. BMP R: BMP Receptor, VLA-4 : Very Late Antigen-4, VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion
Molecule-1, SCF : Stem cell Factor, LFA-1: Lymphocyte Function-associated Antigen-1, ICAM-1 :
InterCellular Adhesion Molecule-1. Adapté de Niwa et al., Nature 2009; Wang et al, Blood 2007; Xu et al., Cell
Stem Cell 2008.

Cette notion de niche s’applique également a des cellules souches cancéreuses qui
semblent étres présentes au sein de la tumeur, dont le microenvironnement est caractérisé
principalement par une hypoxie plus ou moins sévere. La mobilisation de ces cellules
cancéreuses hors leur niche semblerait étre 1’¢lément déclencheur de la dissémination
métastatique[ 16].

L’auto-renouvellement, quoique indispensable a la définition de la cellule souche, n’est
pas le seul mécanisme justifiant I’engouement des chercheurs pour ces cellules ces dernicres
années. En effet, la possibilité qu’ont ces cellules de pouvoir se différencier en cellules d’une
multitude de tissus suscite curiosité, espoirs mais aussi inquiétude, non seulement chez les
scientifiques, également chez le grand public.

16



D. DIFFERENCIATION

La différenciation est la capacité de donner, a partir d’une cellule, une ou plusieurs
lignées cellulaires aux caractéristiques différentes de la cellule initiale. Cette propriété de
différenciation est partagée par I’ensemble des cellules souches, quoique a un degré divers, et
joue ainsi un réle important dans la définition des différents types de cellules souches existant
chez I’embryon ou chez I’homme adulte. Le pouvoir de différenciation de ces cellules est
d’ailleurs a la base de leurs hiérarchisations possibles.

Ainsi les cellules sont dites “totipotentes” lorsqu’une seule d’entre elles a la capacité de
donner un embryon ainsi que ses annexes, et donc, in fine un organisme entier[17]. Il s’agit
des cellules de la morula, ensemble de cellules résultant de la fécondation d’un ovocyte par un
spermatozoide. Ces cellules, peu nombreuses, n’existent que précocement et transitoirement
lors du développement de I’embryon.

eme

Tres vite au cours de la gestation (57 jour), ces cellules vont se différencier en cellules
dites “pluripotentes”. Celles ci peuvent donner naissance a un embryon, mais sans ses
annexes embryonnaires. Elles ont donc perdu leur capacité a donner naissance a un organisme
entier. Ces cellules sont localisée dans la masse cellulaire interne du blastocyste, et sont plus
communément appelées cellules souches embryonnaires ou cellules ES[18]. Il existe
¢galement des cellules souches pluripotentes artificiellement générées a partir de cellules

adultes : ce sont les cellules souches pluripotentes induites (cellules iPS)[19].

Aux stades plus tardifs du développement embryonnaire puis feetal, ainsi que chez
I’adulte peuvent étre isolées des cellules souches dites “multipotentes” qui ne peuvent plus se
différencier que vers un nombre limité de tissus[20].

Les cellules “oligopotentes” ne peuvent plus se différencier qu’en un nombre limité de
cellules appartenant a un tissu donné [21](cas des cellules souches de la peau).

Enfin, il existe des cellules souches dites “unipotentes” capables de ne donner qu’un

seul type de cellule, en plus de leur capacité d’auto-renouvellement, comme par exemple les
cellules souches épidermiques ne pouvant donner que des kératinocytes[22]. (Figure 4)
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Figure 4: Types de cellules souches en fonction du stade de développement.
Représentation générale des différents types de cellules souches chez [’'Homme, en fonction de leur potentiel de
différenciation et du stade de développement auquel elles sont présentes. iPSc: cellules souches pluripotentes
induites.

La classification des cellules souches peut donc étre vue comme une pyramide, avec au
sommet les cellules souches totipotentes, peu nombreuses, au potentiel de différenciation le
plus élevé, mais dotées d’une faible capacité de prolifération. A la base de cette pyramide se
trouvent des cellules, certes plus nombreuses et pouvant proliférer plus rapidement, mais au
pouvoir de différenciation (et donc au potentiel thérapeutique) de plus en plus limité.
Intuitivement, cette classification suggere une évolution des cellules souches en cascade, de
haut en bas et en sens unique: une cellule totipotente va se différencier en cellules
pluripotentes, qui elles mémes vont se différencier en cellules multipotentes, et ainsi de suite
jusqu’a obtenir une cellule totalement différenciée a la fonction physiologique clairement
établie.

II. PRINCIPAUX TYPES DE CELLULES SOUCHES

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, le terme cellule souche désigne des
cellules partageant 3 propriétés communes que sont la division asymétrique, 1’auto-
renouvellement et la capacit¢ de se différencier. Nous verrons que les cellules souches
différent en fonction de leur localisation anatomique, du stade de développement auquel elles
sont présentes, et du contexte physiopathologique dans lequel elles sont prélevées.
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Ces différences ayant un retentissement sur leur intérét thérapeutique potentiel, il
convient donc de décrire les principales catégories de cellules souches existantes.

Nous aborderons également, quoique de maniére moins approfondie, la problématique
des cellules souches cancéreuses, qui seront trés probablement a 1’origine d’un changement
radical dans la maniere de concevoir les thérapies anticancéreuses.

A. LES CELLULES SOUCHES EMBRYONNAIRES

Si les premicres cellules ES ont été isolées d’embryons murins en 1981 par Evans et
Kaufmann[23], il a fallu attendre 17 ans pour que Thomson et son équipe parviennent a
cultiver les premieres cellules ES humaines[1].

Les cellules ES sont présentes de manicre transitoire lors du développement
embryonnaire (5-7°™ jour de développement) et sont présentes dans I’embryon au stade
morula (64 cellules) puis au niveau de la masse cellulaire interne de I’embryon au stade
blastocyste. Ces cellules sont qualifiées de cellules souches pluripotentes car chacune d’elle a
la propriété de donner naissance un embryon, a 1’exception des annexes embryonnaires
(placenta).

Actuellement, les cellules ES étudiées in vitro sont essentiellement prélevées a partir de
la masse cellulaire interne du blastocyste. Cette masse cellulaire interne est isolée apres
effraction de la zone pellucide et du trophectoderme, qui constituent la couche externe du
blastocyste[24].

Les cellules ES issues de la masse cellulaire interne sont ensuite mises en culture dans
des milieux de cultures spécifiques destinés a les maintenir dans un état indifférencié¢ tout
permettant leur multiplication. Outre ces milieux de culture spécifiques, la culture des cellules
ES nécessitent la présence de cellules nourriciéres afin de les obliger a conserver 1’état
indifférencié qui les caractérise[25]. Les cellules nourriciéres classiquement utilisées pour la
culture de cellules ES sont des fibroblastes embryonnaires humains ou murins dont les
capacités de prolifération ont été inhibées de manicre irréversible par traitement a la
mitomycine ou par irradiation. Cette méthode de culture consiste en fait a recréer in vitro une
niche artificielle comme celle-ci a été décrite plus haut. Les récentes innovations dans le
domaine de la culture de ces cellules ont néanmoins permis ’apparition de techniques de
culture permettant de s’affranchir de ces cellules nourricicres[25].

Les cellules ES sont caractérisées par l’expression de marqueurs membranaires
spécifiques (Tra 1-60, SSEA-3, SSEA-4), de la phosphatase alcaline et de facteurs de
transcriptions responsables du maintient de la pluripotence (NANOG, Oct-4 ou Pou5fl, Sox-
2, TDGF-1)[26]. Les cellules ES présentent une capacité de prolifération apparemment
illimitée. La question de savoir si cette prolifération in vitro s’accompagne ou non de
I’acquisition d’anomalies génétiques reste actuellement en suspend[27]. La pluripotence des
cellules ES peut étre évaluée par leur capacité a former des tératomes aprés injection a la
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souris  immunodéprimée  NOD-SCID (Non Obese Diabetic-Severe = Common
Immunodeficiency Disease)[28, 29].

Les tératomes sont des tissus ectopiques, d’apparence éventuellement primitive qui
peuvent se développer de maniére spontanée et pathologique chez I’individu adulte[28, 30].
Ce sont des tumeurs rarement malignes, dont la résection chirurgicale constitue un traitement
habituellement efficace[30]. Un tératome mature peut renfermer des cheveux, des dents ou
autre, ce qui justifie parfaitement I’étymologie grecque du terme qui signifie “tumeur
monstrueuse”.

Nous verrons plus tard que 1’étude de la formation de tératomes est particulicrement
importante pour le contréle qualité de cellules différenciées obtenues a partir de cellules
pluripotentes. En effet, la formation possible d’un tératome apres injection, par contamination
de la suspension de cellules différenciées par des cellules indifférenciées résiduelles est une
des grandes problématiques de ce type de traitement[28].

Cette pluripotence peut également étre évaluée in vitro. En effet, lorsque les cellules
pluripotentes sont cultivée en I’absence de cellules nourriciéres, en I’absence de facteurs de
croissance maintienant de la pluripotence comme le bFGF, et en conditions non adhérentes,
celles-ci ont la particularité¢ de former des corps embryonaires (EB). Lors de la culture
prolongée de ces EB, les cellules vont se différencier spontanément. Cette différenciation
spontanée peut alors étre mis en évidence par une dissection des EB et un marquage
spécifique révélant des cellules appartenant aux trois types de feuillets embryonnaires[31].

Les cellules ES humaines sont exclusivement issues d’embryons obtenus par
fécondation in vitro dans le cadre de programmes d’aide médicale a la procréation (Agence de
Biomédecine). Ce sont alors des embryons pour lesquels les parents ont abandonné tout projet
parental. En raison de la capacité de prolifération indéfinie, les études expérimentales sur les
cellules ES sont conduites sur des lignées dont le mode d’obtention strictement encadré. Il
existe actuellement 211 lignées de cellules ES humaines dans le monde dont ’utilisation est
approuvée par le National Institute of Health américain. Seule 28 lignées francaises de
cellules ES ont été constituées en France, mais les 37 équipes frangaises autorisées a travailler
sur les cellules ES et sur I’embryon, peuvent déposer une demande d’importation de lignées
en France aupres de I’ Agence de Biomédecine.

De par leur pluripotence, et donc leur capacité de se différencier en toute cellule de
I’organisme adulte, les cellules ES sont les cellules souches au potentiel thérapeutique le plus
¢levé, malgré la formation de tératomes chez le receveur aprés leur injection. Néanmoins,
comme nous le montrerons par la suite, en raison de la destruction de I’embryon
accompagnant le prélevement des cellules ES, 1’utilisation de ces cellules en thérapeutique ou
en recherche purement cognitive se heurte a d’importants problémes éthiques[32]. Les
cellules souches d’origine adulte permettent de s’affranchir de ces considérations éthiques et
font d’ailleurs déja 1’objet de certains protocoles d’essais cliniques a un stade avancé.
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B. LES CELLULES SOUCHES ADULTES

Les cellules souches adultes (CSA) sont des cellules présentant au maximum des
propriétés de multipotence (capacité¢ de différenciation vers les cellules d’un feuillet
embryonnaire précis, sans capacité de formation d’un organisme entier). Les cellules de
carcinome embryonnaires étant des cellules pathologiques pluripotentes, ne rentrent pas dans
le groupe des CSA, malgré leur présence chez 1’adulte[28].

Les CSA ont perdu la capacité d’auto-renouvellement apparemment illimitée des
cellules ES, en raison notamment d’une diminution de I’activité des télomérases provoquant
un raccourcissement des télomeéres et donc une senescence progressive[33].

Néanmoins les CSA présentent une capacité de prolifération en général suffisante pour
couvrir les besoins de 1’organisme, principalement parce que ces cellules sont majoritairement
maintenues a un état quiescent (phase GO du cycle cellulaire). Le controle de cette quiescence
est un phénomene extrémement important dans le maintient de la population des ces CSA tout
au long de la vie adulte.

Les CSA sont isolées de différents tissus, et notamment de ceux présentant un
renouvellement rapide, comme la moelle osseuse, le tissu adipeux et la muqueuse
intestinale[20, 34]. Ce renouvellement est précisément du a la présence d’un faible contingent
de cellules souches au sein de ces tissus. Il faut d’ailleurs noter que des cellules souches
neurales ont ¢ét¢ identifiées dans le cerveau, et leur présence suggeére une capacité de
renouvellement de cet organe[7, 35]. Cette découverte va a I’encontre de la notion
communément acquise présentant le cerveau comme [’un des rares organes a ne pas présenter
la capacité de se régénérer.

Parmi les CSA nous ne parlerons que des Cellules Souches Mésenchymateuses, famille
a laquelle appartiennent les cellules souches issues du liquide amniotique que nous utiliserons
dans la partie expérimentale, et des cellules souches cancéreuses, en raison de leur potentiel
thérapeutique.

1. Les Cellules Souches Mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont des cellules souches adultes,
facilement isolables, hétérogeénes et multipotentes.

En 2006, M. Dominici a proposé une combinaison minimale de critéres fonctionnels et
de marqueurs de surface spécifiques, pour la définition des CSM, criteres validés par la
société internationale de thérapy cellulaire (ISCT)[36].

Ainsi une CSA, pour étre qualifiée de CSM, doit pouvoir adhérer au plastique dans des
conditions standards de culture, c’est a dire sans cellules nourriciéres (a la différence avec les
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cellules ES) ou sans recouvrir le plastique de molécules de la matrice extra cellulaire facilitant
I’adhésion cellulaire (gélatine, fibronnectine).

Les CSM doivent exprimer a plus de 95% le CD105 (endoglin), le CD73 (ecto 5’
nucléotidase) et le CD90 (Thy-1), mais doivent étre négatives (< 2%) pour le CD45
(marqueur pan-leucocytaire), le CD34 (marqueur des cellules souches hématopoiétiques et
des progéniteurs endothéliaux), le CDI4 ou le CDIlb (marqueurs des
monocytes/macrophages), le CD79a ou le CD19 (marqueurs des lymphocytes B), ainsi que
les molécules du HLA-DR. Les marqueurs qui ne doivent pas étre détectés correspondent aux
types cellulaires adhérents sur plastique susceptibles de contaminer les cultures cellulaires.

Enfin les CSM doivent démontrer leurs propriétés de différenciation in vitro en
ostéoblastes (tissu osseux), chondrocytes (tissu cartilagineux) et en adipocytes (tissu
graisseux). Cette différenciation est induite par la mise en culture dans des milieux facilitant
cette différenciation et contenant notamment de la déxamethasone, du Pglycérophosphate et
de l’acide ascorbique pour la différenciation en ostéoblastes, du TGFB3 pour la
différenciation en chondrocytes et de la déxamethasone, de 1’insuline et de 1’indométhacine
pour la différenciation en adipocytes.

Les CSM peuvent donc se différencier en cellules issues du mésenchyme embryonnaire
et donc également en cellules musculaires comme les cardiomyocytes, ce qui a justifié
I’engouement de la recherche sur ces cellules pour traiter les ischémies myocardiques[37].

Néanmoins il a été¢ montré que ces CSM pouvaient se différencier en cellules qui n’ont
pas pour origine le mésenchyme embryonnaire, comme les neurones, les hépatocytes et les
cellules épithéliales[38]. Ces données posent la question de savoir si les CSM sont seulement
des cellules multipotentes ou bien des cellules pluripotentes, car en principe seules les cellules
souches plutipotentes peuvent, en théorie, se différencier en cellules issues de 3 feuillets
embryonnaires. Il existe donc une plasticité spécifique aux CSM leur permettant de plus
grandes capacités de différenciation que les autres CSA. Diverses explications sont avancées,
comme une dédifférenciation des CSM leur permettant d’augmenter leur répertoire de
différenciation[39, 40] ou encore une plasticité « naturelle » commune aux cellules issues du
mésenchyme embryonnaire, celui-ci subissant des fluctuations importantes de phénotypes, a
des stades précoces du développement embryonnaire[41]. Le mécanisme exact a 1’origine de
cette plasticité n’a, pour I’instant, pas encore été enticrement expliqué.

Cette plasticit¢ dans la différenciation des CSM présente I’avantage de diversifier
énormément les indications possibles de leur utilisation dans le cadre de la régénération
tissulaire. Nous avons vu que leur différenciation possible en cardiomyocytes a entrainé
I’évaluation des CSM dans la réparation post ischémie du myocarde[37]. Les CSM ont
¢galement été testées dans le traitement de I’ischémie des membres inférieurs pour leur
capacité¢ a se différencier en cellules endothéliales[42, 43]. De plus, ’'usage des CSM
combinées ou non a des biomatériaux poreux a été investiguée dans les grandes pertes
osseuses et les pseudarthroses en raison de leur potentiel de différenciation en
ostéoblastes[44, 45]. Enfin il faut noter que les CSM sont également a 1’étude dans la
réparation de D’épithélium cornéen[46]. Cette liste d’applications potentielles n’est pas
exhaustive et les CSM sont des cellules au potentiel thérapeutique trés important.
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Cette pseudo pluripotence peut également avoir un inconvénient majeur. Nous avons vu
précédemment que les cellules souches pluripotentes induisent la formation de tératomes au
niveau de leur point d’injection. Cette formation de tératome constitue un effet indésirable
majeur lié¢ a I'utilisation des cellules souches pluripotentes et des cellules différenciées qui en
sont dérivées. Or les CSM ne semblent pas induire de tératome chez la souris NOD-SCID,
mais cela suffit-il il a déduire que cette utilisation est totalement stire? En effet beaucoup des
applications thérapeutiques des CSM impliquent une amplification de ces cellules jusqu’a
obtenir un nombre de cellules suffisant avant injection. Certaines équipes ont décrit une
instabilit¢ génétique des CSM pouvant aboutir a leur transformation et I’apparition de
tumeurs apres injection chez la souris[47]. L’origine des CSM semble avoir un impact sur
leur transformation potentielle, puisque jusqu’a maintenant seules les CSM issues du tissu
adipeux ont été décrites comme pouvant se transformer en cellules souches cancéreuses[48].

Il est important de noter que cette transformation est déclenchée apres de tres longues
périodes de culture (> 5 mois). Actuellement, les CSM sont testées dans des pathologies
touchant des patient jeunes, et sont destinées a demeurer de maniére prolongée chez ces
patients. Ainsi, contrairement a des médicaments traditionnels, il n’y a aucun moyen de
déterminer des paramétres de pharmacocinétique (temps de demie vie, vitesse d’élimination,
diffusion...) pour ces CSM. Or si ces cellules sont potentiellement instables en culture,
comment peut on étre certain de leur absence de tumorogénicité a long terme apres injection ?
Ces problématiques de sécurité d’utilisation, qui seront par ailleurs plus précisément décrites
dans la suite du texte, restent encore a explorer sur des mode¢les animaux permettant une
période de suivi suffisamment longue afin de pouvoir affirmer que de telles thérapies
impliquant les CSM sont totalement sires.

En plus de leur capacité de différenciation, les CSM peuvent également sécréter des
facteurs de croissances induisant la réparation des tissus et cellules situées a proximité. Cette
action dite paracrine, plus que la différenciation en cellules fonctionnelles, semble étre le
mode d’action principal des CSM dans les pathologies de type ischémiques, et notamment
dans le cas de I’ischémie myocardique[37, 40]. Parmi les facteurs de croissance sécrétés, nous
pouvons citer le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), 1I’Angiopoietine-1 (Ang-1),
I’Epidermal Growth Factor (EGF) et I’Hepatocyte Growth Factor (HGF) qui induisent la
prolifération et la réparation des cellules endothéliales. Ce point précis présente un intérét tout
particulier dans le cadre du traitement des pathologies ischémiques[34, 49, 50].

D’autre part les CSM vont pouvoir recruter des cellules souches résidentes au niveau du
site de 1ésion par la sécrétion de cytokines chimioattractantes, et remodeler la matrice extra
cellulaire via la libération de matrice-métalloprotéases dont MMP-9.

Le profil de sécrétion des CSM, ou sécrétome, varie en fonction du tissu duquel les
cellules ont été extraites. Ainsi le potentiel proangiogénique des CSM semble supérieur
lorsque celles-ci sont issues du tissu adipeux (on parle de cellules souches dérivées du tissu
adipeux ou ADSC)[34] que lorsqu’elles sont issues de la moelle osseuse. Il est donc pertinent
d’étudier avec précision le sécrétome de CSM provenant de diverses sources tissulaires pour
identifier celles qui seront les plus efficaces en fonction de la pathologie a traiter.

Il s’avere également que le microenvironnement cellulaire influe sur le sécrétome des
CSM[51]. Cette observation est la base des nombreuses études de conditionnement de ces
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cellules, au cours desquelles ces dernicres sont soumises a différentes conditions de culture et
dont les sécrétomes correspondant sont identifiés[52-54]. Dans ce cas précis, les CSM
pourraient passer du statut de médicament directement injectable au patient, a celui de
systéme de production de milieu d’intérét thérapeutique[55]. Cette approche permettrait de
s’affranchir de la problématique liée a I’injection de cellules potentiellement tumorigenes
dans I’organisme du patient.

Les CSM ont également une autre propriété, qui a encore contribué a I’¢largissement de
leur utilisation thérapeutique potentielle. Cette propriété, indépendante de leur multipotence,
est la capacité de moduler de maniére remarquablement efficace la réponse immunitaire[56-
59]. Cette propriété d’immunomodulation est dirigée contre la quasi totalité des cellules du
systtme immunitaire. Les CSM peuvent endiguer une réponse immunitaire dérégulée et
anarchique, telle qu’elle est présente dans les pathologies auto-immunes. Elles peuvent
¢galement controler une réponse immunitaire justifiée mais délétere comme celle
caractéristique de la transplantation de cellules ou d’organes allogéniques. Grace a
I’expression du CD55, CD46 et CD59 et a la sécrétion du Facteur H les CSM empéchent
I’activation du complément[60]. L’absence de déclenchement de réponse immunitaire a
I’injection des CSM serait associée a 1’absence de sensibilisation du receveur apres injection.

Cette derni¢re donnée est importante car elle sous-entend que ces CSM pourraient étre
injectées de maniere répétée, si elles n’étaient pas efficaces des la premiére administration.

Néanmoins certaines ¢études tendent a montrer une possible immunogénicité de
certaines souches de CSM conduisant, dans certains cas, a la sensibilisation du receveur[58,
61].

Il semble que le potentiel immunomodulateur des CSM soit fortement augmenté dans
un contexte inflammatoire. Ainsi les médiateurs pro-inflammatoires comme TNF-o (Tumor
Necrosis Factor alpha), IL-1 a et B, ou anti-inflammatoires comme I’'IFN-y (Interferon
gamma) activent les CSM qui libérent des facteurs inhibant la réponse inflammatoire. Il est
¢galement observé que les CSM injectées sont préférentiellement recrutées au niveau des sites
de 1ésion. Le mécanisme impliqué n’est pas encore totalement élucidé mais semble impliquer
des molécules chimioattractantes comme les fractions C5a et C3a du complément[56, 58, 62].

Parmi les facteurs inhibiteurs sécrétés par les CSM, certains vont pouvoir agir sur la
réponse immunitaire innée. Cette immunité stérile va pouvoir étre déclenchée méme si
I’organisme n’a jamais été confronté a 1’antigéne. La réponse immunitaire innée implique des
leucocytes mais également des barrieres anatomiques. Les cibles de 1’action
immunomodulatrice des CSM sur la réponse immunitaire innée sont les cellules Natural
Killer (NK), les Polynucléaire Neutrophiles (PNN) les Monocytes (MO) et les Macrophages
(MA). Les PNN et les MA sont des cellules phagocytaires, qui éliminent leurs cibles par
phagocytose. Les MO, en s’infiltrant dans les tissus, deviennent des MA qui sont également
capables de sécréter des molécules proinflammatoires et chimioattractantes responsables de
I’entretient et de I’expansion de la réponse immunitaire. Les cellules NK sont susceptibles de
se lier aux cellules modifiées comme les cellules cancéreuses ou infectées, et les détruire. Les
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cellules NK peuvent également sécréter de I'IFN-y, médiateur impliqué dans la réponse
antivirale.

Les CSM, principalement par la sécrétion d’IL-10, de monoxyde d’azote (NO) et de
Prostaglandine E-2 (PGE-2), vont pouvoir inhiber le recrutement, la mobilité et I’activité de
phagocytose des MA, ainsi la différenciation des MO circulants en MA pouvant alors migrer
dans les tissus[63]. La sécrétion de cette méme PGE-2 et de TGF-B par les CSM va pouvoir
inhiber la libération de I’'IFN-y par les cellules NK. Elle inhibe également leur prolifération,
I’expression de certains récepteurs impliqués dans leur action cytotoxique, et répriment ainsi
la lyse cellulaire dont sont responsables les cellules NK[58].

Ce mécanisme repose également sur 1’action de 1’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO)
de CSM qui provoque la dégradation du tryptophane extracellulaire en métabolites anti-
inflammatoires de la famille des kynurénines.

Enfin les CSM vont inhiber I’apoptose et I’explosion oxydative causée par les PNN, par
un mécanisme qui reste encore incertain mais qui semblerait impliquer la libération de 1’IL-
6[63].

Les CSM vont également pouvoir réguler la réponse immunitaire dite spécifique ou
adaptative, car spécialement tournée contre a un antigéne donné. Cette réponse fait intervenir
3 grands types de cellules : les cellules dendritiques (CD), les Lymphocytes B (LyB) et les
Lymphocytes T (LyT). Les CD et les LyB sont également appelés cellules présentatrices de
I’antigéne (CPA). Ces CPA vont reconnaitre I’antigéne ou la cellules étrangére (non soi),
I’internaliser et le présenter a leur surface aux lymphocytes T (LyT). En plus de cette capacité
a présenter I’antigéne, les LyB peuvent se différencier en plasmocytes sécrétant les anticorps
spécifiques de I’antigéne. Les CPA vont également permettre la sélection des lymphocytes les
plus spécifiques de 1’antigene.

Certains LyT vont avoir une action cytotoxique directe, d’autres vont sécréter des
cytokines permettant de mobiliser, activer et coordonner les cellules effectrices de la réponse
immunitaire. Certains sous-types de LyT vont étre générés pour garder en mémoire
I’antigéne. Lors d’une deuxiéme exposition au méme antigéne, ces cellules vont permettre
d’initier une réponse immunitaire plus rapide.

Une sous-population de LyT, appelée LyT régulateurs (Treg), a été récemment
identifiée. Ces Treg ont la particularité¢ de réguler la réponse immunitaire adaptative et de
permettre I’induction d’un état de tolérance plus ou moins spécifique vis a vis d’un antigene.
Dans ce cas précis, une cellule allogénique (non soi) sera acceptée par le systéme immunitaire
comme faisant partie intégrante du “soi”. L’induction de 1’état de tolérance est
particulierement recherchée dans le cadre de la transplantation d’organes ou de cellules
allogéniques, car il pourrait permettre d’éviter tout rejet immunitaire, tout en sevrant le patient
de son traitement immunosuppresseur aux effets indésirables parfois graves[64].

Les CSM vont pouvoir moduler la réponse immunitaire adaptative en agissant sur les
trois types cellulaires impliqués. Elles vont inhiber la prolifération des LyB et leur activation
en plasmocytes, majoritairement par sécrétion de PGE-2 et leur activit¢ IDO. Elles vont
diminuer la génération de CD immatures (CDi) a partir des MO par libération de PGE-2, IL-
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6, TGFB. Les CSM vont aussi inhiber la maturation des CDi par sécrétion d’IL-6 et par
contact cellulaire direct via la voie de Notch/Jagged. Elles vont également modifier le profil
de sécrétion des CD vers un profil plutoét anti-inflammatoire avec une inhibition de la
libération de I’'IFN-y, du TNF-a et de I’IL-12 ainsi qu’une activation de la sécrétion de I’IL-
10 par les CD matures (CDm)[58, 62, 65]. L’IL-10 peut induire la génération de Treg
périphériques tolérogénes.

Enfin, les CSM vont inhiber, principalement par I’intermédiaire d’IL-6, TGF-B, HGF,
IDO, NO et PGE-2, la prolifération et la sécrétion d’IFN-y des LyT, mais également inhiber
la génération de LyT cytotoxique. Par la sécrétion de TGF-B, les CSM vont également
privilégier la génération de Treg[66, 67] (Figure 11). Ce potentiel immunomodulateur semble
indépendant du statut allogénique ou autologue des CSM utilisées en thérapeutique[61, 68].
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Figure 5 : Immunomodulation par les cellules souches mésenchymateuses.

Représentation générale des mécanismes a la base des propriétés immuno modulatrices de CSM sur les
différentes populations de cellules impliquées dans la réponse immunitaire. CSM : cellule souche
mésenchymateuse NK : Natural Killer, PNN : Poly Nucléaires Neutrophiles, LyB : Lymphocytes B, Cdi :
Cellules Dendritiques immatures, Cdm : Cellules Dendritiques matures, MA : Macrophages, PAMPs : Pathogen
Associated Molecular Paterns, DAMPs : Damage Associated Molecular Paterns, LyT : Lymphocyte T, Treg :
Lymphocyte T régulateur, PGE-2 : Prostaglandine E-2, IDO : indoleamine 2,3-dioxygénase, TGF- [ :
Transforming Growth Factor betta, I[FN-y : Interféron gamma, TNFa : Tumor Necrosis factor alpha, NO : Nitric
Oxyde, TLR : Toll Like Receptor, HGF : Hepatocyte Growth Factor.

Par ’expression de nombreux médiateurs, les CSM peuvent donc réprimer la réponse
inflammatoire et immunitaire, qu’elle soit innée ou adaptatrice, et privilégier la génération de
cellules tolérogenes telles que les Treg. Cette propriété remarquable peut étre bénéfique dans
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le traitement de pathologies auto-immunes ou inflammatoires chroniques (Polyarthrite
Rhumatoide, Encéphalomy¢lite auto-immune, Lupus Erythémateux Disséminé[69-71]), ainsi
que dans la prévention du rejet de greffe[72, 73].

Les CSM ont la capacit¢ de migrer préférentiellement vers les tumeurs, et d’y
promouvoir la prolifération tumorale, I’invasion des tissus environnants et la dissémination
métastatique[74]. Lorsqu’elles sont cultivées en normoxie, les CSM poussent en formant une
monocouche avec inhibition de contact, comme les autres cellules de 1’organisme. Mais ces
mémes cellules cultivées en hypoxie vont voir leur inhibition de contact progressivement
abolie, et vont proliférer de manicre plus rapide et plus anarchique[75]. Cette donnée pourrait
suggérer la possibilité de transformation des CSM dans un environnement hypoxique (comme
celui retrouvé dans les tumeurs cancéreuses), ce qui suggererait une possible implication des
CSM dans le déclenchement des cancers.

L’¢tude des CSM dans le domaine de I’oncologie pourrait ainsi s’orienter vers deux
voies : comprendre les mécanismes a ’origine des ces propriétés pro-tumorales[74, 76] et de
“homing” des CSM vers les cellules tumorales, mais également mettre a profit ce phénomene
en utilisant les CSM dans un but diagnostique, comme traceur de tumeurs, ou en tant que
vecteurs potentiels de molécules thérapeutiques anticancéreuses[77-79]. Dans le cas
I’utilisation thérapeutiques de CSM, ces dernieres peuvent étres modifiées génétiquement de
maniere a exprimer des molécules induisant la mort des cellules tumorales[78].

Les cellules souches issues du liquide amniotique (Amiotic Fluid Stem Cells, AFSC)
sont des cellules en suspension dans le liquide amniotique dans lequel baigne le feetus[80].
Ces cellules sont actuellement utilisées a but uniquement diagnostique dans la détection
prénatale des anomalies chromosomiques feetales. Le liquide amniotique est alors ponctionné
par amniocentese, et les cellules amniotiques, qui proviennent uniquement du feetus et non de
la meére, sont mises en culture pour effectuer le caryotype. La technique d’amniocentése est
maintenant bien maitrisée, avec un risque relativement réduit pour le feetus. Devant le
potentiel thérapeutique de ces cellules, certaines cliniques américaines ont déja débuté la
constitution de banques de cellules issues du liquide amniotique

La mise en culture sur support plastique des cellules issues du liquide amniotique,
permet de sélectionner les AFSC qui sont, comme les CSM, adhérentes au plastique. Comme
les CSM, les AFSC, ont la capacité a se différencier in vitro en plusieurs lignées cellulaires
(ostéocytes, adipocytes, cellules nerveuses, cellules rénales). Ces AFSC sont également
caractérisées par la présence des marqueurs CD73, CD105, CD90, ainsi que ’absence du
CD34, CD45, CD11b, CD19 et HLA-DR[81, 82]. Injectés chez la souris, les AFSC ont la
caractéristique de ne pas former de tératome. Ce sont des cellules extrémement hétérogenes,
regroupant des cellules avec un potentiel multipotent certain, et des cellules «non souchey.
Pour s’affranchir de cette hétérogénéité, les auteurs de certaines études ont tri¢ les AFSC sur
la base du c-kit[49, 83, 84], bien qu’il n’ait pas été prouvé que ce marqueur soit spécifique des
AFSC «souches », et que son expression s’atténue au cours de la culture suivant le tri
cellulaire[85].

Actuellement, 2 voies d’utilisation des AFSC sont en cours d’investigation : I'utilisation
de la cellule en tant que telle, en exploitant ses capacités paracrines, de différenciation ou
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d’immunomodulation, et son emploi comme base cellulaire pour la génération de cellules iPS,
en raison de sa multipotence et de sa plasticité[80, 81, 86, 87]. Des études récentes ont essayé
d’évaluer le potentiel thérapeutique des AFSC dans des pathologies ischémiques (membre,
rein, cceur)[49, 82, 84, 88, 89]. Hauser et coll. ont démontré dans un modé¢le d’insuffisance
rénale aigiie induite par le glycérol que I’injection d’AFSC humains chez la souris améliore la
reprise de fonction rénale, induit la prolifération des cellules tubulaires et réduit 1’apoptose.
Ils ont également montré que les AFSC s’accumulent au niveau des capillaires péri-tubulaires
jusqu’a 21 jours apreés l’injection et que leur action serai principalement liée a un effet
paracrine et notamment la sécrétion de VEGF[84]. Cependant, aucune étude ne semble faire
¢tat de I'utilisation des AFSC dans le traitement ou la prévention des lésions d’Ischémie
Reperfusion liées a la transplantation rénale, et encore moins dans un modele de gros animal
comme le porc.

2. Cellules Souches Cancéreuses

L’hypothese initiale de I’existence de cellules souches cancéreuses (CSC) pouvant étres
a Dorigine du développement de tumeurs provient de deux constatations. Dans les années
1970 tout d’abord, Mendelsohn puis Clarkson décrivent in vitro une hétérogénéité dans les
capacités prolifératives des cellules au sein d’une méme tumeur, que ce soit chez la souris ou
chez ’'Homme[90, 91]. D’autre part, il a ét¢é montré in vivo chez la souris que la grande
majorité des cellules d’une tumeur ne permettent pas de déclencher de processus tumoral
apres injection chez un animal sain. En revanche, certaines rares cellules cancéreuses peuvent
entrainer la formation d’un cancer aprés injection en trés faible quantité chez un animal
sain[92, 93]. Par analogie avec les CSA qui sont majoritairement quiescentes, mais qui
peuvent se différencier en cellules aux capacités de prolifération de plus en plus élevées,
certains auteurs ont émis 1’hypothese qu’il devait exister des cellules souches responsables du
déclenchement et de la prolifération de tumeurs. Ces cellules ont donc été appelées cellules
souches cancéreuses ou CSC[92].

Au départ, les recherches sur les CSC ont été réalisées dans le domaine de
I’hématologie, avec I’hypothése de 1’existence de cellules souches leucémiques (CSL). Ces
cellules partageraient avec les cellules souches hématopoiétiques (CSH), les mémes
propriétés d’auto-renouvellement et de différenciation, avec une capacité a reconstituer une
tumeur au phénotype identique a celui de la tumeur d’origine[94].

Les CSL partageraient certaines caractéristiques phénotypiques avec les CSH, comme la
présence du CD34 et ’absence de CD38, CD71 et HLA-DR, mais n’exprimeraient pas CD90
et c-Kit et exprimeraient en plus le CD123. La confirmation de I’existence de CSL a été
apportée en 1997 par Bonnet et Dick[95]. Ceux-ci ont utilisé un test de repopulation multiple
avec transplantation secondaire de cellules de Leucémie Aigiie Myéloide (LAM) d’origine
humaine chez la souris NOD-SCID. Dans cette expérience, les auteurs ont extrait, purifié¢ et
injecté chez la souris NOD-SCID des CSL de patients présentant des LAM. Ils ont ainsi
réussi a recréer chez la souris des LAM hautement représentatives de leur équivalent humain,
et ce méme apres multiples transplantations. Ces cellules ont été appelées SL-IC pour SCID
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Leukemia-Initiating Cells, ou cellules inductrices de leucémies chez la souris SCID. Ils ont
montré que ces cellules sont rares (0,2 a 100 cellules pour 10° cellules mononuclées), et
qu’elles sont toutes de phénotype CD34+ CD38-, tout comme les CSH. Apres ces travaux, les
CSC ont été identifiées dans une grande variété de tumeurs solides, cancer du sein tout
d’abord, puis des poumons, de la prostate[92, 93, 96, 97]...

Des investigations menées sur les CSL et les CSC en général ont démontré que les
mécanismes a I’origine de I’auto-renouvellement et de la différenciation de ces cellules sont
communs avec ceux existants chez les cellules souches non pathologiques (voies de Notch,
Wnt et Sonic Hedgehog notamment)[76]. Ces phénomenes sont néanmoins dérégulés chez les
CSC. 1l semblerait également que, comme les CSA, les CSC soient localisées dans des niches
permettant le maintient de leur auto-renouvellement et le contrdle de leur différenciation[98].

Le mécanisme a la base de la transformation de CSA en CSC reste encore tres flou,
méme si il semblerait qu’une succession bien précise de mutations génétiques et de
modifications épigénétiques soit nécessaire a leur formation. L’étude de ces mécanismes est
de la plus grande importance dans la mesure ou leur compréhension permettrait
I’identification précise de cibles thérapeutiques potentielles vis a vis des CSC[99-101].

La mise en évidence des CSC constitue en effet une grande avancée dans 1’approche
thérapeutique de nombreux cancers. Actuellement, la majorité des molécules anticancéreuses
utilisées ciblent les cellules en prolifération. En effet la quasi-totalité des cellules cancéreuses
proliféeres de maniére dérégulée avec une inhibition de la sénescence et de I’apoptose,
aboutissant a une croissance rapide de la tumeur.

Ce type d’approche ciblant les cellules en division est caractérisé aujourd’hui encore
par un nombre important de rechutes, car il semblerait que les traitements ne parviennent pas
a cibler les cellules a 1’origine du déclenchement du cancer. En effet, comme les CSA, les
CSC sont majoritairement quiescentes, en phase GO du cycle cellulaire, et sont donc
naturellement résistantes aux traitements antiprolifératifs classiques. On peut donc détruire la
plus grande partie des cellules cancéreuses, seule la destruction des CSC permettrait de causer
la destruction de la tumeur.
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Figure 6 : Modéles d’hétérogénéité des cellules cancéreuses.

Dans le modele (A) les cellules cancéreuses sont hétérogenes mais peuvent toutes proliférer indéfiniment et
former de nouvelles tumeurs. Les molécules cytotoxiques ciblant les cellules en division (éclairs bleus)
pourraient détruire la tumeur. Dans le modéle (B) les cellules cancéreuses sont hétérogenes, mais seul un tres
faible nombre de CSC est capable d’auto-renouvellement et de différenciation. Ces CSC sont quiescentes et les
molécules cytotoxiques ciblant les cellules en division (éclairs bleus) épargneraient ces CSC qui seraient ensuite
responsables des rechutes. De nouvelles molécules ciblant les CSC (éclairs verts) permettraient d’induire leur
mort et donc de détruire entierement la tumeur. CSC : Cellules Souches Cancéreuses. Adapté de Reya et al.
Nature 2001

La connaissance, quoiqu’encore partielle, des mécanismes a 1’origine de la
différenciation et de 1’auto-renouvellement des cellules souches a d’ailleurs permis la mise au
point ou la « redécouverte » de nouveaux médicaments anticancéreux. Ainsi la salinomycine,
antibiotique développé a l’origine pour traiter certaines infections bactériennes chez les
gallinacés, s’est révélée, une molécule efficace pour traiter un nombre important de cancers,
notamment par son inhibition de la voie de Wnt[102].

De la méme maniére le ciblage des régulateurs épigénétiques, connus pour jouer un role
dans le controle des capacités de prolifération des CSA et des cellules ES, a montré de bons
résultats dans le traitement de cancers principalement hématologiques.

La découverte des CSC a donc permis une remise en question des principes jusque la
acquis concernant le traitement des cancers, et une modification de fond dans 1’approche
thérapeutique anticancéreuse.
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[II. CELLULES SOUCHES ET THERAPEUTIQUE HUMAINE

Nous verrons que, si les régles régissant les autorisations de mises sur le marché de ces
cellules souches « thérapeutiques » sont plutét homogenes au niveau européen, il existe en
revanche des différences importantes entre les pays du point de vue de I’attribution
d’autorisation de recherche et de brevetabilité de ces cellules.

En effet, plus que pour aucun autre médicament, 1’utilisation des cellules souches
divise. Le fond culturel et philosophique sur lequel reposent les débats, plus éthiques que
scientifiques, a débouché sur une régulation drastique des conditions d’étude des cellules
souches et notamment des cellules ES.

Nous verrons pourtant que 1’étude cognitive des cellules souches en général, et des
cellules ES en particulier peut déboucher sur un nombre conséquent d’applications dont
certaines font déja 1’objet d’essais cliniques. Nous essaierons enfin de replacer I'utilisation
potentielle de ces cellules chez ’'Homme au cceur des problématiques spécifiques de
I’industrie pharmaceutique.

A. CADRE LEGAL

Dans ce premier item, nous aborderons les textes de loi caractérisant les différents types
de produits thérapeutiques dérivées des cellules souches, et régissant, au niveau Frangais et
Européen, les modalités d’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) de ces produits.

1. Reéeglement européen n°1394/2007

Les nouvelles directives européennes ont entrainé des modifications du cadre
réglementaire au niveau national. Les « médicaments de thérapie cellulaire » deviennent par
exemple des « médicaments de thérapie cellulaire somatique », les « préparations de thérapie

génique » et « médicaments de thérapie génique » passent sous la dénomination commune
« médicaments de thérapie génique », au sein des « Médicaments de Thérapie Innovante ».

C’est en effet le réglement européen n°1394/2007 modifiant la directive 2001/83/CE
ainsi que le réglement (CE) n°726/2004, entré en vigueur le 30 décembre 2008 qui a
considérablement modifié la réglementation appliquée aux produits de thérapie contenant ou
utilisant des génes, des cellules ou des tissus, chez ’lHomme.

Ce reglement européen introduit le statut de Médicament de Thérapie Innovante (MTI)
regroupant les produits de thérapie génique, de thérapie cellulaire, d’ingénierie tissulaire et les
médicaments combinés de thérapie innovante. Ce texte a notamment pour objectif d’instaurer
une procédure d’AMM centralisée pour le MTI, et d’établir un référentiel applicable sur
I’ensemble des pays de I’UE. Ce reglement fixe également les obligations de suivi d’efficacité
et de sécurité aprés mise sur le marché, et d’évaluation de ces produits innovants via la
création du comité pour les thérapies innovantes (Committee for Advanced Therapies, CAT)
au sein de I’Agence Européenne du Médicament (European Medicines Agency, EMA).
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2. Définitions
Le terme MTI englobe les médicaments de thérapie génique, les médicaments de
thérapie cellulaire somatique, les produits issus de 1’ingénierie tissulaire et les médicaments
combinés de thérapie innovante. La définition du médicament de thérapie génique et celle du
médicament de thérapie cellulaire somatique sont apportées par la directive européenne
2001/83/CE, partie IV, Annexe 1.

Le médicament de thérapie génique est un produit thérapeutique biologique 1) contenant
une substance active qui contient ou qui consiste en un acide nucléique recombinant utilisé ou
administré chez I’€tre humain en vue de réguler, réparer, remplacer, ajouter ou supprimer une
séquence génétique, ii) dont I’effet thérapeutique, diagnostique ou prophylactique est
directement lié¢ a la séquence d’acide nucléique recombinant qu’il contient ou le produit de
I’expression génique de cette séquence. Cette définition n’inclut pas les produits vaccinaux
dirigés contre les maladies infectieuses.

Le médicament de thérapie cellulaire somatique est un produit thérapeutique biologique
1) contenant ou consistant en des cellules ou tissus ayant subit des manipulations
substantielles en vue de MODIFIER les caractéristiques biologiques, les fonctions
physiologiques ou les propriétés structurelles a la base de leur utilisation clinique, ou les
cellules ou tissus ne devant pas étre utilisés pour les mémes fonctions essentielles chez le
receveur et le donneur, ET ii) présenté comme possédant comme propriété de, ou utilisé ou
administré¢ a I’étre humain dans le but de traiter, prévenir ou diagnostiquer une pathologie
grace aux propriétés pharmacologiques, immunologiques ou métaboliques de ces cellules ou
tissus.

Le réglement n°1394/2007 complete ces définitions avec celles des médicaments issus
de I’ingénierie cellulaire ou tissulaire et des médicaments combinés de thérapie innovante.

Les premiers sont i) des cellules ou tissus ayant subi une manipulation substantielle de
fagon a OBTENIR (différence avec produits de thérapie cellulaire somatique) des
caractéristiques biologiques, des fonction physiologiques ou des propriétés structurelles utiles
a la régénération, a la réparation ou au remplacement recherchés ii) des cellules ou tissus ne
devant pas étre utilisés pour les mémes fonctions essentielles chez le receveur et le donneur. Il
faut noter qu’une grande partie de la définition est commune avec celle des produits de
thérapie cellulaire somatique.

Les médicaments combinés de thérapie innovante sont des MTI qui intégrent dans leur
composition un ou plusieurs dispositifs médicaux ou bien un ou plusieurs dispositifs
médicaux implantables actifs.

Outre la définition précise des MTI, le principal intérét de ce réglement n°1394/2007 est
d’établir les modalités d’autorisation de mises sur le marché de ces MTI en les répartissant en
2 sous types : les MTI, les MTI préparés ponctuellement (MTI-PP). Il permet de plus le
distinguo entre ces MTI et les Préparations qui ne sont plus des médicaments mais des
produits de santé, a la réglementation différente.

32



3. Autorisation de Mise sur le Marché des MTI et MTI-PP

Il est important de distinguer les MTI et les préparations, les deux ayant des statuts
différents.

Si le produit subit des modifications substantielles en vue « d’obtenir des
caractéristiques biologiques, des fonctions physiologiques ou des propriétés structurelles
utiles a la régénération, a la réparation ou au remplacement recherchés » et/ou si le produit

n’est pas destiné a étre utilisé pour la ou les mémes fonctions chez le receveur que chez le
donneur, ce produit est un MTI (ou un MTI-PP). Les modifications substantielles ne sont pas
listées dans le texte, sont simplement précisées les modifications « non substantielles » :
découpage, broyage, faconnage, centrifugation, trempage dans des solutions antibiotiques ou
antimicrobiennes, stérilisation, irradiation, séparation, concentration ou purification de
cellules, filtration, lyophilisation, congélation, cryoconservation, vitrification.

Une préparation est donc un produit associant 1’absence de modification substantielle
ET une destination identique chez le receveur et le donneur. Si le produit déroge a 1’'une de
ces deux conditions, il sera considéré comme MTI. Une association de modifications non
substantielles appliquées a un produit peut constituer dans leur ensemble, une modification
substantielle, faisant passer le produit du statut de Préparation a celui de MTI. De méme un
changement d’indication peut entrainer le changement de statut de Préparation a MTI.

La différence entre MTI et MTI-PP réside dans la destination du produit : un MTI-PP
sera destiné a un seul malade, ne sera pas exporté en dehors du pays ou il est développé et
sera régulé au niveau national. Attention, cette définition ne fait pas le distinguo entre produit
allogénique et produit autologue.

La Figure 14 représente de maniere simplifiée les principes de distinction entre les MTI.

\

NON OuUl Utilisé chez le receveur
Modifications —1 17 pour les mémes

substancielles ? fonctions que chez le

; . donneur ?
Préparation
Oul NON
Préparé ponctuellement
pour un malade
. g
déterminé ! ) :AMM centralisée
> :AMM nationnale
OUl| [NON

MTI

Figure 7 : Distinction entre divers Médicaments de Thérapie Innovante (MTI)
Médicament de Thérapie Innovante Préparé Ponctuellement (MTI-PP) et Préparations. Cette distinction
particulierement importante conditionne le régime d’Autorisation de Mise sur le Marché auquel sera soumis de
produit.
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L’AMM d’un MTI se fait dans le cadre d’une procédure centralisée d’autorisation,
apres évaluation par ’EMA. L’¢évaluation est réalisée par le comité des médicaments a usage
humain (CHMP) en collaboration avec le CAT. (Figure 15).

Y\ I, Commission européenne

Avis -

Demande

- d’évaluation

Développeur

Figure 8 : AMM centralisée.
Schéma simplifié de la procédure centralisée d’Autorisation de Mise su le Marché (AMM) a laquelle sont
soumis le Médicaments de Thérapie Innovante. CHMP : Comité des médicaments a usage humain, CAT :
Comité pour les thérapies innovantes, EMA : agence européenne du médicament.

Le CHMP peut mettre jusqu’a 210 jours pour rendre son avis concernant la demande
d’AMM.

Le CAT est composé de membres désignés pour une période de 3 ans renouvelable. Le
président et le vice-président sont élus par les membres pour une durée de 3 ans, renouvelable
1 seule fois. Il est composé de 35 membres dont 5 appartenant au CHMP (désignés par le
CHMP), 1 membre désigné par chaque pays membre qui n’est pas représenté par 1'un des
membres du CHMP (23 autres + Norvege, Islande, Liechtenstein = 26), 2 membres désignés
par la commission européenne pour représenter les médecins, 2 membres désignés par la
commission européenne pour représenter les associations de malades.

Il a pour but de vérifier la qualité, la sécurité et 1’efficacité de chaque MTI avant
approbation finale par le CHMP de la délivrance de ’AMM européenne et de suivre les
avancées technologiques du secteur

Les MTI-PP suivent un parcours d’AMM nationale spécifique définie par la loi n°2011-
302 du 22 mars 2011. Le développeur devra justifier du respect de la définition de MTI-PP de
son produit, et devra consulter les guidelines spécifiques des MTI éditées par ’EMA portant
sur les points clefs de développement du produit. Un suivi particulier de ’efficacité et des
effets indésirables des MTI-PP afin de pouvoir évaluer en continu la balance bénéfice/risque
de T’utilisation du produit. Dans certains cas, les MTI-PP étant destinés a de petites
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populations spécifiques, ceux-ci pourraient &tre autorisés sans avoir fournis de résultats
cliniques préalables pour établir leur efficacité ou leur profil de sécurité.

Ce cas de figure ne sera possible qu’apres avoir démontré 1’impossibilité de réaliser des
recherches biomédicales pertinentes, et engendrera un suivi renforcé du produit.

4. Fabrication d’un MTI

Un MTI est un médicament, il doit donc étre fabriqué conformément a la directive
2003/94/EC sur les bonnes pratiques de fabrication applicables aux médicaments a usage
humain. Si [D’établissement est localisé en France, il devra étre un établissement
pharmaceutique autorisé par I’ANSM en application des articles L. 5124-1 ou L. 5124-9-1 du
Code de la Santé Publique.

Les directives européennes et frangaises précisent que tout lot de médicament
expérimental doit étre certifié par une personne compétente qui attestera que ledit médicament
expérimental a été¢ fabriqué dans le respect des bonnes pratiques de fabrication dans un
¢tablissement autorisé. De méme ’EMA dicte les textes encadrant le développement des MTI
(2001/83/CE, 2004/23/CE, 2006/17/CE et 2006/86/CE).

5. Autorisation d’essai cliniqgue

Le promoteur désirant débuter un essai clinique va demander une autorisation d’essai
clinique aupres de 1’ Agence Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM) qui va avoir entre
90 et 180 jours pour émettre un avis.

L’agence peut faire appel, pour rendre sa décision, au groupe d’experts sur les
recherches biomédicales portant sur les thérapies cellulaires. Dans le cas de préparations de
tissus ou de cellules, ’ANSM fait appel a 1’agence de biomédecine. La décision
d’autorisation de démarrage de 1’essai clinique est donnée par le directeur général de
I’ANSM.

En parall¢le, le promoteur doit déposer un dossier aupres d’un Comité de Protection des
Personnes qui rend son avis sous 35j

B. CADRE ETHIQUE

En France, la recherche cognitive sur les cellules ES a souffert du statut juridique
incertain de ’embryon. Les textes de loi actuels tendent a limiter I’étude de ces cellules aux
protocoles de recherche ayant un bénéfice thérapeutique majeur et direct, bannissant de fait
les programmes de recherche a but strictement cognitif. Dans le cadre de la biologie, la
recherche cognitive correspond en général aux recherches menées dans un but de
compréhension du vivant, sans application pratique directe attendue a court terme. Mais ce
n’est pas parce que ces recherches n’ont a priori pas d’autre but que d’explorer puis de
comprendre un mécanisme particulier, qu’elles seront dénuées d’applications importantes a
posteriori.
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L’exemple peut étre le plus parlant dans le domaine des cellules souches est celui des
cellules iPS qui représentent une source particuliecrement importante d’applications
thérapeutiques. C’est en effet grice aux précédentes études visant a comprendre les
mécanismes contrdlant la régulation de la pluripotence des cellules ES que Yamanaka a pu
sélectionner les genes qu’il a utilisé pour reprogrammer une cellule somatique différenciée en
cellules iPS[13].

De la méme maniere ces problémes éthiques majeurs impactent la valorisation des
résultats des équipes de recherche dans le domaine des cellules souches, avec une régulation
stricte, mais trés variable d’un pays a 1’autre, des application susceptibles d’étres protégées
par un brevet.

Ces différences reposent principalement sur une différence de statut de I’embryon
entre les différents pays engendrant, plus qu’un débat scientifique, un questionnement moral
et philosophique sur la pertinence de la conduite des recherches cognitives sur les cellules
issues de I’embryon[32].

1. Loi de Bioéthique et recherche sur |’embryon

La premiere loi de bioéthique de 2004 instaurait, dans I’article L.2151-5, un régime
dérogatoire a la recherche sur I’embryon humain. Cette recherche est donc interdite, et
constitue donc un délit, mais des autorisations dérogatoires peuvent étre attribuées pour une
durée de 5 ans et ce pendant 5 ans a partir de la date de mise en application de la loi (2006).
Ces dérogations pouvaient étre attribuées pour des recherches sur ’embryon et les cellules
embryonnaires, a la condition expresse que ces recherches soient susceptibles de permettre
des progres thérapeutiques majeurs, et en 1’absence de 1’existence d’une méthode d’efficacité
comparable.

A la maniére dont est rédigé le texte, on comprend que les équipes de recherches
travaillant sur ’embryon et les cellules souches embryonnaires sont hors-la-loi, mais qu’elles
bénéficient d’une autorisation a la transgresser. Ce raisonnement confére une connotation
péjorative a la recherche sur I’embryon, en plus d’écarter du champ des autorisations
possibles les programmes de recherche a but purement cognitif. Ce régime dérogatoire a été
fustigé par les équipes de recherches travaillant sur I’embryon, car cette loi stigmatisait les
chercheurs sans apporter de controle supplémentaire sur les recherches effectuées dans le
domaine par rapport a un régime d’autorisation strictement encadrée.

Cette loi décrit également les conditions dans lesquelles les embryons peuvent étre
sélectionnées pour faire 1’objet de recherches et le systéme permettant la délivrance des
dérogations aux équipes de recherche. Seuls peuvent étres autorisés les embryons issus d’une
assistance médicale a la procréation (AMP) et ne faisant plus I’objet d’un projet parental. Le
couple dont est issu I’embryon doit donner son consentement écrit, & 1’issu d’un délai de
réflexion de 3 mois. L’autorisation de recherche est délivrée aprés examen du projet par
I’Agence de Biomédecine, en fonction de sa pertinence, de son respect des principes éthiques
et de son intérét pour la santé publique.
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L’article L.2151-5 précise que les embryons ayant fait I’objet de recherche ne peuvent
plus étre transférés a des fins de gestation. Il spécifie également que 1’importation de cellules
ES peut étre autoris¢é par 1I’Agence de Biomédecine, aux laboratoires qu’elle aura
préalablement autorisé a manipuler et a stocker les cellules embryonnaires.

Cette loi de la bioéthique a été révisée en 2011, et beaucoup de chercheurs dans le
domaine des cellules embryonnaires, appuyés par un rapport parlementaire paru en 2010et
préconisant le passage du régime dérogatoire au régime d’autorisation strictement encadrée,
espéraient une abrogation du statut dérogatoire.

L’article L.2151-5 tel qu’il a ét¢ modifié¢ par la loi n°2011-814 du 7 juillet 2011,
conserve le régime dérogatoire, supprime le délai de Sans pour I’attribution des autorisations
de recherche par I’agence de biomédecine, et autorise I’implantation pour projet parental
d’embryons ayant fait I’objet d’une recherche au bénéfice de 1’embryon ou dans le but
d’améliorer les techniques d’AMP, sous réserve que cet embryon n’aie pas été atteint.

Cette loi remplace également le mot « thérapeutique » par le mot « médical » dans la
phrase concernant les progres susceptibles d’étre entrainés par la recherche sur les embryons.
Cette nuance permet d’élargir quelque peu le champ des recherches sur I’embryon en y
intégrant celles qui visent par exemple a comprendre de certaines maladies.

L’autorisation de procéder a la recherche sur les cellules embryonnaires est toujours
donnée par I’Agence de Biomédecine, qui apporte sa réponse dans les 4 mois suivant la date a
laquelle le dossier a été déposé. C’est €galement toujours cette agence qui délivre les
autorisations d’importation et exportation (article L. 2151-6), mais aussi conservation (article
L. 2151-7) de cellules embryonnaires humaines a des fins de recherche.

Il existe a ce jour 28 lignées de cellules ES autorisées en France, et 37 équipes sont
habilitées a travailler sur les cellules souches embryonnaires humaines (Agence de
Biomédecine, rapport 2011).

Nous avons vu que les problémes éthiques suscités par le statut particulier de I’embryon

ont des répercussions sur la mise en place des protocoles de recherche, mais également sur la
méthode de valorisation des travaux scientifiques que constitue le dépdt d’un brevet.

2. Brevetabilité des cellules souches embryonnaires

Le dépdt d’un brevet est souvent un moyen de valoriser le travail de développement
d’une équipe de recherche. La majorité des brevets existant dans le domaine des cellules
souches concernent les cellules souches embryonnaires et mésenchymateuses, puis les
cellules souches pluripotentes induites. S’il existe des brevets américains, canadiens et
japonais portant sur les cellules souches embryonnaires, aucun brevet n’a cependant été
dépose a I’Office Européen des Brevets dans ce domaine.

Une des raisons a cela est la difficult¢ d’initier en France des recherches sur ces
cellules, principalement a cause des lois de bioéthique de 2004 puis de 2011, mais également
a cause d’une décision de la Cours de Justice de I’Union Européenne (CJUE) rendue le 10
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mars 2011, réduisant considérablement les possibilités de brevets se rapportant aux cellules
embryonnaires au niveau européen.

La technique actuelle permettant I’isolement des cellules ES entraine obligatoirement la
destruction de I’embryon. La problématique de la question préjudicielle déposée a 1’époque
aupres de la CJUE était de savoir si cette technique constitue une atteinte a la dignité¢ humaine
et en étant coupable d’une utilisation d’embryons humains a des fins industrielles et
commerciales telle que I’a établi la directive 98/44/CE du 6 juillet 1998. Cette utilisation est
en effet qualifiée de contraire & 1’ordre public aux bonnes mceurs et donc, de fait non
brevetable.

La décision rendue est claire : La notion d’embryon « s’applique dés le stade de la
fécondation aux cellules totipotentes initiales et a I’ensemble du processus de développement
et de constitution du corps humain qui en découle. »

Le mode d’obtention de la cellule ES passant par la destruction d’un blastocyste, et
donc d’un embryon, aucun brevet ne peut étre déposé concernant 1’utilisation potentielle que
I’on peut faire de ces cellules.

Il existe néanmoins une exception a cette interdiction. Il s’agit des inventions ayant un
objectif thérapeutique ou de diagnostic qui s’appliquent a I’embryon humain et lui sont utiles.

Le cadre éthique et législatif encadrant la brevetabilit¢ des cellules souches
embryonnaires est donc beaucoup plus restrictif au sens du droit Européen depuis 2011, au
risque d’entrainer une diminution majeure de la compétitivité internationale de 1’Europe et de
la France en particulier.

Cela est d’autant plus dommageable que les cellules ES, mais aussi les cellules souches
en général, présentent de nombreuses applications potentielles dans le domaine de la santé
humaine.

C. UTILISATION POTENTIELLE DES CELLULES SOUCHES EN
THERAPEUTIQUE HUMAINE

Les cellules vivantes utilisées pour la recherche et a des fins thérapeutiques peuvent étre
utilisées de deux manieres : comme médicaments, c’est a dire injectées ou implantées chez le
patient, ou bien uniquement in vitro, sans injection chez le patient. Dans ce cas précis, les
cellules peuvent soit servir de modeles in vitro pour la modélisation de maladies, de sélection
des molécules d’intérét, d’évaluation de leur toxicité ; soit servir de systeme in vitro de
production de protéines d’intéréts.

Le large éventail des utilisations potentielles des cellules souches en médecine humaine
a progressivement suscité I’intérét du monde de I’industrie pharmaceutique, méme si des
recherches doivent étre entreprises pour répondre aux problémes de transfert d’échelle et de
sécurité d’utilisations inhérents au passage au statut de médicament utilis¢ chez ’Homme.
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1. Les cellules souches en tant que médicament

La premiere maniére d’utiliser les cellules souches comme des médicaments est
d’exploiter leurs propriétés de différenciation pour générer de nouvelles cellules
fonctionnelles pour remplacer celles d’un tissu 1ésé et/ou non fonctionnel[28].

Les cellules ES et iPS formant des tératomes apres injection, une différenciation in vitro
de ces cellules en un type cellulaire avant injection sera privilégié. L’injection de cellules
neurales, musculaires, cardiaques, épithéliales dérivées a partir de cellules ES et iPS a fait
I’objet de nombreuses expérimentations dans des modéles murins. Malheureusement, trés peu
de ces expériences sont allées jusqu’a la réalisation d’essais cliniques chez I’Homme.

Les CSA peuvent théoriquement étre injectées telles qu’elles dans le but d’obtenir une
différenciation in situ en cellules d’intérét. Cette démarche a notamment été testée chez
I’animal, puis I"’Homme, avec plus ou moins du succes principalement dans le traitement de
I’ischémie myocardique et de I’ischémie aigiie des membres inférieurs, et dans la cicatrisation
des plaies cutanées[37]. Il a été prouvé que les CSM et les cellules différenciées a partir des
iPS et cellules ES semblaient avoir tendance a disparaitre du tissus dans lequel elles ont été
injecté[58]. Les conclusions de cette constatation sont i) qu’il faudrait associer ces cellules a
un biomatériaux et/ou a des facteurs de croissance favorisant leur implantation dans le tissus
et i1) que les effets bénéfiques pourtant observés apres injection de ces cellules pourrait passer
la promotion de la réparation tissulaire par action paracrine des cellules souches injectées.
Cette derniére hypothése pourrait aboutir a 1’utilisation des CSM, qui sont d’ailleurs
caractérisées par une capacité de prolifération quasi illimitée et une technique de culture aisés,
comme cellules productrices de milieux conditionnés[55]. Ces milieux auraient un potentiel
thérapeutique, dans la mesure ou ils contiennent les facteurs de croissance nécessaires a
I’induction efficace de la réparation tissulaire, sans contenir de cellules.

Les cellules souches pluripotentes (regroupant les cellules ES et les cellules souches
pluripotentes induites ou iPS) peuvent étre utilisées pour produire des cellules différenciées
destinées a remplacer les cellules 1ésées. Les cellules iPS sont dérivées artificiellement de
cellules différenciées du malade. Les cellules différenciées a partir des iPS peuvent lui étre
réinjectées de maniere autologue, sans risque de rejet immunitaire. Ces cellules différenciées
peuvent avoir ¢été modifiées afin de restaurer une fonction déficiente a la base du
développement d’une pathologie. Cette configuration correspond parfaitement au concept de
médecine individualisée car les cellules utilisées sont utilisées pour un patient donné, pour
une situation pathologie donnée. Néanmoins nous verrons que des efforts de développement
doivent encore €tre entrepris pour améliorer les techniques de culture des iPS et la fiabilité du
processus de différenciation[103].

Il existe enfin une derniére voie de recherche visant a développer des molécules
susceptibles d’induire les mécanismes de réparation physiologiques utilisant les cellules
souches endogenes « résidentes » au sein des organes, via une action sur la « niche ». Cette
action pourrait étre consécutive a ’utilisation de molécules chimiques ou de composés
protéiques permettant une stimulation de la mobilisation et de la différenciation des cellules
souches endogenes[104, 105].
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L’écueil principal de ces thérapies utilisant les cellules souches est le probleme de
transfert d’échelle entre thérapie cellulaire telle qu’elle est envisagée dans les laboratoires
académiques, et les modéle économiques propres aux grands laboratoires pharmaceutiques ou
« Big Pharma ». Ces mod¢les économiques exigent une certaine rentabilité et donc la
perspective d’une distribution large et simplifiée, de produits « tout fait» a la production
moins onéreuse et pouvant étre utilisés pour un grand nombre de patient. Il faudrait donc
pouvoir se rapprocher du modéle de la distribution des poches de sang.

Une des hypothéeses susceptible d’intéresser ces industries pharmaceutiques seraient la
constitution de banques de cellules iPS ou de CSM haplotypées, alors qu’au contraire le
modele actuel de thérapie individuelle ne parait pas viable.

Devant les efforts de recherche et développement a consentir avant de pouvoir
constituer et utiliser de telles banques, les Big Pharma ont principalement privilégié
partenariats avec les laboratoires académiques et/ou les sociétés de biotechnologie spécialisés
dans le domaine de la thérapie cellulaire.

Ainsi GSK, Roche et AstraZeneca ont investi en 2007 dans 1’organisme SC4SM,
institut de recherche public/privé du Royaume-Uni spécialisé dans la réalisation de tests
toxicologiques a partir de cellules souches.

GSK a également investi en 2008 plus de 25 millions de dollars sur Sans dans le
Harvard Stem Cell Institute pour développer des thérapies issues des cellules souches dans les
domaines de la neurologie, les maladies cardiovasculaires, le diabéte, I’obésité, les troubles
musculo-squelettiques et le cancer.

Roche et Novartis ont investi 2 x 27 millions d’euros en 2007 et 2009 dans la société de
thérapie cellulaire Cellerix qui a développé en 2012 une étude de Phase III dans I’utilisation
de cellules souche mésenchymateuses issues du tissu adipeux dans le traitement des fistules
rectales associées a la maladie de Crohn. Selon le site ClinicalTrials.gov, cette étude serait
toujours active et en cours de recrutement.

Seul Pfizer semble avoir créé un département interne dédié¢ a la médecine régénérative,
avec un budget néanmoins trés faible en regard de celui globalement alloué a la recherche et
développement.

Le meilleur exemple de société ayant choisi de s’impliquer massivement dans le
domaine de la thérapie cellulaire est Genzyme. Méme si elle n’a pas le statut de Big Pharma,
mais celui de « Big Biotech » (grande entreprise de biotechnologie), Genzyme posséde de
parts dans des sociétés comme Myosix (France) et Osiris Therapeutics (USA) ainsi que des
produits de thérapie cellulaire qui leurs sont propres (Rapport du Leem 2010, « des cellules
pour la santé » ; sites internet des sociétés)

2. Utilisation des cellules souches en modélisation

La possibilité d’utiliser des cellules souches pour constituer des modéles cellulaires plus
ou moins complexes concerne surtout les cellules souches pluripotentes comme les cellules
ES, mais surtout les iPS. La premiére application décrite de 1’utilisation des iPS en
modélisation de pathologies date de 2008 avec la production de motoneurones synthétisés a
partir d’iPS issues de patients atteints de Sclérose Latérale Amniotrophique[106].
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L’utilisation des iPS est particuliérement intéressante pour la réalisation de modéles
pertinents de pathologies impossibles a modéliser correctement chez le rongeur, afin de
décrire les mécanismes physiopathologiques sous-jacents. Les pathologies concernées
peuvent étre les maladies monogéniques et/ou celles qui ne sont développées qu’a 1’age
adulte[106-108]. Les cellules somatiques porteuses de I’anomalie prélevées chez le patient,
sont reprogrammeées en iPS, puis celles ci sont différenciées pour donner en grande quantité
des cellules spécifiques de certains tissus porteuses de I’anomalie. La méme démarche peut
étre effectuée de cellules ES si celles ci sont issues d’embryon pour lesquels une anomalie a
été détectée lors d’un diagnostic pré implantatoire. Les problémes liés a I’article L.2151-5 de
la loi de bioéthique de 2011 compliquent néanmoins 1’utilisation des cellules ES pour la
modélisation.

Les cellules IPS produites a partir de cellules de patient atteints de maladies rares
permettent donc la mise en place de modeles cellulaires beaucoup plus pertinents que ceux
réalisés chez la souris pour I’étude des mécanismes physiopathologiques a I’origine de ces
maladies.

Ces cellules pluripotentes pourraient également servir de modeles de toxicité généraux
divers organes[109]. L’avantage qu’ont ces cellules par rapport aux cultures cellulaires
primaires sont une obtention possible dans de grandes proportions et la possibilité de varier
les stades de maturation des tissus recréés afin de détecter une éventuelle toxicité foetales
et/ou embryonnaires due a certaines molécules.

Les cellules iPS pourraient également avoir un intérét majeur dans le développement
préclinique de médicaments. La représentation de la diversité génétique de la population
humaine est en effet trés importante lors des phases tardives du développement des
médicaments. Les iPS, prélevées puis différenciées a partir d’un grand nombre d’individus
pourraient servir de modéles d’évaluation préclinique représentant la diversité de la
population pour identifier des phénomenes des parameétres de toxicité et d’efficacité, ainsi que
I’identification de sous populations de répondeurs ou de non-répondeur chez une catégorie de
malades donnée[110]. Cette technique permettrait en pratique de modéliser et prévoir le taux
d’attrition de la molécule a I’étude, avant son évaluation chez les patients.

En complément, pour une échelle de population moindre, les iPS pourraient trouver une
application au stade des essais cliniques en servant de base a la génération de modeles
individualisés de toxicité prédictive et/ou de réponse prédictive. Cette démarche permettra
d’éliminer les patients susceptibles de subir une toxicité accrue de la molécule, de mieux
sélectionner les patients et donc de réaliser un essai clinique plus pertinent[111].

Les iPS pourraient également servir pour I’identification de biomarqueurs pertinents
corrélés a la réponse au traitement pour un patient donné. Dans ce cas précis, les cellules
destinées a étre dédifférenciées seraient prélevées des ’inclusion des patients, puis les
modeles cellulaires des patients non répondeurs sont comparés a ceux des patients
répondeurs[112].

41



Ce domaine d’application des cellules iPS est d’ailleurs en cours dévaluation par
certains grands laboratoires pharmaceutiques pour le dessin de plusieurs essais cliniques et
pré-cliniques.

De la possibilité¢ d’obtenir des modeles physiopathologiques pertinents et en grande
quantit¢ a partir des cellules souches pluripotentes découle une autre application
potentiellement trés intéressante : le criblage biologique des molécules chimiques a la
recherche des médicaments de demain.

3. Les cellules souches pour le criblage des molécules thérapeutiques

Au cours de la recherche et de la mise au point de leurs médicaments, les industries
pharmaceutiques ont accumulé des milliers de molécules qui n’ont pas ét¢ emmendées
jusqu’au bout de leur développement pour des raisons diverses. Ces molécules ont été
stockées au sein d’immenses chimiothéques. Néanmoins, certains de ces médicaments
« abandonnés » pourraient avoir une utilité¢ potentielle dans un domaine d’application qui n’a
pas été envisagé a 1I’époque de leur développement. Le criblage des molécules thérapeutiques
au sein des chimiothéques est un des enjeux majeur du pour I’industrie pharmaceutique, car il
pourrait aboutir a la découverte de nouveaux médicament pour un coit inférieur. La taille des
chimiothéques impose cependant que la technique de criblage ait un « débit » suffisant pour
tester les molécules dans un délai acceptable, tout en gardant une pertinence élevée évitant
ainsi le développement cotiteux d’une molécule finalement inactive.

Traditionnellement le criblage effectué sur les molécules de ces chimiotheques
regroupe deux grandes techniques : 1) le screening virtuel permettant de révéler in silico le
matching entre une molécule candidate et une cible connue, sur la base de leur formule
chimique respective et ii) le screening lors duquel les molécules d’intérét sont synthétisées
puis testées sur des cibles chimiques potentielles. Ces deux méthodes, bien qu’extrémement
efficaces en terme de rapidité d’exécution, révelent un certain manque de pertinence.
L’utilisation de cibles biologiques serait particulicrement intéressante, mais il était jusqu’a
lors impossible de fournir du matériel biologique en quantité, présentant un phénotype varié
(malade, sain, variation génétique) et avec un rendement suffisant pour répondre aux besoins
de I’industrie pharmaceutique.

L’utilisation de bioréacteurs permettant la génération de plusieurs milliards de cellules
en une quinzaine de jour, associée a 1’évolution de la robotisation et au potentiel de
différenciation des iPS a permis d’envisager |’utilisation de ces cellules dans le criblage
biologique a haut débit des molécules issues des chimiothéques, que ce soit en terme
d’efficacité, mais aussi de toxicité[113].

Cette application est déja en cours d’exploitation par certains laboratoires
pharmaceutiques importants comme Roche, qui a choisi de cribler une partie de sa
chimiotheéque sur des cellules issues d’iPS au sein de la plateforme de I’I-stem a Evry, dont
les installations permettent le criblage de 70 000 molécules en parall¢le.
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D. ETAT DES LIEUX DE LA THERAPIE CELLULAIRE UTILISANT
LES CELLULES SOUCHES

1. Essais cliniques en cours

De nombreux essais cliniques cherchant a évaluer ’utilisation de cellules souches
comme produit de thérapie cellulaire sont actuellement en cours a travers le monde. La
majorité de ces études sont néanmoins des études de sécurité et de toxicité sur de tres petits
¢chantillons de malades (<10 malades) (Phase I). En France, on compte 8 essais cliniques
ouverts (contre 135 au total dans le monde) en cours utilisant 1’injection cellules souches ou
de cellules dérivées des cellules souches, dont 2 sont de Phase I et 6 de Phase II. Actuellement
on dénombre dans le monde 57 essais de Phase I, 78 de Phase II, 12 de Phase III. On
s’apercoit que I’addition des essais dans chacune des phases donne un nombre supérieur a
135, car un essai thérapeutique peut étre enregistré dans deux phases différentes au méme
moment. (Source : ClinicalTrial.gov, intitulé : "Recruiting" [OVERALL-STATUS] AND
NOTEXT [OVERALL-STATUS-OUTDATED] AND stem cells injection [TREATMENT]).

La majorit¢é de ces essais cliniques portent sur [’utilisation de cellules souches
mésenchymateuses et hématopoietiques. A noter 1 essai de sécurité/toxicité de cellules débuté
cette année a Kobe dans le traitement de la Dégénérescence maculaire liée a I’age exsudative
utilisant des cellules d’endothélium pigmentaire rétinien (RPE) dérivées d’iPS autologues par
un des membres de I’équipe ayant généré les premicres iPSc murines puis humaines en 2006
et 2007 (Pr Takahashi, Ibri, Kobe, Japon).

Le pendant de cette étude existe également aux états unis, dans la méme indication,
mais les investigateurs ont choisi de dériver leurs cellules RPE a partir de cellules ES.

L’état des essais cliniques les plus avancés concernant les différents types de cellules
souches, ainsi que les indications correspondantes, sont listés dans le tableau 1.
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d'un adénovirus oncolytique)

CELLULES INDICATIONS PATHOLOGIES ETAT
a Grandes pertes osseuses, remplacement
Remplacement os, cartilage cartilage Phase 3
- Maladies auto-immunes (Crohn, diabéte
Immunomodulation, diminution de la type |) Phase 3
Cellules souches réponse inflammatoire - Induction tolérance (greffe organes,
. CSH, GVH)
mesenchymateuses
(tiSSUS adipeux, moelle Stimulation de la réparation tissulaire
z . . R spontanée (ischémie rénale, autisme,
osseuse, sang placentalre) Action trophique, cicatrisation Iésions moelle épiniére, insuffisance Phase 3
cardiaque, brilures cutanées)
Vectorisation de drogues cytotoxiques ou Cancers (gliomes) Phase 2

Cellules souches
hématopoietiques

Multiples indications hématologiques ou
non, immunologiques, thérapie génique...

Myélomes multiples, lymphomes, cancers
solides,VIH, adrénoleucodystrophie

Validation thérapeutique

Cellules souches
épithéliales

Peau : réparation transitoire ou
permanente, thérapie génique

Brlures, irradiation, maladies génétiques

Validation thérapeutique

Syndrome d'insuffisance en cellules

pluripotentes induites

rétine issues de cellules souches
pluripotentes induites autologues (Japon)

I'age

Remplacement de I'épithélium cornéen souches lymbiques Phase 2/3
Cellules souches Remplacement de neurones ou effet T IC : Phase |
trophiaue Ischémie cérébrale (IC), SLA .
neurales (neurosphéres) | P SLA : Phase 2
Repopulation de paroi rétinienne par Dégéné Jai e lice 3
Cellules souches cellules épithéliales pigmentaires de la -egenerescence maculaire avancee fiee a
b . rétine issues de cellules souches I'age, dégénérescence maculaire de Phase 1/2
embopryonaires embryonaires (UK) stargardt
Repopulation de paroi rétinienne par des
Ce”u'es souches cellules épithéliales pigmentaires de la Dégénérescence maculaire avancée liée a
Phase |

Tableau 1 : Essais cliniques impliquant les cellules souches
Indications et pathologies ciblées des essais thérapeutiques les plus avancés concernant les cellules souches. Les
essais sont classés en fonction du type de cellule souche faisant I’objet d’investigations SLA : Sclérose Latérale
Amiotrophique.

2. Médicaments commercialisés utilisant des cellules souches

En 2010, un rapport du Leem faisant ’état des lieux de la thérapie cellulaire en France
et dans le Monde rapportait 42 produits de thérapie cellulaire commercialisés a I’époque. Les
principales aires thérapeutiques étaient la dermatologie et le traitement des plaies en
particulier, ainsi que la réparation osseuse et cartilagineuse. Ces produits utilisent
principalement des cellules différenciées et seuls 3 produits contiennent véritablement des
cellules souches : il s’agit d’un produit comprenant des cellules souches mésenchymateuses
allogéniques contenues dans un squelette permettant la reconstruction osseuse dans certaines
pathologies orthopédiques de la colonne vertébrale (Osteocel®, Osteocel plus®), et de deux
produits utilisant des cellules progénitrices autologues issues de follicules capillaires utilisés
dans la réparation des plaies (EpiDex® et EuroGraft®-M).

Il y a donc encore tres peu de produits utilisant des cellules souches disponibles sur le
marché, car un certain nombre d’obstacles sont encore a surmonter pour pouvoir transférer les
concepts de traitement des laboratoires de recherche académique vers les industries
pharmaceutiques.
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3. Perspectives et limites

Il existe encore beaucoup de questions en suspend dans le domaine de la thérapie
cellulaire utilisant les cellules souches en thérapeutique humaine, et beaucoup d’entre elles
bloquent encore la mise en pratique de concepts qui ont fait leurs preuves dans certains
modeles animaux et cellulaires.

a) Conditions de culture

Il existe encore un certain nombre de problématiques a résoudre concernant les
modalités de culture des cellules souches destinées a étre administrées chez I’Homme[103].

Il faut en effet développer des milieux de bonne qualité permettant aux cellules souches
de conserver un état indifférencié a long terme, tout en permettant une vitesse de prolifération
correcte. Les milieux utilisés dans les laboratoires de recherche comprennent de nombreux
composés animaux dans leur composition, et notamment du Sérum de Veau Fcetal (SVF). Ce
SVF, et les composés d’origine animale ne peuvent étres contenu dans les milieux de culture
des cellules souches a usage humain, en raison de problémes d’approvisionnement, de
variabilité inter lots, de contaminations des milieux par des agents pathogenes bovins, et de
présence résiduelle d’allo-antigénes. Ainsi les milieux récemment développés qui ne
contiennent pas de protéines et dont la composition est exactement connue semblent les plus
adaptés aux Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) des MTI a usage humain. Ces milieux
peuvent ensuite &tres complétés avec des hormones, facteurs de croissance, protéines
recombinantes[114].

Pour résumer, le milieu idéal permettrait une prolifération rapide des cellules, en évitant
I’apparition de mutations génétiques a ’origine d’une transformation des cellules tout en
permettant de conserver le capital souche des cellules.

b) Tumorogénicité
Aujourd’hui plus que jamais, la prévention des effets indésirables associés a I’utilisation
des médicaments est d’une importance primordiale. Aussi l’injection de MTI risquant
d’induire la formation de tumeurs chez le patient est inacceptable et il convient de réduire au
minimum ce risque de tumorogénicité[28, 103, 115].

Le risque d’induction de tumeurs apres injection de cellules souches dépend du type de
cellule considéré. Les cellules souches adultes, et les CSM en particulier sont susceptibles
d’acquérir des mutations chromosomiques et génétiques susceptibles de les transformer en
cellules cancéreuses. Le test de référence actuel pour la détection des mutations
chromosomique est le karyotypage, mais sa sensibilité reste néanmoins relativement faible.
Etant donné le temps de séjour potentiellement important des cellules souches au sein de
I’organisme du patient apres injection, des tests de forte sensibilité doivent étres mis au point
pour valider précisément la qualité des cellules obtenues, et de détecter avec une forte
sensibilité la présence d’anomalies chromosomiques et génétiques susceptibles d’induire une
transformation cancéreuse. Des tests de forte sensibilit¢ ont été récemment mis au point
comme le CGH assay (essai de comparaison d’hybridation génomique) permettant une
résolution de 1’ordre de 50kb, mais des progres doivent encore étre faits pour baisser encore le
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seuil de détection de ces techniques. De méme I’EMA préconise la réalisation d’essais
précliniques sur gros animaux, avec un longue période de suivi apres injection des CSM afin
de pouvoir détecter la formation de tumeurs.

Dans le cas de I’utilisation de cellules différenciées a partir de cellules pluripotentes, le
principe est de vérifier 1’absence de cellules souches non différenciées résiduelles dans la
préparation cellulaire finale, qui risquerait de déclencher des tératomes aprés injection. La
présence d’une seule de ces cellules dans la suspension étant suffisante pour induire le
tératome, des techniques de détection treés sensibles doivent étres mises au point. Les
méthodes les plus récentes permettent de détecter des miRNA spécifiques des cellules
souches pluripotentes avec une limite de détection de 1’ordre de la femtomole, voir de
I’attomole, encore faut-il, avant de les mettre en application déterminer précisément les
séquences de ces miRNA spécifiques, ce qui n’est pas encore le cas en pratique[28].

Outre la détection des cellules incomplétement différenciées dans la suspension
cellulaire finale, I’autre moyen évident de réduire les risques de formation de tératomes a
I’injection est d’optimiser les méthodes de différenciation des cellules ES et iPS en cellules
totalement matures. Pour le moment, le processus de différenciation est quelque chose
« d’artisanal » dans sa réalisation en raison de 1’instabilité de certaines lignées de cellules ES.
De plus, certains processus a 1’origine de la différenciation des cellules ES et iPS ne sont pas
encore pleinement compris et identifiés[116].

c) Modalités d’administration

Il reste des progrés important a réaliser dans le domaine de la détermination de la
modalité d’administration des cellules souches[117]. En effet, nous avons montré que la
localisation finale de ces cellules au sein de I’organisme est dictée par des phénomeénes
complexes de homing. Ces phénomeénes peuvent conduire a une implantation des cellules
souches dans divers organes non ciblés en cas d’injection systémique. Différentes modalités
d’administration des cellules souches doivent donc étre testées, en tenant compte de la grande
diversité des indications possibles (traitement de 1’osteogénése imparfaite, de 1’infarctus du
myocarde, de la transplantation d’organes solides, ou de leur utilisation comme support
d’hématogénese en cas de co-administration avec les cellules souches hématopoiétiques[37,
44, 67, 118], dans des modéles animaux précliniques avant de pouvoir procéder a leur
administration chez I’humain. Pour conférer une bonne valeur translationnelle a ces études
précliniques, les modeles animaux doivent bien entendu étres les plus proches possibles de
I’Homme en terme de physiologie et de corpulence[103].

Dans la majorité des cas, la détermination de la quantité de cellules a administrer reste
encore a déterminer, 1a encore en raison de la multiplicité des applications possibles. Encore
une fois, pour des raisons évidentes de transfert d’échelle cette détermination ne pourra étre
effectuée sur les modeles classiques de rongeurs, mais par la réalisation de tests précliniques
sur de gros animaux, dont la corpulence se rapproche de celle de ’'Homme[103].
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IV. CONCLUSION

Cette premiere partie bibliographique nous a permis de définir précisément les
caractéristiques fondamentales des cellules souches en général, et des cellules souches
mésenchymateuses, dont font partie les cellules souches issues du liquide amniotique qui
seront concernées par le travail expérimental de cette these.

Nous avons exposé les mécanismes d’actions sous tendant les applications possibles de
ces cellules dans le cadre de la réparation et de la régénération tissulaire.

Nous avons également présenté les cadres 1égaux régissant chaque étape de la mise au
point d’un médicament de thérapie cellulaire. Nous avons montré que le développement
préclinique de cette catégorie de médicament était associé a des problématiques spécifiques
de sécurité d’utilisation et de démonstration d’efficacité. L’agence européenne du
médicament et les experts de la thérapie cellulaire s’accordent a dire que ces produits de
thérapie cellulaire devraient étre validés sur des modeles précliniques de gros animaux, avec
une période de suivi suffisamment longue.
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PARTIE II: LA TRANSPLANTATION RENALE

La transplantation de greffons sains afin de suppléer a la défaillance terminale d’un
organe est un versant souvent oubli¢ de la médecine régénérative. C’est peut étre la
conséquence d’une médiatisation inférieure, due a 1’engouement du public pour les cellules
souches, sorte de panacée des temps modernes, sensées étre capables de régénérer n’importe
quel organe en quelques jours. La réalité des faits est tout autre car si les cellules souches
constituent peut étre le futur de la médecine régénérative, la transplantation d’organe sauve de
nombreuses vies a travers le monde, et ce depuis 1954, date du succes de la premiére greffe
de rein.

Depuis cette premiere transplantation, des progrés thérapeutiques majeurs ont été
réalisés pour empécher le rejet immunologique du greffon, mais également pour prévenir les
Iésions dues a I’ischémie reperfusion, phénomene particulierement délétére pour 1’organe
mais inévitable lors de la transplantation.

Nous avons délibérément choisi de ne pas traiter des mécanismes immunitaires de rejet
de greffe majoritairement liés a 1’allotransplantation, en dépit du fait que certaines cellules
souches ont montré des capacités particulierement intéressantes de modulation de la réponse
immunitaire. En effet, méme si cette problématique est d’un intérét indéniable, nous verrons
dans la troisiéme partie que le modéle porcin de transplantation rénale que nous avons
développé cible les I¢sions engendrées par la séquence d’ischémie reperfusion, en 1’absence
de tout phénomene d’allo-reconnaissance. Les mécanismes immunitaires du rejet des greffons
allogénique ne seront donc pas traités, et feront I’objet d’une des perspectives de notre travail
expérimental.

Aprés avoir présenté le contexte actuel de la transplantation rénale en France et
notamment souligné¢ le probléme de la pénurie d’organe rencontrée par les équipes de
transplanteurs, entrainant la nécessité d’¢élargir le pool de donneurs potentiels, je décrirai plus
précisément lésions initiés par la séquence d’ischémie reperfusion et les stratégies
thérapeutiques actuellement développées pour les prévenir.

L. SITUATION ACTUELLE EN TRANSPLANTATION
RENALE

Le contexte actuel de la transplantation d’organe, et de la transplantation rénale en
particulier, est marqué par une pénurie de greffons (Agence de Biomédecine, rapport 2011).
Cette pénurie ne concerne pas seulement la France, mais touche 1’ensemble des équipes de
transplanteurs a travers le monde. Cette pénurie est d’autant plus grave que la transplantation
rénale est le meilleur traitement a I’insuffisance rénale terminale.
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A. RAPPORT 2011 DE L’AGENCE DE BIOMEDECINE

La transplantation constitue, d’aprés 1’Agence de la Biomédecine, un programme
prioritaire. En effet ce traitement souffre d’une carence de greffons. Aujourd’hui en France
seulement 1/4 a 1/3 des patients sur liste d’attente sont greffés chaque année. L'agence de
Biomédecine a recensé pour I’année 2011, 2976 greffés rénaux pour 11920 patients en attente
de greffe.

Pour le rein, en 2011 en France, 3884 nouveaux malades ont été inscrits sur la liste
nationale d’attente pour une greffe rénale, soit une diminution de 6% par rapport a I’année
2010. Pour la premicre fois un arrét de progression et, plus encore, une diminution des

nouvelles inscriptions sont observés (Figure 9)
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Figure 9: Patients en attente de greffes

Evolution de la liste d’attente et devenir des candidats en greffe rénale (source Agence de Biomédecine, rapport
2011)

L’écart entre le nombre d’organes disponibles et le nombre de patient dont la situation
releve de la transplantation rénale est d’autant plus problématique que la qualité de vie des
patients en attente de greffe est grandement impactée. En effet un patient sous dialyse, en
attente d’une greffe rénale, a une espérance de vie réduite, inférieure a celle d'un patient
greffé. De plus, les personnes en attente de recevoir un greffon sont soumises a d'importantes
contraintes de temps et de santé, imposant un emploi du temps trés rigoureux.

Il est donc nécessaire d’étendre les possibilités de greffe pour des patients toujours plus
nombreux, en augmentant le recensement des donneurs potentiels, et en élargissant les critéres
de sélection de ces donneurs afin de disposer d’un nombre plus important d’organes a
prélever. Les pistes d’actions possibles portent sur : i) I’optimisation du recensement et du
prélevement des donneurs en état de mort encéphalique, ii) 1’élargissement des critéres de
choix des donneurs vers des donneurs a criteres étendus (aussi appelés donneurs marginaux),
ii1) le développement des prélévements sur les personnes décédées apres un arrét cardiaque,
que la loi autorise en France depuis 2006 (décret du 2 aotit 2005), iv) le développement des
prélevements sur les donneurs vivants.
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B. LES DIFFERENTS DONNEURS

Classiquement, en transplantation d’organe, il existe 3 types de donneurs :

1. Le donneur vivant

C’est le donneur idéal, offrant les meilleures conditions de prélévement et de greffe
dans une limite de temps optimale. Ce sont les greffes présentant le meilleur taux de réussite.
Le temps de conservation extracorporelle des greffons est court (2 & 3 heures). En France ce
type de donneurs ne représente que 10% des greffes rénales. Cette modalité est plus largement
développée dans d’autres pays, en effet ces donneurs représentent 24% des dons en Grande-
Bretagne, 38% en Suisse, 40% dans les pays scandinaves et 42% aux Etats-Unis.

2. Le donneur en état de mort encéphalique

Cette forme de déces fait suite a des événements violents (traumatisme cranien grave,
accident vasculaire cérébral, etc...). Ce type de déces correspond a 1'arrét total de la perfusion
sanguine au niveau du cerveau aboutissant a sa destruction irréversible alors que tous les
autres tissus sont vivants, grace essentiellement au maintien de la fonction cardiaque et de la
respiration artificielle. Cet état de mort encéphalique est mis en évidence par des examens
cliniques répétés puis confirmés par un examen paraclinique défini dans le Décret du 2
décembre 1996. En France, ce sont les donneurs les plus fréquents, ils représentent 87.9% des
greffes de rein (Agence de Biomédecine, rapport 2011.

3. Le donneur décédé apres arrét cardiague (DDAC)

Le manque de donneurs a poussé I’Agence de Biomédecine et des transplanteurs, a
¢largir les sources de dons. C’est pourquoi, en France, la loi autorise depuis 2006 le
prélévement chez les donneurs DDAC. Cette nouvelle source serait susceptible d’augmenter
le pool de greffons de 20 a 40%[ 119, 120]. En France, le prélévement sur donneurs DDAC ne
représente que 2,2% des greffes de rein réalisées en 2011. En effet, la fréquence d’organes
non greffés pour cause de mauvaise qualité est plus élevé dans le cas des prélévement de
donneurs DDAC que dans le cas des donneurs en état de mort encéphalique[121]. (Figure 10)
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Figure 10 : Greffons rénaux refusés
Evolution par année du pourcentage de greffons rénaux refusés pour cause de mauvaise qualité par rapport au
nombre total de donneurs prélevés en fonction du type de donneur. (Agence de Biomédecine, rapport 2011).

La classification de Maastricht présentée en 1995 classe les DDAC potentiels en
fonction des circonstances de survenue du décés par arrét cardiaque (Tableau 2). Les
prélévements de reins étaient jusqu’a récemment limités aux patients issus des catégories I, 11
et [V de Maastricht c'est-a-dire les arréts cardiaques extra-hospitaliers et les arréts cardiaques
survenant chez un patient en état de mort encéphalique. Récemment, tout indique que les
prélévements de reins sur donneurs décédés apres décision d’un arrét de soin en service de
réanimation (Classe III) seront également autorisés.
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CLASSIFICATION DE MAASTRICHT

Arréts cardiaques
EXTRA-
Hospitaliers

Arréts cardiaques
INTRA-
Hospitaliers

Equivalent de la Classe II, en intra-hospitalier.

Tableau 2 : Classification de Maastricht (1995)
Le tableau classe les DDAC en différentes présent les catégories de DDAC en fonction des circonstances de
l’arrét cardiaque en vert les catégories de DDAC autorisées, en orange la catégorie potentiellement autorisée a
court terme.

C. BENEFICES DE LA TRANSPLANTATION RENALE

Contrairement a la majorité des autres organes susceptibles d’étre transplantés, il existe
des stratégies thérapeutiques permettant d’assurer les fonctions essentielles du rein, dans le
cas de sa dysfonction terminale. Ces stratégies permettent la survie du malade en insuffisance
rénale chronique terminale, dans I’attente de la mise a disposition d’un greffon.

1. Qualité de vie des patients

La majorité des fonctions endocrines du rein (production d’EPO, activation de la
vitamine D par hydroxylation) peuvent étres assurées par I’administration de molécules
thérapeutiques de substitution, avec un impact relativement faible sur la qualité de vie des
patients.

Les fonctions de filtration du rein, vitales pour la survie, sont quant a elles assurées par
la mise sous dialyse. Cette méthode permet I’élimination des produits de dégradation du
métabolisme et de restaurer 1’équilibre hydro-¢électrolytique du sang. En 2011, 9354 nouveaux
patients ont été mis en dialyse, alors que 1’on compte, pour la méme année 2976 patients
greffés. Parmi tous les patients actuellement traités pour une insuffisance rénale chronique
terminale, la majorité d’entre eux ’est par dialyse (55%) (Agence de Biomédecine, Rapport
2011). Méme si les patients greffés sont dans 1I’ensemble plus jeunes et possédent moins de
comorbidité que les patients sous dialyse, les patients greffés ont un taux de mortalité trés
inférieur a celui des patients en dialyse. Ainsi, entre 60 et 69 ans, pour 1000 patients dialysés
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en 2011, 127 sont décédés dans 1’année. Pour 1000 patients du méme age, porteurs d’un
greffon rénal fonctionnel, seuls 24 sont décédés dans I’année.

De la méme manicre, les patients greffés ont, pour un age identique, une espérance de
vie globalement supérieure a celle des patients traités par dialyse. A titre d’exemple,
I’espérance de vie d’un patient de 65 ans traité par dialyse est de 6,5 ans, alors que pour un
patient greffé celle-ci monte jusqu’a 14,6 ans. Ces valeurs sont a comparer avec 1’espérance
de vie d’une personne de 65 ans issue de la population générale, qui atteint 20,5 ans d’apres
I’INSEE. Un malade en insuffisance rénale chronique terminale de 65 ans traité par greffe
rénale vivra donc en moyenne jusqu’a presque 80 ans, alors qu’un malade du méme age ne
vivra que jusqu’a 72 ans si il est traité par dialyse. (Agence de Biomédecine, rapport 2011).

La greffe rénale est donc la thérapie de choix pour les patients en insuffisance rénale
chronique terminale, car elle permet, comparée au traitement par dialyse, d’augmenter
I’espérance de vie et de diminuer le taux de mortalité des malades.

2. Impact éeconomique

La greffe rénale est également une source d’économies pour la société car un malade en
insuffisance rénale chronique terminale colite beaucoup moins chez a I’assurance maladie
qu’un malade en dialyse. En 2007 par exemple, 82% des 4 milliards d’euros que coutent la
prise en charge de l‘insuffisance rénale terminale en France sont consacrés a la dialyse, contre
seulement 18% a la greffe rénale, alors qu’a cette période 25699 patient patients étaient
porteurs d’un greffon fonctionnel, contre 31056 patients dialysés (Assurance Maladie,
Agence de Biomédecine, rapport 2007).

En effet, si le colit de premicre année post-transplantation rénale est évalué a presque
50000 euros par ’assurance maladie, le colit des années suivantes diminue considérablement
jusqu’a moins de 8000 euros par ans. Le colt d’une année de traitement par dialyse quant a
lui ne diminue pas au cours du temps et s’éléve a 70000 euros par patient.

Devant les avantages conséquents de la greffe rénale par rapport a la dialyse, que ce soit
en termes de qualité de vie des patients ou en termes d’économies générés, il est primordial de
développer des techniques permettant d’augmenter le nombre de greffes rénales réalisées chez
les patients en insuffisance rénale chronique terminale.

D. ENJEUX ACTUELS

Dans la continuité de ce qui a été énoncé plus haut, le principal enjeux actuel de la
transplantation rénale est de palier a la pénurie d’organe qui touche les équipes de
transplantations, par I’extension du pool des donneurs potentiels et I’augmentation des
chances de succes de la greffe rénale. Pour exemple, seuls 24,2% des patients en attente de
greffe pourront étre greffés au cours de I’année ((Agence de Biomédecine, rapport 2011)
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1. Donneurs a criteres étendus

L’évolution actuelle du don d’organes nécessite d’augmenter le pool des donneurs et
implique donc une extension des critéres de choix. Actuellement, les donneurs les plus
nombreux sont les donneurs en état de mort encéphalique et les donneurs vivants, en raison
principalement de la bonne qualité de leurs greffons. Il existe une autre catégorie de donneurs
appelée donneurs a critéres étendus, dont les organes sont considérés comme étant a risque
pour le receveur. Les greffons issus de ces donneurs sont effectivement associés a une
incidence supérieure de non fonctions primaires (NFP), d’une durée de survie du greffon
diminuée et d’une surmortalité opératoire[121-123].

Si nous mettons de coté les donneurs vivants, un donneur « idéal » est un donneur en
état de mort encéphalique, 4gé de moins de 40 ans, dont la cause de la mort est traumatique,
dont ’hémodynamique est stable au moment du prélévement, dont le rein ne présente pas de
Iésion chronique sous-jacente et qui n’est pas porteur de maladie transmissible. Par définition,
un donneur a critéres étendus présente une ou plusieurs des caractéristiques différentes de
celles d’un donneur décédé "idéal". Outre-Atlantique, il existe une définition plus précise du
donneur a « critéres étendus » ou donneur « marginal ». Ce donneur est 4gé de plus de 60 ans,
ou bien agé de 50 a 59 avec deux des critéres suivants : i) hypertension artérielle, ii) déces lié
a un accident vasculaire et iii) fonction rénale altérée (créatininémie supérieure a 150
pmol/L[124].

D’apres cette définition, plus de 38% des patients greffés en France recevraient des
greffons issus de donneurs marginaux, puisque ce chiffre représente le pourcentage de
donneurs de plus de 60 ans (Agence de Biomédecine, rapport 2011). Parallélement a ce
vieillissement de la population des donneurs, les causes de déces tendent également a se
modifier, avec une augmentation des décés vasculaires (cause de déces plus fréquente chez les
personnes agées) par rapport aux déces par traumatisme (cause de déces plus fréquente chez
les personnes jeunes). Tous ces facteurs de risques participent a 1’augmentation du nombre de
greffons "marginaux" présentant des facteurs de comorbidités non négligeables. (Tableau 3)
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60 ans ou moins Plus de 60 ans Total Mokng de 2 fact:};r:ucg 2factewrs de ”squ?“?;f Total
Années N % N % N N % N % N
1997 814 924 67 786 881 860 976 21 2,4 881
1998 919 92,5 75 75 994 %7 973 27 2,7 994
1999 895 92,3 75 7.7 970 945 974 25 2,86 970
2000 892 87,8 124 122 1016 975 96 41 4 1016
2001 904 84,9 161 15,1 1065 1036 97,3 29 2,7 1065
2002 1018 85 180 15 1198 141 952 57 4.8 1198
2003 895 80 224 20 1119 1069 955 50 45 1119
2004 975 75,5 316 245 1291 1217 94,3 74 57 1291
2005 972 709 399 29,1 1371 1298 94,7 73 53 1371
2006 1004 69,6 438 304 1442 1375 954 87 48 1442
2007 1062 68 499 32 1561 1441 923 120 7,7 1561
2008 1001 84 562 36 1563 1441 922 122 7.8 1563
2009 926 62,5 555 375 1481 1345 90,8 136 9,2 1481
2010 882 59,8 594 40,2 1476 1335 90,4 141 9,6 1476
2011 926 58,9 646 411 1572 1420 90,3 152 9,7 1572
Total 14085 741 4915 259( 19000 18262 96,1 738 3,9( 19000
*: Au moins deux facteurs de risque parmi lhypertension artérielle, le diabéte, un décés de cause vasculaire ou une créatinémie supérieure a 150 pmol/l

Tableau 3 : Comorbidités et donneurs
Evolution du nombre de donneurs présentant des facteurs de risques d’échec de la greffe (Agence de
Biomédecine, rapport 2011)

Méme si les greffes réalisées a partir de donneurs agés a critéres étendus sont associées
a un risque plus important de rejet de greffe et de décés du patient, les patients recevant ces
greffons, une fois passée la phase de surmortalité post-opératoire, ont un gain d’espérance de
vie de 5 ans comparé¢ aux patients dialysés[122, 124]. La diminution des risques d’échec de
greffe a partir de reins de donneurs marginaux passe par une détection précoce des reins les
plus a risque, par le développement d’outils pronostiques basés sur des parameétres
biologiques, ainsi que par la réalisation d’une biopsie au moment du prélévement.

Il faut également optimiser les conditions de conservation des greffons marginaux,
notamment par la perfusion systématique des greffons sur machine de perfusion permettant la
surveillance ex vivo de 1’organe ainsi que la diminution du taux de reprise retardée de fonction
(RRF)[125, 126]. La RRF est définie comme la nécessité d’au moins une séance de dialyse
dans la premicre semaine post-greffe. La sélection du receveur et la diminution de la période
conservation de I’organe jouent également un réle important dans I’amélioration des chances
de survie du greffon issu de donneurs marginaux[127].

2. Donneurs décédés apres arrét cardiaque

Nous avons vu que les donneurs DDAC constituent une source potentielle de greffons,
mais que cette catégorie de donneurs est encore assez peu utilisée. En effet, les greffes
réalisées a partir de DDAC étaient a leur début plus cotliteuses et complexes a organiser et
accumulaient un plus grand nombre de NFP, un taux plus ¢élevé de RRF, ainsi qu’une survie
moindre des greffons.

Néanmoins depuis la premiere greffe rénale utilisant un greffon issu d’un donneur
DDAC effectuée en France en 20006, les résultats des greffes réalisées a partir de ces donneurs
se sont améliorés, jusqu’a obtenir des taux de NFP ou d’absence durable et définitive de

fonction du greffon proches de ceux des greffes a partir de donneurs en état de mort
encéphalique[128]. Méme si le taux de RRF est toujours plus élevé dans le cas des donneurs
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DDAC, le taux de survie des greffons & moyen et long terme est comparable a ceux obtenus
avec des donneurs en état de mort encéphalique.

Cela s’explique notamment par une sélection stricte de donneurs et des receveurs, ainsi
que le respect de conditions spécifiques de prélévement et de conservation de 1’organe.

La transplantation rénale est donc la solution la plus efficace et la plus intéressante pour
traiter les patients atteints d’insuffisance rénale chronique terminale, que ce soit en terme de
gain de qualité de vie pour les patients, qu’en terme de réduction des colts liés a la prise en
charge de la pathologie par 1’ Assurance Maladie. Malgré tout, la pénurie d’organe qui touche
la France et le reste du Monde, a conduit les équipes de transplanteurs a étendre les critéres de
sélection des greffons vers ceux provenant de donneurs DDAC et de donneurs marginaux.

Si la premiére catégorie de donneurs constitue un réservoir important d’organes
susceptibles d’étre greffés, la seconde semble plutdt résulter une évolution naturelle inévitable
du profil des donneurs vers des personnes toujours plus agées, avec toujours plus de
comorbidités. La qualité moindre des greffons provenant de ces donneurs engendre un risque
accru de refus de procéder a la greffe, de complications post greffe voir d’échec de greffe. De
ce fait, toute stratégie permettant 1’optimisation de l’utilisation des greffons des donneurs
marginaux et des donneurs DDAC, ainsi que I’amélioration des chances de succés de leur
transplantation, est d’une importance capitale.

Les récents efforts des équipes de recherche dans le domaine ont montré qu’il était
possible de ramener les taux de NRP, de RRF et de survie de ces greffons au niveau de ceux
des greffons issus de donneurs en état de mort encéphalique, en ciblant prioritairement la
séquence d’ischémie reperfusion et ses conséquences physiopathologiques.

Dans le chapitre a venir, nous décrirons plus précisément les phénomenes d’ischémie
reperfusion caractéristiques de la transplantation rénale et ses conséquences pour 1’organe,
puis je vous présenterai les stratégies thérapeutiques susceptibles de lutter contre les 1ésions
qu’ils engendrent.

II. ISCHEMIE REPERFUSION EN TRANSPLANTATION
RENALE

Dans cette partie consacrée, je commencerai par définir plus précisément la, ou plutdt
les séquences d’ischémie reperfusion (IR) spécifiques de la transplantation. J exposerai
ensuite les conséquences de cette IR sur le greffon, et notamment les 1ésions qu’elle induit sur
les différentes structures anatomiques de 1’organe et leur impact sur le succes de la greffe.
Enfin je présenterai les différentes pistes thérapeutiques actuellement explorées pour limiter
ces lésions afin de contribuer a 1’¢élargissement des critéres de sélection des donneurs.
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A. DEFINITIONS

1. L’ischémie

D’une manicre générale, I’ischémie est caractérisée par la diminution ou I’interruption
de I’apport sanguin a I’organe considéré, et donc de I’apport en oxygene, en nutriments et du
drainage des déchets cellulaires. Dans le cadre de la transplantation rénale, et en fonction du
type de donneur considéré, la nature I’ischémie peut varier, que ce soit au niveau de la durée,
de température, ou du milieu dans lequel elle aura lieu. On peut néanmoins considérer qu’il
existe deux grands types de situation, celle regroupant les donneurs vivants et les donneurs en
¢tat de mort encéphalique, ou l’organe subit une phase d’ischémie a faible température
(ischémie froide), et celle des donneurs DDAC dans laquelle une phase supplémentaire
d’ischémie a température corporelle précede I’ischémie froide infligée au greffon.

a) Donneurs vivants, donneurs en état de mort encéphalique

Dans le cas de ces deux catégories de donneurs, la phase d’ischémie débute lors du
clampage de l’artére rénale, avant prélévement du greffon. Cette phase correspond a la
conservation extracorporelle de I’organe a greffer. Dés 1’explantation, celui-ci est privé de son
environnement physiologique et devient alors trés exposé. En pratique, le greffon est d‘abord
rincé avec une solution de conservation d’organe a une température de 4°C, puis plongé pour
conservation dans cette méme solution.

L’intégralité de cette période qui se déroule jusqu’a I’implantation du greffon dans
I’organisme du receveur correspond a la période d’ischémie froide. Il faut noter que le temps
nécessaire a la réalisation des différentes anastomoses (veine, artére, uretere) par le chirurgien
correspond également a une phase de réchauffement du greffon, quelque fois appelée
ischémie tiede. Pour préserver le métabolisme du greffon, la température de la conservation a
été fixée empiriquement a 4°C. La loi de Van’t Hoff, dont on peut dire en simplifiant qu’elle
défini I’efficacité¢ d’une réaction chimique en fonction de la température, montre que 1’activité
métabolique d’un organe diminue de 50% a chaque pallier de 10°C. A 4°C, le métabolisme
actif résiduel est donc d’environ 10%.

L’hypothermie a 4°C permettrait donc de réduire les besoins métaboliques du greffon.
Malgré cette faible température, les besoins de la cellule ne sont pas nuls et le métabolisme
résiduel n’est pas suffisant pour la survie de ’organe[129]. De plus I’hypothermie semble
surajouter des dommages cellulaires, a ceux déja engendrés par I’ischémie en elle méme.

Le métabolisme résiduel du greffon lors de sa conservation implique des apports en
électrolytes, en nutriments et en énergie au cellules afin d’améliorer leur survie. Cet apport est
réalisé par la solution de conservation d’organe. Cette solution est une solution acellulaire qui
est formulée pour placer I’organe dans le meilleur environnement possible pour éviter au
maximum le développement des 1ésions dues a la phase d’ischémie. L impact de la solution
de conservation sur le bon déroulement de la conservation de I’organe et sur la limitation du
développement des 1ésions d’IR a fait que I’optimisation de la composition de ces solutions a
un intérét certain pour augmenter la qualité des greffons au moment de leur greffe[130].
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La durée de la phase d’ischémie froide varie énormément en fonction du type de
donneur considéré. En France, en régle générale, cette période d'ischémie froide varie (i) entre
2h et 4h pour le foie et le rein provenant du donneur vivant, (ii) entre 2h et 24h pour le rein
provenant de donneur en mort encéphalique, et (iii) entre 2h et 18h pour le rein provenant du
donneur décéd¢ apres arrét cardiaque.

b) Donneurs décédés apres arrét cardiaque (DDAC)

Comme nous 1’avons décrit plus haut, les greffons issus de donneurs DDAC, du fait du
contexte dans lequel ils sont prélevés, subissent une phase d’ischémie a température
corporelle (ischémie chaude) précédant la conservation de I’organe (ischémie froide). Pour
ces greffons, I’ischémie débute a I’arrét de la circulation sanguine suite a I’arrét cardiaque.

Cette ischémie chaude peut étre divisée en deux périodes distinctes : la premicre suit
immédiatement 1’arrét cardiaque et correspond au délai entre celui-ci et le démarrage de la
réanimation par massage cardiaque externe. Cette période est caractérisée par un arrét de la
circulation sanguine au niveau de 1’organe et est également appelée période de « no flow ».
La phase de réanimation par massage cardiaque externe est quant a elle caractérisée par un
rétablissement trés partiel de la perfusion sanguine de I’organe et est donc appelée période de
« low flow ».

Dans le cadre du prélévement de donneurs DDAC, cette durée d’ischémie chaude (« no
flow + low flow ») ne doit pas dépasser 150 minutes, sous peine d’entrainer 1’augmentation
du taux de NFP et RRF apres transplantation[125, 128].

L’ischémie chaude est effectivement particulierement dommageable pour I’organe, car
elle est mal contrdlée: le milieu dans lequel 1’organe (sang) n’est alors pas optimisé pour la
conservation, et I’organe est encore sous la dépendance des phénomenes de libération de
cytokines et autres messagers délétéres accompagnant 1’arrét cardiaque.

Ce contexte ischémique particulierement défavorable a conduit a la systématisation
d’une méthode particuliére de la conservation de I’organe. Lors de la conservation d’organes
issus de donneurs vivants ou en état de mort encéphalique, le greffon baigne dans la solution
de conservation. Dans le cas des donneurs DDAC, le greffon subit une conservation
dynamique, par perfusion de la solution de préservation dans 1’organe grace a I’action d’une
machine de perfusion[126, 130].

Cette technique a permis de diminuer significativement les NFP et RRF des greffons
issus de donneurs DDAC, et reste une voie de développement importante pour I’amélioration
de la qualité des greffons issus de donneurs DDAC.

2. La reperfusion

Au moment de la reperfusion, dans le cas des greffes vascularisées, le greffon est reli¢
au réseau vasculaire du receveur permettant ainsi le retour de la circulation sanguine au sein
de l'organe. L’ organe va donc a la fois se réchauffer, et retrouver un apport « normal » en
oxygeéne (normoxie) ainsi qu’en nutriments. En théorie, ce changement de conditions se fait
de maniere immédiate aprés déclampage puisque physiologiquement le rein est perfusé a un
débit de 1 litre par minute. Malgré tout, certaines zones du greffon ne sont pas reperfusées,
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c'est le phénomene de "no-reflow", avec pour conséquence une persistance l'ischémie chaude
au sein de ces territoires. La qualité de la reperfusion du greffon est donc liée a la qualité de sa
conservation.

Contrairement a ce que 1’on pourrait penser, la reperfusion de 1’organe n’a pas que des
conséquences bénéfiques pour le greffon. Le retour en normoxie et I’apport soudain d’énergie
et de nutriments provoque, comme je vais maintenant vous le montrer, I’exacerbation des
mécanismes lésionnels initiés lors de la phase d’ischémie.

B. LES LESIONS D’ISCHEMIE REPERFUSION

Il faut souligner que méme si les 1ésions d’ischémie reperfusion ou lésions d’IR sont
moins connues du grand public que les Iésions du greffon engendrées par le rejet immunitaire,
ces lésions d’IR n’en sont pas moins une cause potentielle de rejet du greffon. Il a méme été
montré que les Iésions d’IR, considérées comme allo-indépendantes, et les Iésions
immunologiques de rejet, allo-dépendantes, sont tres liées. En effet, les facteurs allo-
indépendants provoquent des lésions favorisant les dysfonctions primaires et tardives du
greffon, et les facteurs allo-dépendants participent aux rejets aigus et chroniques du
greffon[131].

Durant la séquence d’IR, les interactions existant entre ces facteurs allo-dépendants et
allo-indépendants renforcent les Iésions conduisant aux rejets métaboliques et/ou
immunologiques des transplants a plus ou moins long terme. Limiter les 1ésions d’IR permet
donc également de diminuer les risques de rejet immunitaire du greffon, quelque soit la
compatibilité entre le donneur et le receveur[132-134].

Les Iésions d’ischémie et de reperfusion sont trés intimement liées, et il est trés difficile
de séparer d’un coté les 1ésions spécifiquement engendrées par la phase d’ischémie, et celles
dues uniquement a la phase de reperfusion. Pourtant, pour des raisons de facilité de lecture et
de compréhension, j’ai choisi de séparer les 1ésions initiées durant I’ischémie, et celles qui
sont décrites lors de la transplantation. Il faut donc lire ce manuscrit en gardant a 1’esprit que
ces deux « étapes » de développement des Iésions d’IR se déroulent de manicre continue.

1. Lésions d’ischéemie

L’ischémie au sens strict a pour conséquence directe des troubles majeurs de
I’homéostasie de 1’organe touché[134], tels que : i) un arrét du flux vasculaire induisant une
stase sanguine et une activation de la cascade de coagulation, ii) un arrét de I’apport en
oxygene aux tissus (hypoxie), iii) un arrét des apports en nutriments sanguins comme le
glucose, iv) une diminution de la température de 1’organe non vascularisé.

Lors de cette phase d’ischémie, on assiste donc a une accumulation des déchets issus du
métabolisme anaérobie et a une déplétion énergétique importante. La chute de la pression
partielle en oxygéne dans 1’organe provoque une cessation du métabolisme oxydatif cellulaire

59



qui se réoriente vers le métabolisme anaérobie. La mitochondrie ne peut plus assurer la
phosphorylation oxydative nécessaire a la production d’ATP, substrat énergétique principal
de la cellule. Le métabolisme anaérobie assure la continuité de la glycolyse par la réduction
du pyruvate en lactate. Cette voie ne permet pas de générer suffisamment d’ATP pour
répondre aux besoins énergétiques de la cellule et va induire une acidose cellulaire
particulierement délétére, par accumulation de lactate associée a la libération d’ions proton
(H") provenant de hydrolyse de ’ATP. Les protons comme le lactate étant ensuite transférés
vers le milieu extracellulaire, 1’acidose devient généralisée au sein de ’organe, et ce dans les
10 minutes suivant le début de 1’ischémie[135, 136].

Le transfert des protons hors de la cellule est réalisé par la pompe Na'/H' qui fait
rentrer un Na' contre chaque H' expulsé hors de la cellule. Il en résulte donc une
accumulation de Na' intracellulaire. Cette accumulation est alors contrée par 1’activation de
I’échangeur Na'/Ca®* qui va & son tour provoquer une accumulation de Ca*'
intracellulaire[137, 138]. Ce surplus de calcium intracellulaire va activer les enzymes
protéolytiques calcium-dépendantes dont [’action va entrainer une mort cellulaire
massive[139].

Dans le cadre de la transplantation, 1’ischémie se déroule au moins en partie dans un
contexte d’hypothermie nécessaire a la conservation de l’organe. Cette hypothermie va
provoquer des 1ésions spécifiques se surajoutant a celles due a I’ischémie. En effet, a 4°C, la
diminution du métabolisme rend difficile la mise en place des systemes de défense cellulaire
contre 1’ischémie. L’action combinée du froid et de I’ischémie conduit a une inhibition
complete de la production d’ATP[140].

En raison d’un métabolisme résiduel, les réserves en ATP de la cellule sont vite
épuisées, et on considére qu’au bout de 4 heures d’ischémie a 4°C, environ 95% de ’ATP a
disparu, conduisant a la dégradation de I’intégrité¢ cellulaire, a la formation de 1’cedéme
cellulaire et a I’acidose caractéristiques de la transplantation d’organe[140].

La diminution des réserves en ATP va également avoir une autre conséquence
dramatique pour la cellule. En effet les cellules ont une concentration intracellulaire en K"
trés supérieure a celle du milieu extra cellulaire, et inversement, la concentration en Na' de la
cellule est tres faible comparé a celle du milieu extra cellulaire. Ce gradient de concentration
de chaque coté de la membrane cellulaire est assuré par un transfert actif des ions K' de
I’extérieur vers ’intérieur de la cellule, contre des ions Na™ qui suivent le trajet inverse[138].
Ce phénomene est dit actif car il est consommateur en énergie, et donc en ATP. L’épuisement
des réserves en ATP va donc entrainer un arrét de ces pompes et les concentrations en chacun
des ions vont avoir tendance a s ‘équilibrer de chaque c6té de la membrane cellulaire, avec
une fuite de K vers le milieu extra cellulaire et une entrés massive de Na' et d’eau vers le
milieu intracellulaire. Cette entrée massive d’eau va engendrer un gonflement de la cellule :
c’est I’cedéme cellulaire qui va toucher également la mitochondrie et perturber son
métabolisme[141].
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La mitochondrie est I’organite qui est responsable de la synthése de I’ATP, et comme
nous venons de le voir, c’est également un organite qui est touché de plein fouet par
I’ischémie[ 142-144]. L’instabilité de la membrane de la mitochondrie qui permet la synthése
de I°ATP grace a I’oxygene par a un transfert d’¢électrons le long des complexes constituant la
chaine respiratoire. La destruction de la mitochondrie va entrainer une libération de ces
¢lectrons qui vont réagir avec 1’oxygene résiduel présent lors des temps précoces de
I’ischémie. Cette réaction va donner naissance a une espece radicalaire trés active : I’anion
superoxide (02]). Cette espece radicalaire de 1’oxygene (ROS) va induire des dommages
irréparables sur I’ADN, les protéines et les composants lipidiques des membranes cellulaires,
conduisant a une surmortalité cellulaire[ 145, 146].

Les principaux mécanismes physiopathologiques des lésions d’ischémie ont été réunis
dans la Figure 11.
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Figure 11 : Principaux mécanismes initiateurs des lésions d’ischémie
Les grands événements physiopathologiques sont encadrés en rouge. Les évémements susceptibles d’étre
exacerbés par la reperfusion sont encadrés en rouge et orange. ROS : espéces radicalaires de ['oxygene.

Au cours de la constitution des 1ésions d’IR, les cellules endothéliales sont les premicres
cellules touchées, avec une nécrose et leur détachement de la paroi des vaisseaux. Ce
mécanisme est susceptible d’activer la coagulation intravasculaire, favorisant ainsi la
formation de phénomeénes thrombo-emboliques lors de la reperfusion[147].

Les effets déléteres des lésions d’ischémie apparaissent peu pendant la phase
d’ischémie, ils sont plutdt "visibles" au moment de la transplantation chez le receveur. En
effet, les modifications métaboliques et structurelles qui ont lieu pendant la période
d’ischémie font le lit des 1ésions de transplantation.
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2. Lésions de reperfusion

Les premiers processus physiopathologiques liés a la transplantation sont : 1’initiation
de la réponse aux lésions provoquées par I’ischémie et I’extension de ces dernic¢res par un
mécanisme immuno-inflammatoire.

Tout d’abord, I’cedéme cellulaire et tissulaire décrit précédemment va, par un
phénomene purement mécanique, aboutir a la compression du lit vasculaire par gonflement
des structures tissulaires[136]. Ce phénomene est révélé lors de la reperfusion de I’organe, en
isolant du flux sanguin certaines parties du greffon qui subiront alors une ischémie prolongée.

De la méme maniere que I’cedéme initi¢ lors de I’ischémie va révéler ses conséquences
pathologiques lors de la reperfusion, 1’endothélium altéré par 1’ischémie va activer la
coagulation et entrainer la formation de thrombus lors du rétablissement de la circulation
sanguine. Ces thrombus, associés a la compression du lit vasculaire par 1’cedéme tissulaire,
vont a leur tour favoriser la constitution de zones non vascularisées ou zone de « no-reflow »
au sein du greffon[148, 149].

En plus des conséquences sur le "no-reflow", I’activation de la voie de la coagulation a
pour conséquence une activation de la NO synthase endothéliale augmentant la production de
NO (monoxyde d’azote). A de fortes concentrations cet élément vasodilatateur réagit avec les
radicaux superoxydes pour produire des peroxinitrites (ONOOH’), formant des especes
radicalaires a 1’origine de 1ésions séveres du stress oxydant.

La reperfusion de I’organe est accompagnée d’un afflux massif de glucose et d’oxygene
au sein d’un tissu 1és¢ dont les cellules et plus particuliérement les mitochondries sont tres
endommagées. Les mitochondries n’étant plus capables de produire efficacement de I’ATP,
I’oxygene va étre a ’origine de la production massive de ROS, et notamment la formation de
radicaux hydroxyles (HO’) hautement cytotoxiques, qui vont initier la peroxydation des
lipides membranaires de la cellule, de ’ADN et des protéines cellulaires conduisant a la
destruction de la cellule[145, 146].

Dans le cadre de la transplantation, les lésions d’IR, qui rappelons-le sont allo-
indépendantes, vont induire une augmentation de I’immunogénicité de I’organe, conduisant a
’activation des cellules du systéme immunitaire inné. Les cellules altérées du greffon libérent
de nombreux médiateurs pro-inflammatoires. Ces médiateurs, parmi lesquels de molécules
chimioattractantes comme MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1), la fraction C5a du
complément et I’IL-8, mais aussi des cytokines pro inflammatoires comme IL-1p et TNF-a.
Ces médiateurs vont entrainer le recrutement des leucocytes sanguins dans le tissu du greffon,
et leur orientation vers un phénotype effecteur. L’envahissement du greffon par les cellules
immunitaires va se faire dans les premicres heures suivant la reperfusion et en plusieurs
vagues successives. Celui-ci débute par D’infiltration des polynucléaires neutrophiles (PNN),
puis le recrutement des monocytes (MO) et leur transformation locale en macrophages (MA),
le recrutement des cellules Natural Killer (NK) et enfin I’infiltration des Lymphocytes T
(LyT)[134, 150, 151].
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Ltinfiltration puis ’activation des PNN et des MO/MA va aboutir a la dégradation
tissulaire du greffon, par action cellulaire directe, ou par la production de molécules pro
inflammatoires et cytotoxiques.

Ce processus inflammatoire extensif au sein du greffon, les 1ésions tissulaires qu’il
engendre et les cellules inflammatoires qui y sont recrutées vont aider a déclencher, amplifier
et maintenir la réponse immunitaire allo-dépendante, et provoquer ainsi un rejet global de
I’allogreffe.

Dans le contexte actuel de pénurie généralisée d’organes, le développement de
stratégies thérapeutiques pouvant limiter des Iésions d’IR dues a la transplantation ou
favoriser les phénoménes de réparation tissulaire post transplantation, sont des perspectives
de tout premier plan.

C. STRATEGIES VISANT A LIMITER L’IMPACT DES LESIONS D’IR
SUR LES GREFFONS

L’¢étude des mécanismes a 1’origine de I’initiation et du développement des lésions d’IR
a permis de dégager des cibles thérapeutiques potentielles pour améliorer la qualité des
organes greffés. Ces thématiques majeures sur lesquelles les principales recherches sont
effectuées sont la composition des solutions de conservation et les techniques de conservation
du greffon et la supplémentation de ces solutions en molécules thérapeutiques.

1. Solutions et techniques de conservation du greffon

Comme nous I’avons vu précédemment, les greffons rénaux les plus susceptibles d’étre
endommagés par les 1ésions d’IR sont aussi ceux qui sont conservés le plus longtemps hors de
leur milieu physiologique dans des solutions de conservation d’organe. De plus, ¢’est pendant
cette période de conservation que s’initie la majorit¢ = phénoménes aboutissant au
développement des Iésions d’IR. L’optimisation de la composition des solutions de
conservation est donc essentielle pour controler les lésions d’IR[152].

Les mécanismes physiopathologiques a 1’origine des 1ésions d’IR ont mis en lumicre les
objectifs que devaient remplir les solutions de conservation : 1) limiter la déplétion en ATP, ii)
contrdler I’acidose et iii) prévenir I’cedéme.

Les premieres solutions de conservations utilisées étaient des solutions cristalloides
pures, de type Ringer Lactate, et ne permettaient pas une bonne conservation de I’organe.
Partant du postulat empirique qu’il fallait que les solutions de conservation reproduisent le
milieu-intracellulaire, les premiéres solutions de conservation étaient de composition
hyperpotassique. Le but de cette forte concentration de potassium était alors de contrer les
phénomenes de fuite de potassium et d’entrée massive de sodium et donc d’eau dans la
cellule, et ainsi limiter I’cedéme caractéristique de I’'IR.

La forte concentration de potassium des solutions de conservation entraine en fait une
dépolarisation cellulaire a I’origine de la contraction des muscles lisses vasculaires et donc

63



une vasoconstriction massive. Cette vasoconstriction contribue un peu plus a la compression
du lit vasculaire di au développement de I’cedéme, dont les effets constatés a la reperfusion
ont été exposés précédemment. Le nivellement du gradient de concentration en potassium de
part et d’autre de la membrane cellulaire entraine par ailleurs une suractivation des pompes
Na+/K+ ATPases responsables d’une accélération de la déplétion en ATP. Comme nous
I’avons vu, ce phénoméne de consommation de I’ATP présente la principale source de
protons responsables de I’acidose.

Les premiers résultats de ces solutions étaient encourageants, montrant une diminution
des lésions de conservation chez le greffon. Néanmoins, il est apparu que ces effets
bénéfiques n’étaient dus en réalité que par la présence de colloides ou d’imperméants
permettant I’augmentation de la pression oncotique en faveur de la rétention de 1’eau au sein
du milieu extra cellulaire. Les imperméants sont des sucres ne passant pas la membrane
cellulaire ou des anions qui ont également un effet protecteur de membrane. L’ajout de ces
molécules ne doit pas augmenter de trop la viscosité de la solution de conservation, afin de
permettre une perfusion correcte de I’ensemble de 1’organe. L’utilité de la supplémentation en
colloides ou imperméants n’est plus a démontrer et la majorité des solutions de conservation
actuelles en sont dotées.[152-154]

L’évolution de la composition des solutions de conservation va vers une tendance a la
diminution de la concentration en potassium, sans pour autant revenir & une concentration
normo-potassique. On distingue alors 3 grandes catégories de solutions de conservation en
fonction de leur concentration en potassium : 1) les solutions de type intracellulaire avec une
concentration en potassium supérieure a 30mM, ii) les solutions de type intermédiaire avec
une concentration en potassium inférieure a 30mM mais supérieure a 10mM et iii) les
solutions de type extracellulaire avec une concentration en potassium proche de SmM.

Le meilleur moyen pour lutter contre ’acidose caractéristique de 1’ischémie est
I’utilisation de systémes tamponnant les variations de pH dans les solutions de conservation.
Ces tampons sont principalement les tampons bicarbonate, phosphate, histidine, HEPES et
tryptophane.

La limitation de la déplétion en ATP due a I’existence d’un métabolisme résiduel a 4°C
pendant la conservation, est réalisée généralement par I’ajout de glucose dans la solution.

Historiquement, les greffons rénaux sont conservés baignant dans la solution de
conservation avec laquelle ils avaient été rincés. Cette méthode de conservation statique reste
encore valable aujourd’hui pour la majorité des greffons, mais I’extension des critéres de
sélection des donneurs a conduit au prélévement et a la conservation d’organes de moins
bonne qualité, ayant éventuellement subi préalablement une période d’ischémie chaude. Ce
constat a poussé les équipes de recherche a trouver d’autres solutions pour optimiser les
conditions de préservation de ces organes. (Tableau 4)
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Solution
Solutions Plasma de type Solutions de ty Pe Solutions de type Extracellulaire
Intra- Intermediaire
cellulaire
uw HBSS
Composition Plasma (Belzer) IGL-1 | Polysol | Celsior | Lifor HTK CMI:‘]’_-1066 +0.5% scot
o (Custodiol) +1% BSA . 15
(Viaspan) BSA
Ions (mM)
Na~ 140 30 125 120 100 98 15 144 119 118
K 5 125 30 15 15 158 10 53 21 5
Mg™ 08 5 5 13 4 0.8 1.08 1.20
Ca™ 25 0.25 0.17 0.015 18 0.9 1.75
cr 104 50 126 3
Tampons (mM)
S04° 14 5 5 12 1.08
KH'PO4 32 25 25 + 1 2.16
HCO3- 25 26 25 25
HEPES 24 +
Histidine 6.3 30 198 0.12
Na3PO4 217
Molécules (mM) ?
Adenosine 5 5 5 0.01
Allopurinol 1 1
Alpha-tocopherol 5x10”
Ascorbic acid 0.11 0.28
Cholestérol 0.0005
Coenzyme A 0.003
Glucose 7 6 10.8 11
Glutamate 20 0.51
Glutathion < 3 56 3 0.032
a-Ketoglutarate 1
Lactobionate 100 100 80
Mannitol 60 30
Potassium gluconate 20
Pyruvate de Na
Raffinose 30 30 32
Ribose
Sodium Gluconate 75
Tryptophan 2 0.048
Colloides (g/L) ?
HES 50
PEG 20 kDa 15
PEG 35kDa 1 20
Albumine 42 10 5
Physico-chimie
pH 74 73 73 74 73 7.07 72 72 74 73
Viscosité (cSt) a 4°C 534 192 2.03 1.7 1.64 1.69 312
Viscosité (cSt) a 20°C 1.84 322 1.19 121 1.12 1.06 1.06 1.41
Viscosité (cSt) a 37°C 1.98 0.84 0.82 08 0.73 0.72 1.2
Osmolarité (mOsm) 308 327 298 320 310 301 32 337

Tableau 4 : Solutions de conservation en transplantation
Composition des solutions de conservation couramment utilisés en transplantation et comparées a la
composition du sang. Na" : Sodium, K" : potassium, Mg’ : Magnésium, Ca’" : Calcium, CI : Chlore, SO :
Sulfate, KH,PO,: Phosphate de potassium, HCOj3 : Bicarbonate, Na3;PO,: Phosphate de Sodium, HES :
Hydroxy Ethyl Starch, PEG : Poly Ethylene Glycol.

Par mimétisme avec la physiologie des organes vascularisés, caractérisés par la
perfusion de sang dans leur réseau vasculaire, certaines équipes ont mis au point des machines
de perfusion permettant une conservation dynamique de I’organe. Ces machines existent
maintenant depuis plusieurs années, et permettent la perfusion de maniére continue ou
pulsatile d’une solution réfrigérée dans 1’organe[126]. Ces machines se perfectionnent
constamment, permettant maintenant une perfusion de ['organe a des températures
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normothermique (37°C), une oxygénation de la solution de perfusion ou un meilleur acces a
I’organe ou a la solution de perfusion pour des diagnostiques ex vivo[155].

Les concepts de perfusion normothermique et/ou oxygénée du greffon sont relativement
nouveaux, et donc encore en cours d’investigation, que ce soit pour la perfusion de reins ou
d’autres organes.

La modification des conditions de conservation a ¢été accompagnée par le
développement de solutions de perfusion dédié¢es a ce nouveau mode de conservation.

La conservation par perfusion du greffon est un facteur indépendant de diminution de
retard de fonction du greffon par une diminution de la vasoconstriction rénale, 1’amélioration
de la perfusion de 1’organe, I’expulsion de microthrombi du cortex rénal, le maintient du pH
intracellulaire, la diminution de I’cedéme tissulaire, I’apport de substrats métaboliques et
I’¢élimination des produits du catabolisme[126, 130].

Pendant quelques heures, la solution de conservation sera le seul environnement auquel
sera exposé le greffon. La conservation, qu’elle soit statique ou dynamique, hypothermique
ou normothermique, est un moment particulierement important dans le devenir du greffon car
elle correspond a la période d’initiation des Iésions d’ischémie. Cette solution constitue donc
un vecteur de choix pour la délivrance de molécules thérapeutiques d’intérét, pouvant cibler
la coagulation ou le stress oxydant[153]. L’ajout de cellules souches mésenchymateuses et de
cellules souches issues du liquide amniotique lors de cette étape de perfusion ex vivo pourrait
¢galement étre intéressant pour promouvoir la réparation tissulaire post greffe[156].

2. Supplémentation des solutions de conservation en molécules
thérapeutiques
Il est particulierement intéressant de traiter le greffon lors de la phase de conservation
de ’organe. En effet a ce moment précis, [’organe est totalement individualisé, et n’est plus
en contact avec le reste de I’organisme. Une molécule thérapeutique administrée directement
dans la solution de conservation n’a dans ce cas aucun risque de diffuser vers des organes non
ciblés et d’y entrainer des effets indésirables. Cette situation permettrait également de
controler avec précision la quantité de principe actif qui sera délivrée au greffon, et la
cinétique de sa consommation éventuelle par 1’organe. En effet, des prélévements de la
solution de perfusion pourraient étres réalisés pour y doser la molécule administrée.

D’autre part ces molécules ont, aupres I’ANSM, le statut un peu particulier de Produit
Thérapeutique Annexe (PTA). Les PTA sont « définis comme tout produit, a I'exclusion des
dispositifs médicaux, entrant en contact avec des organes, tissus, cellules ou produits issus du
corps humain ou d'origine animale au cours de leur conservation, de leur préparation, de leur
transformation, de leur conditionnement ou de leur transport, avant leur utilisation
thérapeutique chez 'Homme [...]. » L’autorisation de mise sur le marchée de ces PTA est
simplifiée par rapport aux molécules ayant le statut de médicament, puisque ces produits
doivent seulement faire I'objet, préalablement a leur mise sur le marché, « d'une autorisation
délivrée par le directeur général de ' ANSM, apres évaluation de leur qualité, de leur sécurité
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et de leur efficacité in vitro ». Le délai entre le développement initial du PTA et sa mise sur le
marché est donc considérablement raccourci, comparé a un médicament classique.

Néanmoins, la quasi totalité des molécules susceptibles d’étre ajoutées aux solutions de
conservation pour protéger le greffon contre les 1ésions d’ischémie sont encore au stade
d’expérimentation dans des modeles animaux. Ces modeles animaux ayant plus ou moins de
valeur translationnelle, nous ne parleront ici que des molécules les plus susceptibles d’étre
utilisées chez I’Homme a moyen terme.

Les molécules utilisées en tant qu’additifs aux solutions de conservation vont pouvoir
potentiellement cibler tous les phénomenes déléteres initiés lors de 1’ischémie. Certaines
molécules anticoagulantes de bons résultats chez le porc dans I’amélioration de la reprise de
fonctions des greffons et I’inhibition de 1’inflammation post greffe. Le mécanisme d’action
principal est I’inhibition de la formation de microthrombi suite a I’activation et la lésion de
I’endothélium[157, 158].

Il peut étre également intéressant d’inhiber le recrutement des cellules immunitaires
proinflammatoires au sein du greffon pour éviter les phénomenes de rejet de greffe ultérieurs.
Des inhibiteurs de la liaison des cellules immunitaires a la membrane de cellules endothéliales
tel que I’antagoniste de P-sélectines YSPSL ont montré de bons résultats. De la méme
manicre, des inhibiteurs du complément semblent efficaces dans 1’amélioration de la survie
post-greffe dans des modéles de gros animaux[130].

Le stress oxydant di a la formation des ROS a des effets particuliérement déléteres pour
le greffon. La supplémentation de la solution de conservation des greffons rénaux en
trimétazidine a permis de réduire ce stress oxydant, mais aussi de préserver le métabolisme
énergétique et de réduire 1’acidose, avec une amélioration le reprise de fonction rénale apres
transplantation chez le porc[159].

Une approche thérapeutique visant a augmenter la disponibilité de I’oxygene dissout
dans la solution de conservation, par un transporteur d’oxygene issu de I’hémoglobine de ver
marin a montré de bons résultats dans la prévention du développement des Iésions chroniques
du greffon[160]. L’association de ce genre de molécule a une oxygénation active de la
solution de conservation grace a une machine de perfusion pourrait étre particuliérement
intéressante.

Compte tenu des mécanismes en jeu lors du développement des Iésions d’IR,
I’association de molécules ciblant chacune une voie spécifique est importante pour prévenir
efficacement les 1ésions d’IR initiées lors de 1’ischémie.
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[II. CONCLUSION

La transplantation rénale est la thérapie de référence pour le traitement de 1’insuffisance
rénale chronique terminale. Par rapport a la dialyse, la transplantation rénale permet
d’améliorer la qualité de vie et la durée de vie des patients, tout en permettant a la société de
réaliser des économies considérables.

Le besoin d’augmenter le nombre de greffes réalisées chaque année se heurte a une
pénurie d’organe. Une des maniéres de contrer cette pénurie est de prélever les greffons chez
des donneurs de moins bonne qualité que les donneurs habituellement sélectionnés. Mais cette
démarche pousse les équipes de transplanteurs a greffer des organes dont 1’origine et les
conditions de prélévement entrainent des risques plus élevés de complications chez le
receveur aprés transplantation. Il est donc urgent de mettre en place des thérapeutiques
permettant de diminuer ce risque de complications, principalement en prévenant les
dommages liés a la transplantation ou en accélérant la régénération du greffon apres
transplantation.

Dans ces conditions, 1'utilit¢ des CSM pourrait s’avérer primordiale, mais des
investigations complémentaires doivent étres entreprises dans des modeles animaux
précliniques avant d’envisager de tester leur utilisation chez ’Homme
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PARTIE III : ETUDE DE L’UTILISATION DES CELLULES
SOUCHES ISSUES DU LIQUIDE AMNIOTIQUE DANS UN
MODELE PRECLINIQUE PORCIN D’AUTO
TRANSPLANTATION RENALE

[.  INTRODUCTION

Nous avons vu dans la premicre partie de cette thése qu’il existe, outre les cellules
embryonnaires, des cellules souches pouvant étre isolées chez ’Homme adulte. Parmi ces
cellules souches adultes, les cellules souches mésenchymateuses (CSM) comprennent une
population hétérogeéne de cellules souches provenant de différents tissus mais partageant
néanmoins des propriétés communes.

Les cellules souches issues du liquide amniotique (AFSC) qui font partie de la famille
des CSM, sont isolées du liquide amniotique récupéré a terme ou par amniocentese, plus
précocement au cours de la gestation. Ces cellules peuvent se différencier en plusieurs types
cellulaires, dont les cellules rénales, et leur sécrétome est en faveur d’une induction de
I’angiogenese, d’une inhibition de D’apoptose et d’une modulation de la réponse
inflammatoire. Elles ont par ailleurs démontré leur capacité a améliorer la reprise de fonction
rénale dans un modé¢le murin d’insuffisance rénale aigiie induite par le glycérol.

Dans la deuxiéme partie du manuscrit, nous avons exposé un certain nombre de voies
de recherche visant a protéger le greffon contre les lésions d’IR, afin de pouvoir élargir le
pool d’organes disponibles a ceux issus de donneurs encore peu exploités comme les
donneurs décédés apres arrét cardiaque (DDAC). Ce développement s’est fait au détriment de
la mise au point de stratégies visant a induire les processus de régénération tissulaire apres
transplantation, alors méme que ces deux actions sont complémentaires. Les phénomeénes
physiopathologiques a 1’origine du déclenchement des lésions d’IR étant de plus trés
diversifiés, il est fort probable que cette méme diversité soit observée dans les voies de
régénération cellulaires et tissulaires déclenchées lors de la cicatrisation.

C’est précisément parce que leur impact bénéfique potentiel dans le domaine de la
régénération tissulaire est di a de multiples facteurs que les AFSC sont des candidates
particulierement intéressantes pour promouvoir la réparation post greffe de 1’organe
transplanté.

Afin d’évaluer le bénéfice potentiel de 1’utilisation des AFSC dans le cadre de la
transplantation rénale, nous choisi de travailler chez le porc, dont les similitudes avec
I’Homme en termes d’anatomie et de physiologie rénale lui conférent la valeur hautement
translationnelle qui manque cruellement au modéle murin, pourtant plus fréquemment
étudiée.
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Pour nous focaliser spécifiquement sur les 1ésions d’IR et éviter tout phénomene d’allo-
reconnaissance, nous avons associ¢ une autogreffe rénale avec néphrectomie controlatérale
dans des conditions mimant les donneurs DDAC, a I’injection d’AFSC autologues.

OBJECTIFS

Nous avons tout d’abord effectué une série d’expérimentation in vitro dans le but de
vérifier que les AFSC que nous avions prélevé en fin de gestation présentaient bien les
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de CSM, mais aussi pour déterminer le
moment auquel injecter ces cellules.

Nous avons par la suite débuté 1’étude in vivo afin de caractériser I’impact de 1’injection
des AFSC lors de la transplantation rénale sur la vitesse de reprise de fonction du greffon,
I’évolution de ses Iésions tissulaires et 1’expression locale de facteurs de croissance impliqués
dans I’angiogenése.

L’objectif du travail est en réalité double : 1) prouver que les AFSC sont potentiellement
efficaces pour lutter contre les 1ésions d’IR caractéristiques de la transplantation de greffons
issus de donneurs DDAC et ii) mettre au point un modele a forte valeur translationnelle
pouvant servir a 1’évaluation de I’utilisation d’autres cellules souches dans le cadre de la
transplantation rénale.
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II. MATERIEL ET METHODES

A. CELLULES SOUCHES ISSUES DU LIQUIDE AMNIOTIQUE

Pour chaque porcelet sélectionné pour subir une greffe rénale suivie d’injection de
cellules souches issues du liquide amniotique (AFSC), les AFSC ont été prélevées a la fin de
la gestation. Les cellules on ensuite été caractérisées, puis leur résistance a 1’hypoxie a été
¢valuée pour décider du moment de leur injection. Les AFSC ont ensuite ét¢ marquées a la
Green Fluorescent Protein (GFP) grace a un promoteur lentiviral puis congelées jusqu’au jour
de leur injection chez I’animal. Afin de valider le protocole d’injection, une lignée d’AFSC a
¢été injectée dans un rein ex vivo.

1. Obtention des cellules

Les AFSC sont isolées lors de la naissance des porcelets par césarienne, apres 112 jours
de gestation. Les truies dont proviennent les 6 porcelets qui recevront 1’injection d’AFSC
autologues sont intubées puis anesthésiées par administration de Sévoflurane au masque et de
bolus itératifs de kétamine. L utérus est abordé par laparotomie médiane, puis il est incisé¢
pour exposer les porcelets encore dans leur enveloppe placentaire. Dix millilitres du liquide
amniotique de chaque porcelet sont aspirés a la seringue directement a travers I’enveloppe
placentaire grace a une aiguille. Les porcelets sont ensuite prélevés. Les cellules contenues
dans les échantillons sont lavées une fois dans le milieu de culture Amniochrome II (Lonza),
centrifugées a 1500 tpm pendant 5 minutes puis resuspendues dans 1’Amniochrome II et
enfin déposées dans une plaque de culture 6 puits (VWR). Les plaques sont mises a 1’étuve a
37°C et 5% de CO,. Apres 24h, les cellules non adhérentes sont enlevées puis le milieu
changé par la suite tous les 2 jours. Seuls les AFSC provenant de porcelets males viables sont
cultivés (2 porcelets par portée, 3 portées).

2. Marqguages des AFSC a la GFP

Les cellules sont modifiées pour exprimer de maniére constitutive la protéine
fluorescente GFP. Pour cela la protéine est transduite dans les cellules grace a un vecteur
lentiviral. Le jour précédent la transfection, 1 x 10° AFSC a passage 4 sont déposées dans
chaque puits de plaque 6 puits avec 2 ml de milieu Amniochrome II et sont placées en étuve a
37°C et 5% COa,. Le jour suivant les cellules sont transduites durant toute une nuit avec un
lentivirus VSVG pTrip pseudotypé codant pour la protéine GFP, sous le controle du
promoteur EF1 a. Les transductions sont réalisées a une moyenne d’infection de 5 dans 1 ml
d’ Amniochrome II supplémenté avec du sulfate de protamine a une concentration de Spg/ml.
L’efficacité de la transduction a été évaluée par cytométrie en flux.
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3. Caractérisation des cellules

Les AFSC isolées sont caractérisées sur la base de leurs capacités de différenciations,
I’expression de marqueurs membranaires présents a leur surface.

a) Différenciation adipogénique

Préalablement a la culture des AFSC en milieu de différenciation adipogénique, les
AFSC sonté mises en cultures sur dans des puits de plaque 6 puits a trés faible adhérence, a
une densité de 1x10° cellules par ml d’Amniochrome II. Dans cette configuration de culture,
les AFSC forment des spheres en 3 jours. Ces sphéres, ressemblant aux corps embryonnaires
formés dans les mémes conditions de culture par les cellules ES sont ensuite mises en culture
dans des puits de plaques 6 puits traités pour la culture cellulaire. Aprés une période de 24h
nécessaire pour leur adhésion au plastique, les cellules sont cultivées pendant 3 semaines en
utilisant le kit hMSC Adipogenic BulletKit (Lonza) pour induire leur différenciation en
adipocytes. Brievement, le kit contient deux types de milieu de différenciation qui sont
alternés tous les 2 jours jusqu’a la fin du protocole de différenciation.

Au bout des 21 jours de culture, les gouttelettes lipidiques caractéristiques des
adipocytes sont détectées par le marquage rouge a 1’0Oil red O (Sigma-Aldrich) au
microscope. Le controle négatif de différenciation est obtenu en cultivant les cellules pendant
la méme période en milieu Amniochrome II.

b) Différenciation ostéogénique

Pour réaliser la différenciation ostéogénique, les AFSC subissent les mémes conditions
préparatoires que pour la différenciation adipogénique. Les cellules sont ensuite cultivées
pendant 3 semaines en utilisant le kit hMSC Osteogenic BulletKit (Lonza). Au bout de 3
semaines de culture, la présence de dépdts minéraux spécifiques des ostéoblastes est mise en
¢vidence au microscope par une coloration rouge a 1’Alizarin Red S (Sigma-Aldrich). Le
controle négatif de différenciation a été obtenu en cultivant les cellules pendant la méme
période en milieu Amniochrome II.

c) Différenciation en cellules endothéliales

Pour réaliser la différenciation endothéliale, les AFSC sont déposées dans les puits de
plaque 6 puits a une concentration de 1x10° cellules par ml de milieu Amniochrome II. Au
bout de 24h, le milieu est remplacé par le milieu EGM2-MV (Lonza) supplémenté en
Vascular Endothelium Growth Factor (VEGF-A, PromoKine) humain a la concentration de
50ng/ml. Au bout de 4 semaines de culture en milieu de différenciation, les cellules sont
marquées en utilisant les anticorps anti CD31 (1/100, AbDserotec) et anti endothelial Nitric
Oxyde Synthase (eNOS, 1/100, BD transduction) couplés a un fluorochrome. Le contrdle
négatif de différenciation est obtenu en cultivant les cellules pendant la méme période en
milieu Amniochrome II.
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d) Analyse phénotypique
Les 6 lignées d’AFSC, a passage 5 destinées a étre injectées chez 1’animal sont testées
en cytométrie en flux sur FACSCantoll (BD) pour détecter I’expression de CD29 (1/10, BD
transduction), de CD73 (1/50, eBioscience), de CD90 (1/100, BD transduction) et de c-Kit
(1/100 Abcam).

4. Détermination de la sensibilité a [’hypoxie réoxygénation

Afin de définir le moment de I’injection des AFSC par rapport a la séquence d’ischémie
reperfusion (IR) due a la transplantation rénale, nous avons évalué la résistance de ces cellules
a une séquence d’hypoxie réoxygénation (HR) in vitro. Nous avons soumis des cellules
primaires endothéliales d’artére de porc (PAEC) a la méme séquence d’HR car nous savons
ces cellules treés sensibles a la séquence d’IR in vivo.

a) Conditions de culture

Les cellules sont cultivées jusqu’a 75% de confluence sur le support adéquat puis le
milieu de culture est remplacé par un milieu de conservation d’organe Viaspan (BMS) et les
cellules sont placées en chambre d’hypoxie humide au réfrigérateur a 4°C. Cette chambre est
alimentée pendant 24h par un mélange gazeux composé a 95% de N, et 5% de CO; (Bactal2,
Air Liquide). Apres ces 24h d’hypoxie, le Viaspan est remplacé par le milieu de culture
adéquat (PromoCell MV pour PAEC ou Amniochrome II pour AFSC) et les cellules sont
remises en culture a 37°C, en normoxie c'est-a-dire en présence de 5% de CO,, 20% de O,, et
75% de Nj pour 24h supplémentaires de réoxygénation. Les conditions de culture contrdles
sont caractérisées par une culture en normoxie en paralléle a la séquence d’HR (48h), avec
changement de milieu & HO et H24. Lors des tests de viabilité (ATP et XTT), les conditions
contrdle sont réalisées en utilisant pour chacun des types cellulaires (AFSC et cellules
endothéliales) les deux milieux de culture cités ci avant.

b) Evaluation de la viabilité cellulaire par réalisation du test XTT

Les cellules sont cultivées en plaques 96 puits, jusqu’a atteindre 75% de confluence. Le
test XTT (Cell Proliferation Kit II, Roche) est réalis¢é conformément aux instructions du
fabricant. Les cellules sont incubées en présence d’un sel de tetrazolium qui sera clivé dans la
cellule viable, par les déshydrogénases cellulaire en formazan chromogene, ce qui reflétera
partiellement [’activité mitochondriale. La lecture s’effectue au spectrophotomeétre Victor
(Perkin-Elmer) a 450 nm et les résultats sont exprimés en pourcentage d’activit¢ XTT des
cellules HR par rapport au controle.

c) Evaluation de la viabilité cellulaire par dosage de I’ATP
intracellulaire

Le dosage de I’ATP intracellulaire est un marqueur de viabilité cellulaire, car sa
diminution rapide est en rapport avec la mort cellulaire. Ce dosage est réalisé¢ grace au kit
ATPlite one step (Perkin-Elmer). Cette méthode luminométrique est basée sur I’émission de
lumicre par la D luciférine en présence de luciférase et d’ATP. L’émission de lumiére est
proportionnelle a la concentration intracellulaire en ATP. Les cellules sont cultivées en
plaques 96 puits opaques, jusqu’a atteindre 75% de confluence et sont soumises aux
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différentes conditions expérimentales. Puis, le substrat et I’enzyme sont ajoutés a chaque puits
de culture. Apres agitation 2 min a 700 tpm sur agitateur orbital de plaque, la luminescence
est lue grace au spectrophotometre Victor 3 (Perkin-Elmer) et les résultats sont exprimés en
pourcentage de la concentration intracellulaire résiduelle en ATP des cellules HR par rapport
au controle.

d) Evaluation de la nécrose cellulaire par dosage de |’activité de
la Lactate Déshydrogénase

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytosolique qui catalyse la conversion
du pyruvate en lactate. En cas de dommages cellulaires, elle est libérée a I’extérieur de la
cellule. La quantification de I’activité¢ de la LDH extracellulaire rapportée a 1’activité totale
(extracellulaire et intracellulaire) est un indicateur de la mort cellulaire par nécrose. Les
cellules sont cultivées en flasques de 25 cm?, jusqu’a atteindre 75% de confluence. Les
cellules subissent soit une séquence d’HR comme décrit précédemment, soit 48h de culture en
condition de normoxie a 37°C. Le surnageant est ensuite prélevé, et le tapis cellulaire lysé
avec 300ul de Phosphate Buffer Saline (PBS, Invitrogen,) + Triton 0,1% (Sigma-Aldrich). Ce
lysat est récupéré et parfait par sonication. L’activité de la LDH dans chacun des milieux est
mesurée sur I’automate Modular automatic analyser (Roche Diagnostics) par colorimétrie.
Les résultats sont exprimés en ratio du pourcentage de libération de LDH des cellules HR par
rapport au pourcentage de libération de LDH des cellules contrdle.

5. Congélation des cellules

Apres marquage a la GFP, les AFSC sont récoltées par trypsination (trypsine 0,25%,
Gibco) puis congelées dans 1 ml d’un mélange de Sérum de Veau Feetal (SVF, Gibco) +
Dimethyl Sulfoxyde (DMSO, Sigma-Aldrich) + Amniochrome II (40/10/50, v/v/v) par
ampoule de 1x10° cellules. Les cellules sont ensuite placées dans un surgélateur a -80°C.

6. Injection des cellules souches issues du liqguide amniotique ex vivo

Une lignée d’AFSC a été amplifiée directement aprés marquage a la GFP, et une
suspension de 40x10° cellules dans 15ml de NaCl 0,9% a été injectée dans I’artére d’un rein
ayant subi préalablement 24h de conservation statique ex vivo a 4°C dans la solution de
conservation d’organe Viaspan. L’injection des cellules est réalisée en 5 minutes et est suivie
par 10 min de ringage avec du NaCl 0,9%. A I’issue du rincage, des morceaux de cortex rénal
et d’arteres rénales ont été préleve, inclus dans la cryocolle et congelés a -80°C.
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B. ANIMAUX

1. Groupes

Dans les expériences in vivo, trois groupes de 6 animaux sont étudiés. Le groupe AFSC
désigne les animaux qui ont recu leurs propres AFSC préalablement marqués a la GFP par
injection apres autotransplantation rénale. Le groupe SHAM désigne les animaux qui ont regu
une injection de solution acellulaire de NaCl 0,9% apres autotransplantation. Le groupe
controle est constitué d’animaux ayant subi 1’ablation d’un rein, sans transplantation rénale et
sans injection de cellules ou de NaCl 0,9% dans le rein. Tous les animaux sont suivis pour
une durée de 3 mois apres la transplantation ou la néphrectomie. Un porc supplémentaire a
subi une autotransplantation suivie d’une injection d’AFSC marqués a la GFP, puis a été
sacrifié¢ 24h apres I’injection.

2. Auto transplantation rénale

Les transplantations rénales chez le porc sont effectuées sur la plateforme IBiSA
d’expérimentation préclinique de Surgeres. Nous utilisons des porcs males de race Large
White 4gés de trois mois et pesant entre 35 et 40 kg, et qui ont la particularité de présenter des
reins de taille et de poids similaires a ’homme. Lors des interventions chirurgicales, les
animaux subissent une anesthésie gazeuse par I’isoflurane a 2% (Foréne, Abott) et par bolus
itératifs de kétamine. Le rein gauche est exposé par laparotomie médiane, puis il est isolé du
tissu qui I’entoure et le pédicule est disséqué avec individualisation de I’artere et de la veine
rénale. Une période d’ischémie chaude de 60 minutes est induite sur le rein gauche avant son
prélévement par clampage de son pédicule. Le rein subit alors une période d’ischémie chaude
in situ a température corporelle. Cette période est comparable a celle observée dans le cas des
prélevements de reins issus de donneurs décédés par arrét cardiaque. Apres cette période, le
rein gauche est prélevé et plongé dans du liquide physiologique a 4°C, pour permettre un
refroidissement rapide de 1’organe. Le rein est ensuite lavé par 300 a 500 ml de solution de
conservation Viaspan et plongé dans cette méme solution a I’intérieur d’un conteneur stérile a
4°C pendant 24h. Le modele d’auto-transplantation consiste a transplanter au méme animal,
le rein prélevé la veille afin de s’affranchir des problémes d’immunotolérance. La
transplantation est suivie d’une néphrectomie controlatérale du rein droit, afin de se
rapprocher de la masse néphronique présente en clinique humaine.

3. Injection autologue des cellules souches issues du liqguide amniotique

L’injection des AFSC est autologue: ce sont les AFSC récoltés et isolés lors de la
naissance du porcelet qui lui sont réinjectés 3 mois plus tard. Six jours apres la greffe rénale,
le porc est anesthésié et une laparotomie médiane est effectuée. Apres dissection du pédicule
rénal, Iml/Kg d’héparine sodique 5000 UI (Choay) est injecté par voie IV. L artére rénale est
alors clampée, et les AFSC marqués a la GFP en suspension dans 15 ml de NaCl 0,9% sont
injectés directement dans l’artére rénale, en aval du clamp, a la dose de 1 million de
cellules/Kg de masse corporelle. Immédiatement apres 1’injection, le clamp est libéré et la
circulation rénale rétablie (durée maximale de clampage: Smin)
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4. Suivi post transplantation

Des prélévements de sang sont réguliérement effectués a JO, J1, J3, J7, J11, J14, 1 et 3
mois post-transplantation pour suivre notamment 1’évolution du taux de créatinine
plasmatique. Grace aux cages métaboliques, les urines sont également récupérées aux mémes
temps post-transplantation que les prélévements sanguins. Des biopsies rénale a 1’aiguille fine
sont également réalisées a J14 et M1 post-transplantation et conservées dans le formol pour
étre inclues en paraffine. Le jour du sacrifice de 1’animal, & M3 post-transplantation, des
morceaux de cortex rénal, de foie, de poumons, de cceur, et de rate sont prélevés et congelés
ou conservés dans le formol.

La figure 12 expose la conduite générale de I’étude in vivo

- Autotransplantation rénale
- Ischémie Chaude (clampage du pédicule rénal, température corporelle, 1h)
&

Ischémie froide (conservation statique ex vivo, 4°C, solution UW, 24h) Analyse
- Néphrectomie controlatérale Histologique
Jour 0 Biopsies rénales Mois 3
1 1
J14 M1

3 MOIS

2
— L8 “—SACRIFICE

Surveillance
de la fonction rénale

Jour 6

-AFSC autologues marqués GFP
ou solution vectrice (SHAM)

- Injection dans l'artére rénale

- 108 AFSC/kg

. - Caractérisation des cellules
- Césarienne -

- - Transfert lentiviral (GFP)
- Recueil AFSC >

- Amplification

Figure 12 : Programme expérimental
Schéma explicatif du protocole mis en place pour [’évaluation in vivo des AFSC en transplantation rénale. UW :
University of Wisconsin (Viaspan).

C. ANALYSES SUR LES ECHANTILLONS COLLECTES IN VIVO

Les échantillons biologiques prélevés in vivo sont les morceaux d’organes provenant du
sacrifice, les biopsies rénales, le sang, et I’urine des animaux

1. Analyses histologiques

Les analyses histologiques sont réalisées sur les biopsies rénales, ainsi que sur les
morceaux d’organes, congelés ou conservés dans le formol, obtenus au sacrifice.

a) Coloration a l’acide périodique de Schiff (PAS)

Le PAS colore en rose les membranes basales et les bordures en brosse des tubules. 11
permet de visualiser les structures du tissu rénal. La coloration PAS est réalisée sur la
machine Leica ST502 (Leica Biosystems) a partir des biopsies et des morceaux de rein
conservés dans le formol puis inclues en paraffine. Les lames sont lues a I’aveugle par un
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anatomopathologiste spécialisé dans les pathologies rénales. Les Iésions histologiques sont
exprimées en pourcentage de la surface de 1’échantillon touchée selon une échelle semi
quantitative avec : 1. 1ésions affectant moins de 10% de I’échantillon ; 2. 1ésions affectant 10-
25% de I’échantillon ; 3. 1ésions affectant 25-50% de 1’échantillon ; 4. 1ésions affectant 50-
75% de I’échantillon ; 5. Iésions affectant plus de 75% de 1’échantillon.

b) Coloration Rouge Sirius

Le rouge Sirius colore en rouge le collagéne et caractérise la fibrose rénale. Cette
coloration est réalisée sur les morceaux de rein prélevés 3 mois apres la transplantation. La
surface colorée en rouge est calculée a partir de 10 champs photographiés pour chaque lame,
en utilisant le logiciel Visilog (Noesis). Les résultats de fibrose sont exprimés en pourcentage
de la surface examinée.

c) Marquage a. Smooth Muscle Actin (aSMA)

Le marquage aSMA est caractéristique de la présence inhabituelle de myofibroblastes
au sein du tissu rénal. Le marquage est réalis¢ grace a un anticorps anti aSMA (1/50, Dako)
révélé par la diaminobenzidine. La surface colorée par la diaminobenzidine est calculée a
partir de 10 champs photographiés pour chaque lame, en utilisant le logiciel Visilog (Noesis).
Les résultats sont exprimés en pourcentage de la surface examinée.

d) Marquage fluorescent de la Green Fluorescent Protein

Les morceaux de d’organes prélevés au sacrifice et congelés coupés sur cryotome puis
marqués grice a un anticorps fluorescent anti GFP (1/100°, Invitrogen), a la recherche
d’AFSC.

e) Marquage fluorescent du SWC3A4

Le SWC3A est un antigéne porcin présent majoritairement a la surface des monocytes
et de macrophages. Les échantillons de reins prélevés au sacrifice et congelés, puis sont
coupés au cryotome et marqués grace a un anticorps anti SWC3A (1/100, Southern Biotech).

2. Dosage de [’expression protéique par Western Blot

Les protéines totales sont extraites apres broyage et centrifugation des échantillons de
rein congelés a la date du sacrifice. Chaque échantillon d’environ 100mg est déposée dans un
tube contenant 900 pl de tampon de lyse conservé dans la glace (20 mM Tris-HCl (pH 7.5),
150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton, 2,5 mM sodium pyrophosphate, 1
mM beta-glycerophosphate, 1 pug/ml leupeptin, 1 mM NazVO,) et additionné d’un cocktail
d’antiprotéases. Chaque échantillon de tissu rénal est broyé a 1’aide d’un polytron (Medialab,
Fisher scientific) pendant 30 secs puis conservé pendant lh dans la glace a 4°C. Les
homogénats de rein sont centrifugés pendant 15 minutes a 200g, le surnageant isolé et
aliquoté. Le dosage des protéines totales du surnageant est réalisé selon la technique BCA
(Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit, Sigma-Aldrich). Aprés dénaturation thermique, les
surnageant sont dilués pour avoir une concentration en protéines identique et sont chargés sur
un gel pré-coulé constitué d’un gradient d’acrylamide. La migration des protéines dans le gel
est forcée par ’application d’un courant électrique. A la fin de la migration, les protéines sont
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transférées sur une membrane de Polyfluorure de vinylidéne (PVDF). Aprés saturation, les
membranes sont incubées avec des anticorps anti TGF-f (1/600, Santa Cruz Biotechnology),
VEGF-A (1/100, Santa Cruz Biotechnology), VEGF-récepteur 1 (FIt-1, 1/100, Santa Cruz
Biotechnology) ou Angiopoietine-1 (Ang-1, 1/100, Santa Cruz Biotechnology). La membrane
est ensuite incubée avec les anticorps secondaires approprié couplés a la peroxydase (GE
Healthcare). La révélation est réalisée par chimioluminescence (ECL kit, Amersham
Bioscience). La quantité de protéines chargées initialement est normalisées a partir de
I’expression de la Bactine (1/40000, Sigma). L’intensité de la coloration des bandes obtenues
pour chaque protéine est quantifiée grace au logiciel AlphaEase FC software.

3. Dosages ELISA

Les dosages plasmatiques de VEGF-A et de TGF-B chez les animaux a été réalisé par
technique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) grace aux kits Quantikine de chez
R&D systems). La lecture des plaques a été réalisée a 450 nm sur le lecteur de plaque Victor
3 (Perkin-Elmer).

4. Dosages biochimiques sur sang et urines

Les concentrations de la créatinine urinaire et plasmatique, des protéines urinaires et du
sodium urinaire et plasmatique ont ét¢ mesurées I’automate Modular automatic analyser
(Roche Diagnostics). L’osmolarité sanguine et urinaire ont ét¢ déterminées par la méthode
d’abaissement du point de congélation.

D. ANALYSE STATISTIQUE

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + /- écart moyen. Comme les groupes
expérimentaux contiennent au maximum 6 sujets, nous avons utilis¢ le test non paramétrique
de Mann et Withney pour la comparaison de deux groupes. Pour la comparaison de 3 groupes,
nous avons utilis¢ le test de Kruskal-Wallis associé au test multicomparatif de Dunn. Pour les
comparaisons intra groupe, nous avons appliqué le test de Wilcoxon. Toutes les analyses ont
été réalisées sur le logiciel GraphPadInStat (GraphPad). Tous les résultats pour lesquels la p
value est inférieure a 0,05 sont considérés comme significatifs et représentés par *.

[II. RESULTATS

A. LES AFSC SE DIFFERENCIENT EN ADIPOCYTES, OSTEOBLASTES
ET CELLULES ENDOTHELIALES

La caractérisation des AFSC porcins isolés par césarienne a la fin de la gestation est
indispensable par manque de données bibliographiques sur le sujet. Cette caractérisation passe
notamment par la vérification des capacités de différenciation des cellules.
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Le marquage a 1’Oil Red O a permis de mettre en évidence 1’apparition de gouttelettes
lipidiques dans les AFSC a I’issu du protocole de différenciation adipocytaire (Figure 13a).
Le marquage a 1I’Alizarin Red S montre la présence de dépots minéraux caractéristiques de la
présence d’ostéoblastes chez les AFSC cultivés pendant 3 semaines en milieu de
différenciation ostéogénique (Figure 13b). Les gouttelettes lipidiques et les dépots minéraux
ne sont pas détectés dans les conditions de culture contrdle. La détection de CD31 et de eNOS
par immunofluorescence (fleches grises) a ’issue de la culture des AFSC en présence de
VEGF-A prouve la différenciation effective des AFSC en cellules endothéliales. Ni CD31, ni
eNOS se sont détectables apres 4 semaines de culture en conditions contrdle. (Figure 13c¢)

Figure 13 : Potentiel de différenciation des AFSC prélevés par césarienne
a) Différenciation adipocytaire mise en évidence par le marquage Oil Red O. b) Différenciation ostéogénique
illustrée par le marquage Alizarin Red S. c) Différenciation endothéliale montrée par marquage de CD31 et
eNOS en immunofluorescence. Ctrl : marquage effectué sur les cellules cultivées en Amniochrome II, Diff :
marquage sur cellules cultivées en milieu de différenciation. Barres d’échelle : 50um.

B. LES AFSC EXPRIMENT CD29, CD90, CD73 MAIS PAS C-KIT

Outre leur potentiel de différenciation, 1’expression de marqueurs membranaires
spécifiques a la surface des AFSC est essentielle pour leur caractérisation. Les analyses en
cytométrie en flux des AFSC montrent que ces cellules expriment a plus de 90% les
marqueurs CD29, CD90 et CD73 qui sont également exprimés a la surface des CSM. Les

cellules par contre trés peu (<2%) le c-Kit, récepteur au Stem Cell Factor (Figure 14).
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Figure 14 : Phénotypage des AFSC prélevés par césarienne
Niveaux d’expression de CD29, CD90, CD73 et c-Kit déterminés par cytométrie en flux a la surface de AFSC.

Pour chaque marquage, la courbe grisée représente le contréle isotypique.
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C. LES AFSC SONT SENSIBLES A L’HYPOXIE REOXYGENATION IN
VITRO

La libération de LDH par les AFSC a D'issue de la séquence d’HR est trés
significativement supérieure a celle des PAEC, signant la nécrose massive des AFSC. En
effet, on remarque I’augmentation de libération de LDH d’un facteur 25 aprés HR comparé
aux conditions controles pour les AFSC alors que cette augmentation n’est que d’un facteur 2
a 3 pour les PAEC.

La concentration en ATP intracellulaire, caractérisant le degré de viabilité cellulaire est
significativement plus faible chez les AFSC que chez les PAEC a I’issue de la séquence
d’HR. La quantité résiduelle d’ATP apres HR reste élevée, de 1’ordre de 75%, chez les PAEC,
alors qu’elle n’est que d’environ 12% pour les AFSC. L’activité de clivage du XTT des deux
types cellulaires est diminuée de 75% aprés HR, sans différence significative entre AFSC et
PAEC. Au final les résultats mettent en évidence une sensibilit¢ des AFSC a ’HR au moins
équivalente a celles des PAEC. (Figure 15)
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Figure 15 : Résistance a I’Hypoxie Réoxygénation des AFSC et PAEC
De gauche a droite : pourcentage d’ATP intracellulaire résiduel a la fin de I’HR comparé aux conditions
contréles, ratio de la libération de LDH aprés HR comparé aux conditions controles, et pourcentage résiduel
d’activité de clivage du XTT aprés HR comparé aux conditions controles.

D. LES AFSC SONT DETECTABLES APRES INJECTION EX VIVO
DANS LE REIN CONSERVE

Apres injection ex vivo d’AFSC marquées a la GFP dans un rein ayant subi 24h de
conservation a 4°C en solution Viaspan, dans le but dévaluer la rétention des cellules dans
I’organe lors d’une injection directe par ’artére rénale, nous pouvons détecter des cellules
positives a la GFP, que ce soit a la surface de la lumiére vasculaire, que plus profondément
dans le tissu rénal (Figure 16). En paralléle nous n’avons détecté aucune cellule GFP positive
par cytométrie en flux parmi les cellules récupérées dans la solution de ringage du rein apres
injection. Les AFSC semblent donc efficacement délivrées a 1’organe lorsque la voie
d’injection directe dans 1’artére rénale est réalisée.
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DAPI

- -
Figure 16 : Marquage GFP aprés injection des AFSC ex vivo
Marquage en immunofluorescence sur tissu rénal des cellules GFP apres injection d’AFSC exprimant la GFP

dans un rein ex vivo. Les photos du haut sont celles d’une coupe d’artére rénale, en bas celles d’une coupe
corticale. Barre d’échelle : 100 um

E. LES AFSC SONT DETECTABLES 24H APRES INJECTION IN VIVO
DANS LE REIN TRANSPLANTE

Le protocole d’administration des AFSC retenu pour les expérimentations in vivo chez
le porc est I’injection des cellules directement dans I’artére rénale. Un porc a été traité en
respectant ce protocole puis a été sacrifi¢ le lendemain de 1’injection, pour localiser les
organes autres que le rein (foie, rate, poumons, cceur) susceptibles de piéger les AFSC aprés
injection. Les cellules exprimant la GFP ont été retrouvées exclusivement dans le rein, aucune
n’a pu étre mise en évidence dans les autres organes. Les cellules présentes dans le rein
semblent avoir traversé la paroi des vaisseaux et sont localisées dans le tissu rénal sans que
I’on puisse mettre en évidence une localisation anatomique (tubule, glomérule, interstitium)
préférentielle (Figure 17).

DAPI MERGE

Figure 17 : Marquage GFP 24h aprés injection d’AFSC in vivo
Marquage en immunofluorescence sur tissu rénal des cellules GFP réalisé 24 heures apres injection d’AFSC
exprimant la GFP dans un rein in vivo. Barre d’échelle : 100 yum.
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F. LES AFSC SONT PRESENTES EN TRES FAIBLE NOMBRE 3 MOIS
APRES INJECTION DANS LE REIN TRANSPLANTE

Les cellules GFP positives ont été¢ recherchées sur les échantillons d’organes prélevés
au sacrifice sur les porcs ayant recu une injection d’AFSC pour vérifier si les cellules étaient
capables de s’intégrer de maniére durable au tissu. Les organes non ciblés, tout comme la
majorité des reins des porcs traités n’ont pas révélé la présence de cellules GFP positives 3
mois apreés 1’injection (Figure 18a). Dans les reins de 2 porcs cependant, des cellules GFP
positives ont été retrouvées, mais en tres faible nombre (Figure 18b).

DAPI GFP MERGE

M'--

Figure 18 : Marquage GFP 3 mois apreés greffe rénale
Marquage en immunofluorescence sur tissu rénal des cellules GFP réalisé 3 mois aprés injection d’AFSC
exprimant la GFP dans un rein in vivo. (a) Série de photos représentative des animaux chez lesquels la GFP
n’est pas détectable 3 mois apreés transplantation (n=4). (b) Série de photos représentatives des animaux chez
lesquels la GFP est faiblement détectable 3 mois apres transplantation (n=2). Barre d’échelle : 100 pum.

G. LES AFSC NE SEMBLENT PAS INDUIRE DE TERATOME APRES 3
MOIS DE SUIVI

Lors du sacrifice, les reins et les autres organes prélevés ont été examinés visuellement
avec attention, et aucun n’a révélé la présence de masses ou de structures suggérant la
présence de tératomes dus a I’injection d’AFSC.

H. L’INJECTION D’AFSC  AUTOLOGUES 6 JOURS APRES
TRANSPLANTATION ACCELERE SIGNIFICATIVEMENT LA
RECUPERATION DE FONCTION ET LA REGENERATION TISSULAIRE
DU GREFFON RENAL

Les porcs ont été suivis dans des conditions trés proches de la clinique humaine tout au
long des trois mois qui ont succédés a la transplantation. L’évolution de la créatininémie des
animaux transplantés (AFSC et SHAM) est similaire quelque soit le groupe jusqu’au jour de
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I’injection des cellules soit 6 jours apres transplantation, avec une augmentation maximale
entre J3 et J4. La créatininémie reste comparable jusqu’a J11. A partir de J14 par contre, soit
7 jours apres injection des cellules, la valeur de la créatininémie devient significativement
inférieure dans le groupe AFSC par rapport au groupe SHAM (105 +/- 4 mM pour AFSC
contre 350 +/- 13 pour SHAM) et atteint méme les valeurs mesurées chez les porcs
CONTROL qui ont seulement subi une simple néphrectomie (106 +/- 10 mM). Au troisiéme
mois suivant la transplantation, la valeur de la créatininémie des porcs du groupe AFSC est
revenue a une valeur de 89, 8 +/-3 mM comparable a celle d’animaux du méme age n’ayant
pas subi de chirurgie (88 +/-3 mM) alors que les animaux transplantés et non traités par les
cellules souches restent a une valeur de créatininémie élevée (143 +/- 7 mM) (Figure 18).

La récupération de la fonction de filtration du greffon signe de la réparation des
dommages infligés aux glomérules est donc accélérée par I’injection de cellules souches. Un
autre indicateur d’intégrité de la fonction glomérulaire et la mesure de la protéinurie, dont la
valeur est significativement diminuée 3 mois aprés transplantation chez les porcs traités par
injection d’AFSC, comparé aux porcs n’ayant pas recu de cellules souches (Figure 19).
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Figure 19 : Créatininémie et de la protéinurie aprés greffe rénale
De gauche a droite : représentations de l’évolution de la créatininémie des animaux des groupes Contréle,
SHAM et AFSC, a partir du jour précédent la transplantation au jour du sacrifice ; comparaison de [’évolution
créatininémie des animaux des groupes SHAM et AFSC entre le jour précédent la transplantation et le jour du
sacrifice ; comparaison de la protéinurie entre les animaux des groupes SHAM et AFSC 3 mois aprés
transplantation. Tx : Transplantation, Injection : injection des cellules ou de la solution vectrice.

Les résultats semblent indiquer que les AFSC ont la capacité d’augmenter la vitesse des
processus de régénération post transplantation et plus précisément ceux permettant de
restaurer la fonction glomérulaire du greffon.

L’évaluation de la fraction d’excrétion du sodium dans les urines, ainsi que le rapport
d’osmolarité entre I'urine et le sang sont des témoins de I’intégrité¢ des tubules rénaux. Le
calcul de ces constantes réalisé a partir de la date de I’injection des AFSC montre une fraction
d’excrétion du sodium significativement plus faible chez les animaux du groupe AFSC que
chez ceux du groupe SHAM. Cette différence est associée a un rapport d’osmolarité entre
I’'urine et le sang significativement supérieur chez les animaux ayant recu une injection de
cellules souches, comparé a ceux qui n’ont pas été traités (Figure 20a).

Les cinétiques d’évolution de ces constantes sont également intéressantes puisque toutes
deux ont tendance a évoluer plus rapidement vers des valeurs physiologiques dans le groupe
AFSC que dans le groupe SHAM (en moyenne 0,26-0,46 % pour la fraction d’excrétion du
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sodium et 1,35-1,40 pour le rapport entre 1’osmolarité urinaire et plasmatique chez des
animaux sans chirurgie).

Ces constatations ont renforcées par les analyses histologiques effectuées sur les
biopsies rénales réalisées 14 jours et 1 mois apres la greffe. Celles ci indiquent que I’intégrité
tissulaire des reins des animaux du groupe AFSC a été préservée par ’injection des cellules
souches. En effet, a 14 jours et 1 mois de la transplantation, soit respectivement a 7 et 21 jours
de l’injection, la coloration PAS sur biopsies montre des scores inférieurs de perte de la
bordure en brosse des tubules, de détachement des cellules épithéliales tubulaires et de
I’inflammation tissulaire dans le groupe d’animaux traités par injection d’AFSC (Figure 20b).
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Figure 20 : fonction tubulaire et lésions tissulaires des greffons
(a) représentation de [’évolution de la fraction d’excrétion du sodium et du rapport d’osmolarité entre l'urine et
le sang chez les animaux SHAM et AFSC, a partir de l’injection de cellules ou de solution vectrice seule
Jjusqu’au jour du sacrifice. (b) photographies représentatives des colorations PAS effectuées sur les biopsies
rénales des animaux, et représentation des scores de perte de bordure en brosse (brush border), de détachement
des cellules épithéliales tubulaires (cell detachment) et d’inflammation calculés a partir de ces coupes. bb :
bordure en brosse, cd : détachement cellulaire, inf : inflammation. Barres d’échelle : 100 um

I L’INJECTION D’AFSC  AUTOLOGUES 6 JOURS APRES
TRANSPLANTATION REDUIT SIGNIFICATIVEMENT LE
DEVELOPPEMENT DE LA FIBROSE TISSULAIRE AINSI QUE
L’INFILTRATION DE CELLULES IMMUNITAIRES OBSERVEE 3 MOIS
APRES LA GREFFE

A la fin du suivi des animaux, soit 3 mois apres la transplantation, la coloration rouge
sirius et le marquage anti-aSMA du tissu rénal sont significativement moins importants chez
les animaux ayant re¢u une injection d’AFSC que chez les animaux non traités. Ces données
suggerent que le développement de la fibrose a été réduit par I’injection des cellules souches.
Au moment du sacrifice, il y a également significativement moins de cellules immunitaires
exprimant SWC3A infiltrées dans le tissu rénal des animaux du groupe AFSC que chez ceux
du groupe SHAM. Ces observations sont corrélées a une fréquence supérieure de détection
de zones d’atrophie tubulaire et d’infiltrats cellulaires sur les coupes histologiques de reins
colorés au PAS issues des animaux non traités par rapport aux animaux traités avec les AFSC
(Figure 21).
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Figure 21 : Fibrose et infiltration cellulaire des greffons

Photographies représentatives des colorations rouge sirius, aSMA, du marquage en immunofluorescence des

cellules SWC3A positives dans le tissu rénal des animaux SHAM et AFSC 3 mois apreés la transplantation, ainsi

que la représentation de leur quantification respective. Photographies représentatives de la coloration PAS sur

les reins des animaux 3 mois apreés la transplantation. Inf : Infiltrat cellulaire, ta : atrophie tubulaire. Barres
d’échelle: 100 um

J. L’INJECTION D’AFSC AUTOLOGUES 6 JOURS APRES LA
TRANSPLANTATION EST ASSOCIEE A UN PROFIL D’EXPRESSION
PROTEIQUE PRO-ANGIOGENIQUE DANS LE GREFFON 3 MOIS APRES
LA GREFFE

Les Western Blots réalisés sur les échantillons de reins prélevés lors du sacrifice des
animaux, montrent des niveaux d’expression des facteurs de croissance pro-angiogéniques
VEGF-A et Angiopoiétine 1 significativement supérieurs chez les animaux ayant bénéficié¢ de
I’injection de cellules souches aprés transplantation, par rapport a ceux qui n’ont pas été
traités. Nous pouvons également observer une expression significativement inférieure du
recepteur a au VEGF-A, Flt-1, dans le tissu rénal des porcs du groupe AFSC, comparé au
groupe SHAM. Il n’y a en revanche pas de différence dans les niveaux d’expression de ces 3
protéines entre les animaux du groupe SHAM et du groupe Controle ni entre ceux du groupe
Controle et du groupe AFSC (Figure 22).
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Figure 22 : Expression protéique de VEGF-A, Flt-1, Ang-1 et TGF-f dans le rein
Photographies de I’analyse par western blot de [’expression des protéines VEGF, Flt-1, Ang-1 et TGF-p sur les
tissus rénaux des animaux des groupes Controle, SHAM et AFSC 3 mois aprés transplantation, et représentation
de leur quantification respective rapportée a celle de la factine. CTRL : Contréle, VEGF : Vascular Endothelial
Growth Factor-A, Flt-1 : VEGF récepteur 1, And-1 : Angiopoiétine 1, TGF-f : Transforming Growth Factor p.
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On peut observer une expression de TGF-B significativement plus importante dans les
groupes AFSC et SHAM comparativement au groupe Controle, sans que 1’on puisse toutefois
mettre en évidence une différence significative entre les porcs traités et les porcs non traités
(Figure 22).

K. IL EXISTE DES VARIATIONS DANS LA CINETIQUE DES
CONCENTRATIONS EN VEGF ET TGFB AU NIVEAU SYSTEMIQUE,
ENTRE LES ANIMAUX TRAITES PAR INJECTION D’AFSC ET LES
ANIMAUX NON TRAITES

Les dosages plasmatiques de VEGF-A par méthode ELISA montrent que la
concentration plasmatique de ce facteur de croissance a tendance a diminuer significativement
entre le onzieme et le quatorziéme jour suivant la transplantation chez les animaux du groupe
SHAM. Cette cinétique n’est pas retrouvée chez les animaux traités par injection d’AFSC et
donc les taux plasmatiques semblent se stabiliser 4 jours apres injection des cellules. A J14, la
concentration plasmatique en VEGF-A chez les porcs du groupe AFSC est d’ailleurs
significativement plus importante que ceux du groupe SHAM. Il n’y a plus de différence entre
ces deux groupes 3 mois apres la transplantation (Figure 23).

Les taux plasmatiques en TGFf sont globalement significativement augmentés chez les
porcs ayant bénéficié de ’injection d’AFSC par rapports aux animaux du groupe SHAM,
avec des différences significatives a 7 jours et 1 mois post transplantation. A la fin du suivi
néanmoins, il n’y a plus de différences entre nos deux groupes (Figure 23).
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Figure 23 : Taux plasmatiques de VEGF et TGF-f apreés greffe
Représentations de [’évolution de la concentration plasmatique de VEGF et TGF-f mesurée par méthode ELISA
a partir du jour précédent la transplantation, jusqu’au sacrifice de I’animal. Injection : Moment de l’injection
des AFSC ou de la solution vectrice seule.

IV. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

A. MODE D’OBTENTION DES AFSC

Dans cette ¢tude, nous avons choisi d’utiliser les AFSC de maniére autologue. Il faut
donc pouvoir associer un échantillon de liquide amniotique renfermant les AFSC avec
I’animal duquel provient I’échantillon prélevé. Dans certaines espéces animales, la démarche
est facilitée par le fait que la femelle ne porte, dans ’immense majorité des cas, qu’un seul
petit. La ponction de liquide amniotique peut alors se faire directement par voie transcutanée,
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a distance de la naissance. Au contraire, une truie peut porter jusqu’a 18 porcelets, et il est
alors impossible de prélever du liquide amniotique de maniere précise sans sacrifier les
porcelets.

Afin de réaliser des injections autologues d’AFSC et de garder les porcelets en vie, nous
avons du procéder a la mise bas puis au prélevement des échantillons de liquide amniotique
par césarienne. A notre connaissance, 1’utilisation de ce genre de démarche en vue de prélever
des AFSC n’a été décrite que dans une seule étude chez ’Homme, mais jamais chez le
porc[161]. Ce genre de démarche permettrait néanmoins le prélévement de liquide amniotique
humain sans avoir recours a I’amniocentése, potentiellement source de complications pour le
bébé[162].

Ce mode de prélévement n’ayant jamais été réalisé¢ chez le porc, la caractérisation de
ces cellules avant leur injection prend alors toute son importance.

B. CARACTERISATION DES AFSC

1. Différenciation

Les AFSC sont définies comme faisant partie de la famille des cellules souches
mésenchymateuses (CSM)[81].

Les critéres minimaux donnés par 'ISCT pour permettre I’identification de CSM
comprennent notamment la capacité de différenciation en adipocytes, en ostéoblastes et en
chondrocytes. Les cellules souches mésenchymateuses présentent également une certaine
plasticité leur permettant de se transdifférencier vers d’autres types cellulaires comme les
hépatocytes, les cardiomyocytes et les cellules endothéliales. Cette plasticité confére a ces
CSM des propriétés de différenciation a la limite de la pluripotence[36, 41].

Nos AFSC ont la capacité de se différencier en adipocytes, ostéoblastes et en cellules
endothéliales. La différenciation en cellules endothéliales est de la plus grande importance
dans le cadre de la réparation des greffons apres transplantation, puisque ces cellules sont les
plus touchées par les lésions d’IR[147]. Les AFSC pourraient alors contribuer a la
régénération du rein transplanté en remplagant directement les cellules 1ésées.

La caractérisation des différenciations adipogénique et ostéogéniques a été réalisée par
marquage coloré, conformément aux recommandations de DI'ISCT. Il n’y a pas de
recommandations particuliéres quant a la caractérisation de la différenciation endothéliales,
mais il existe des marqueurs de pertinence différente en fonction du stade de maturation des
cellules endothéliales désirées. Ainsi 1’expression du facteur von Willebrand est
caractéristique de la cellule endothéliale mature, et 1’expression de eNOS et CD31 apparait
plus précocement dans le processus de différenciation[163]. Notre but n’étant pas d’obtenir
des cellules endothéliales matures par différenciation, nous avons sélectionné eNOS et CD31
comme marqueurs de la différenciation effective de nos AFSC en cellules endothéliales.

2. Expression de marqueurs membranaires

L’ISCT a également défini des marqueurs membranaires spécifiques des CSM pour leur
caractérisation[36]. Nous avons montré¢ que nos AFSC expriment le CD73 et le CD90. En
plus de ces marqueurs dont la présence est nécessaire pour valider la qualit¢ des CSM
(marqueurs positifs), il existe une liste de marqueurs qui ne doivent pas étre présent a la
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surface des CSM (marqueurs négatifs). Ces marqueurs sont HLA DR, CD34, CD45, CD19 et
CD14. Nous n’avons pas présenté les résultats de la caractérisation de ces marqueurs sur nos
cellules car les anticorps correspondant sont actuellement en cours de validation au
laboratoire.

Nous avons montré que les AFSC expriment le CD29 mais pas le c-Kit. Le premier
marqueur est traditionnellement considéré comme étant exprimé par les CSM, en
complément de ceux imposés par I’'ISCT. Le second a été testé car il est fréquemment a la
base d’une sélection des AFSC afin d’utiliser une population homogene de cellules lors des
expériences utilisant ces cellules. Le fait que nos AFSC prélevés a la fin de la gestation
n’expriment pas c-Kit n’est pas alarmant, puisqu’il a été décrit que ce marqueur était
faiblement exprimé par les AFSC et que ce niveau d’expression diminue parallélement a
I’augmentation du stade de gestation auquel sont prélevées les AFSC. Par ailleurs il a été
montré que les AFSC n’exprimant pas le c-Kit possedent les méme capacités de
différenciation et de sécrétion de facteurs de croissance que les cellules exprimant le c-Kit et
que ces cellules ont tendance a perdent rapidement 1’expression de ce marqueur au cours de
leur culture in vitro[85].

3. Evaluation de la réponse a I’HR

Dans le cadre de la transplantation rénale, les cellules souches pourraient étre injectées a
différents moments clefs par rapport au déclenchement des Iésions d’IR et au processus de
réparation cellulaire qui s’en suivent. Ainsi, les AFSC pourraient étre utilisées pendant la
conservation, pour prévenir les 1ésions d’IR chez le greffon, mais elles subiraient alors les
phénoménes déléteres de la conservation hypothermique, avec comme conséquence leur
probable inactivation.

Ces cellules souches pourraient également étre injectées précocement aprés la
transplantation de 1’organe, voire méme juste avant la réalisation des anastomoses entre le
greffon et le réseau vasculaire du receveur. Néanmoins, nous avons montré qu’il régne alors
dans le rein transplanté un environnement particuliérement toxique pour les cellules avec
notamment la persistance possible de zones ischémiques, et la libération d’especes réactives
de I’oxygéne[145, 146].

Enfin, les AFSC pourraient étre injectées a distance de la transplantation rénale, en
respectant un délai de quelques jours, afin de permettre la dissipation de I’environnement
délétere régnant dans le greffon. Cela permettrait de limiter au maximum le risque de 1ésions
faites aux AFSC. Injecter ces cellules 3 a 7 jours apres la transplantation rénale pourrait
d’ailleurs revétir un intérét particulier puisque un travail récent publi¢ par I’équipe a mis en
avant la mise en place dans le rein, a partir de 3 jours post transplantation, de mécanismes de
réparation cruciaux pour 1’avenir du greffon[164].

En D’absence de données concluantes dans la littérature, le choix du moment de
I’injection des AFSC est donc délicat, et semble conditionné a la sensibilité¢ des cellules aux
lésions d’IR.

C’est la raison pour laquelle nous avons voulu tester la sensibilit¢ de nos AFSC a une
séquence d’HR in vitro. Afin de pouvoir relier les résultats de ces tests a des données connues
de la littérature en matiére de susceptibilité a I’IR, nous les avons appliqué notre séquence
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d’HR simultanément a nos AFSC et a des PAEC, dont la sensibilité in vivo a I'IR est
clairement démontrée[ 147].

C. MODELE ANIMAL

1. Conduite de l’étude

a) Choix de l’espece animale

Les travaux ont été conduits sur des porcs de race Large White. Dans le cadre de
procédures chirurgicales le gabarit de ’animal (40 Kg environs le jour de la greffe) permet
I’utilisation de matériel chirurgical et de procédures d’anesthésie identiques a ceux utilisés en
clinique humaine[165]. L’intérét supplémentaire de cet animal en transplantation rénale est
que le rein porcin est trés proche de celui de ’'Homme, que ce soit au niveau fonctionnel,
qu’au niveau de sa taille et de son anatomie. Le réseau vasculaire est quasiment identique et le
rein porcin présente la particularité d’étre, comme le rein humain et a I’inverse du rein de
rongeurs, d’étre multipapillaire et multilobé[166]. Le gabarit de 1’animal est également un
plus dans le cadre d’évaluation de produits de thérapie cellulaire et notamment de 1’étude de
leur dissémination au sein de [’organisme[103]. Néanmoins cet avantage constitue
paradoxalement un point faible modele, puisque plus les organes sont grands, plus il est
difficile d’y déceler un type particulier de cellule.

Les installations dont nous disposons permettent également un suivi de I’animal jusqu’a
3 mois post greffe, ce qui est un avantage dans le cadre de la caractérisation des 1ésions
chroniques du greffon, mais aussi pour déceler des éventuels effets indésirables liés a
I’évaluation de cellules souches, comme la formation de tératomes.

b) Choix de la technique de transplantation rénale

Dans le cadre de la transplantation rénale, les CSM, et donc par extension les AFSC
peuvent exercer leurs actions bénéfiques potentielles par deux grands mécanismes[37, 40, 57].
Le premier repose sur les propriétés immunomodulatrices des cellules pouvant, a terme,
induire une tolérance du greffon tout en arrétant tout traitement immunomodulateur. L’autre
mécanisme ferait intervenir les propriétés de différenciation et de sécrétion de facteurs de
croissance de ces cellules pour promouvoir la réparation et la régénération tissulaire post
transplantation.

L’¢étude de ces deux voies thérapeutiques dans un modele animal impliquerait le ciblage
de deux processus physiopathologiques : les mécanismes immunitaires d’allo reconnaissance
dans le cadre de I’induction de tolérance, et les 1ésions d’IR dans le cadre de 1’induction de la
régénération tissulaire. Dans le cas de 1’é¢tude de I’induction de tolérance chez le porc, le
protocole d’expérimentation animale serait alors trop complexe a mettre en place dans un
premier temps car il nécessiterait entre autres la réalisation d’une banque d’AFSC porcin
haplotypée, une sélection drastique des donneurs et des receveurs en terme de compatibilité,
ainsi que la mise en place d’un traitement immunosuppresseur et de son suivi chez les
animaux.
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Nous avons donc choisi de nous focaliser dans un premier temps sur la réparation des
lIésions d’IR spécifiques de la transplantation de reins issus de donneurs DDAC dont
I’ischémie comprend une période d’ischémie a température corporelle suivie d’une ischémie
hypothermique[167]. Afin d’éviter tout phénoméne d’alloreconnaissance, nous avons opté, en
plus de I’injection d’AFSC autologues, pour la transplantation du propre rein de I’animal,
aprés une période de conservation combinant lh d’ischémie a température corporelle par
clampage de I’artére rénale et 24h d’ischémie a 4°C dans une solution de conservation
d’organe.

c) Choix du mode d’administration des AFSC

Les AFSC se sont révélées au moins aussi sensibles que les HAEC a I’HR in vitro, ce
qui ne rendait pas pertinent leur injection pendant la conservation du greffon ou méme dans
délai trop court suivant la transplantation. Nous avons donc choisi d’injecter les AFSC 6 jours
apres la greffe, pour les raisons mentionnées précédemment. De plus nous avons choisi
d’injecter les cellules directement dans I’artére rénale, et ce au prix de la réalisation d’une
opération chirurgicale délicate, afin de réduire au maximum le risque de dissémination des
cellules aux autres organes de 1’animal.

d) Détection des AFSC apres injection

Etant donné les problématiques de dissémination des AFSC, et pour voir si ces cellules
¢taient susceptibles de d’intégrer de maniere durable au tissu rénal, il paraissait indispensable
de pouvoir suivre les AFSC. Etant donné le caractére autologue des cellules et 1’absence de
marqueur membranaire totalement spécifique des AFSC, la seule maniére de suivre ces
cellules est de les marquer artificiellement[81]. Etant donné la durée du suivi, les marqueurs
fluorescents classiques comme le CFSE ou le BrdU sont inutilisables[168, 169]. C’est la
raison pour laquelle nous avons décidé de faire exprimer la protéine GFP par les AFSC en
utilisant une transfection durable grace a un vecteur lentiviral[170].

La méthode de détection par immunofluorescence sur coupe histologique, bien que
controversée en raison du risque de faux positifs, présente I’intérét de pouvoir balayer une
surface de tissus importante a la recherche de cellules fluorescentes. La détection et la
quantification de I’expression de la GFP par western blot aurait également pu étre
intéressante, mais n’as pas été appliquée en raison de 1’absence d’anticorps adéquat. Cette
démarche s’est avérée concluante, puisque nous avons pu détecter dans le greffon les AFSC
marquées a la GFP 10 minutes, 24h et 3 mois apres leur injection.

e Groupes controles

Nous avons comparé des porcs ayant bénéficiés de I’injection d’une suspension
d’AFSC 6 jours apres la greffe, a des porcs ayant subi I’injection de la méme solution vectrice
acellulaire, tout en respectant le méme délai entre la transplantation et 1’injection. Le but a été
de d’affranchir des biais éventuels liés a I’injection de la solution dans I’organes, comme la
purge de thrombus résiduels dans le rein, I’endommagement du réseau vasculaire rénal liée a
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I’injection, ou les conséquences du temps de clampage nécessaire a 1’injection des cellules a
J6. Nous avons utilis¢ deux types d’animaux controle «sains»: des animaux
uninéphrectomisés afin de mimer la réduction néphronique liée a la présence résiduelle d’un
seul des deux reins. En effet des travaux non publiés menés par 1’équipe ont montrés que cette
réduction néphronique n’était pas totalement anodine pour le rein restant, et cela avait
tendance a se répercuter sur certaines valeurs biologiques. Néanmoins, en toute logique ce
groupe est le réel pendant « sain » des animaux transplantés, qui ne sont plus pourvu que d’un
seul de leurs 2 reins initiaux. Un groupe « historique » d’animaux n’ayant pas subi de
chirurgie nous a également permis de donner un apercu physiologique de certaines valeurs
biologiques.

7 Techniques d’analyses biologiques

Nous avons montré par des dosages biologiques, que I’injection des cellules souches
permettait une accélération de la reprise des fonctions glomérulaires et tubulaires du greffon.
Pour cela nous avons dosé la créatinine plasmatique et la protéinurie chez nos animaux. Nous
n’avons pas calculé la clairance de la créatinine. En effet, en dépit d’un monitoring étroit des
animaux grace aux cages métaboliques, il existe un doute sur la quantité d’urine recueillie sur
24h par rapport a la quantit¢ d’ruine réellement émise par 1’animal. Les tubules rénaux
permettant de concentrer les urines par réabsorption d’eau et de sodium, le calcul de la
fraction d’excrétion du sodium et la comparaison de 1’osmolarité urinaire par rapport a
I’osmolarité du sang sont des bons indicateurs de la fonction tubulaire du greffon.

2. Mécanismes  potentiellement impliqués dans ['induction des

réparations des lésions d’IR par les AFSC

a) Role de VEGF-A, Flt-1 et Angiopoietine [

Nous avons vu que ’injection des AFSC était associée, 3 mois apres la transplantation,
a une augmentation de I’expression de VEGF-A et d’Angiopoiétine 1 (Ang-1) au niveau du
greffon. Bien que les AFSC sont connues pour sécréter in vitro et in vivo ces deux facteurs de
croissance, nous avons vu que ces cellules n’étaient quasiment plus détectables dans le rein au
moment du sacrifice. Il semblerait donc la présence de VEGF-A et Ang-1 en quantité
importante dans le greffon ne soit pas due directement a leur sécrétion par les AFSC, mais
pourrait étre la conséquence de la I’induction de processus de réparation lors de 1’injection des
cellules, mécanismes potentiellement toujours en cours 3 mois apres la greffe. Le VEGF peut
exercer son action proangiogénique par liaison a différents types de récepteurs. Parmi ces
récepteurs, Flt-1 est suspecté d’étre un peu, voire pas fonctionnel et pourrait limiter 1’action
du VEGF[171, 172]. La réduction de I’expression de Flt-1 dans le tissu rénal suggere que des
quantités plus importantes de VEGF sont disponibles et pourraient se lier a ses autres
récepteurs, ce qui potentialiserait I’action de ce facteur de croissance.

L’évolution de la vascularisation du greffon n’ayant pas encore été analysée, il est
difficile de mettre en avant de manicre certaine la relation entre I’augmentation de
I’expression de VEGF et d’Ang-1 et une néovascularisation voir une néoangiogéncse
localisée au niveau du rein, et a I’origine de 1’accélération de la reprise de fonction du greffon

92



ainsi qu’a la prévention de la fibrose tubulo-interstitielle. Néanmoins, aprés le sacrifice, les
reins de 1’étude ont été perfusés avec un produit de contraste spécifique permettant par la suite
I’analyse de la microvascularisation et du remodelage vasculaire grace a un microscanner. Ce
microscanner permet de reconstruire et d’analyser des vaisseaux d’un diamétre minimal de
20um. Ce travail est actuellement en cours.

Nous avons montré une différence dans la cinétique d’évolution du VEGF-A
plasmatique entre nos deux groupes expérimentaux, avec a J14, une concentration
plasmatique en VEGF-A supérieure chez les porcs du groupe AFSC.

La concentration en VEGF plasmatique est assez délicate a interpréter, et sa mesure
avait été réalisée pour palier a ’impossibilité d’analyser 1’expression de la protéine dans le
tissu rénal tout au long de I’é¢tude. Les sources potentielles du VEGF retrouvées au niveau
systémique sont potentiellement nombreuses et il convient de considérer ce résultat avec
précautions.

b) Prévention de la fibrose et de l'infiltration cellulaire

Grace aux marquages PAS, rouge sirius, aSMA, et SWC3A sur les greffons rénaux,
nous avons montré que l’injection des AFSC 6 jours apres la transplantation permet de
réduire la fibrose, I’inflammation tissulaire et 1’infiltration de cellules inflammatoire dans le
rein.

Le mod¢le que nous avons utilisé ne permet pas la réalisation d’une quantification
précise et en continu de 1’évolution de la fibrose rénale tout au long des 3 mois de suivi. En
effet les biopsies réalisées n’ont pas une taille suffisante pour permettre une quantification
suffisamment représentative du volume du rein atteint par la fibrose avec des techniques de
coloration classiques. Pour permettre cela, il faudrait procéder a des sacrifices sériés
d’animaux, a différents temps, ce qui prendrait un temps considérable étant donné le faible
rendement combiné de la sélection de porcelets et de I’isolement des AFSC autologues lors de
la naissance par césarienne (2 animaux par portée de 18 porcelets dans notre étude). A titre
d’exemple, la différence de surface d’une coupe histologique effectuée sur une biopsie et celle
effectuée sur un échantillon est illustrée par la Figure 24.

Figure 24 : Comparaison biopsies intermédiaires/échantillons prélevés a 3 mois
Photographie de lames réalisées a partir de coupes de biopsies rénales prélevées a JI1 (a gauche) et
d’échantillons de rein prélevés au moment du sacrifice de ’animal. Sur la lame de gauche, ce sont 3 coupes de
la méme biopsie qui ont été déposées successivement. Sur la lame de droite il s’agit d’une seule coupe de 2
morceaux différents inclus cote a cote dans la paraffine.

La coloration idéale effectuée pour analyser une coupe histologique de rein est le
Trichrome Masson, permettant d’évaluer, en une seule coloration et donc sur une seule lame,
les structures membranaires, les phénomenes fibreux et les cellules résidentes ou
inflammatoires. Néanmoins les colorations PAS et Rouge Sirius sont aussi tout aussi efficaces
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que le Trichrome Masson pour évaluer, respectivement, les cellules qu’elles soient résidentes
ou inflammatoires, et I’extension de la fibrose.

Le marquage aSMA est spécifiques des fibromyoblastes et des cellules musculaires
lisses et permet de mettre en évidence une éventuelle transition épithélio-mésenchymateuse a
I’origine du développement de la fibrose. Les cellules musculaires lisses faisant partie
intégrante de la structure de vaisseaux, il ne faut prendre en compte que le marquage de
I’interstitium rénal.

c) Role de TGF-

Nous avons mis en évidence une augmentation de I’expression de TGF-f dans les
greffons par rapport aux reins non greffés, sans différence entre nos deux groupes AFSC et
SHAM.

TGF-p est une cytokine dont le role physiologique est li¢ au microenvironnement dans
lequel elle est libérée ainsi qu’a sa cinétique de libération. Ainsi une exposition prolongée a
TGF-B dans un microenvironnement proinflammatoire pourrait favoriser la génération de
fibrose et entretenir la réaction inflammatoire. A 1’inverse une libération transitoire de TGF-3
dans un environnement proangiogénique pourrait induire la prolifération des cellules
endothéliales et faciliter la néovascularisation. De plus, TGF-f est connu pour induire la
transformation des LyT en cellules T régulatrices, permettant de moduler la réponse
inflammatoire et immunitaire, ce qui aurait un effet bénéfique indéniable dans le cadre de la
transplantation rénale[173, 174].

Le profil de I’évolution des taux plasmatiques de TGF-B montre que I’injection des
AFSC provoque une libération accrue de TGF-B au niveau systémique mais que les taux
redeviennent sensiblement identiques entre nos deux groupes a la fin de la période de suivi.
Cet aspect transitoire de 1’¢lévation de la concentration de TGF-B pourrait suggérer le coté
plus bénéfique des effets potentiels de TGF-p, sans toutefois en apporter la preuve formelle.

D. PERSPECTIVES

1. Liées aux AFSC

Nous avons vu que le protocole d’injection des AFSC a été adapté pour prendre en
compte la sensibilité probable des cellules a I’IR caractéristique de la transplantation rénale.
Avec I’apparition de la perfusion normothermique et oxygénée du greffon pendant sa phase
de conservation, ce type d’approche pourrait étre remise en question. Il pourrait donc étre
judicieux de tester I’injection des AFSC dans ce type de configuration, dont I’intérét pour la
conservation de I’organe n’est toutefois pas encore clairement établi.

Nous avons de plus montré un effet bénéfique clair de I'utilisation de ces cellules
injectées de manicre autologue dans le cadre de la transplantation rénale. Il est néanmoins peu
probable que, si ce genre de cellules venaient a étre couramment utilisées en clinique

humaine, celles-ci proviendrait certainement de banques de cellules allogéniques haplotypées
et non de banques de cellules autologues. Il pourrait donc étre intéressant de réitérer ces
expériences chez le porc, en utilisant cette fois des AFSC d’origine allogénique.

Le phénotype des AFSC étant évolutif en fonction de la durée de gestation, il pourrait
¢galement étre intéressant de tester I’injection de cellules allogéniques isolées a différents
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stades de gestation afin de définir le moment optimal pour 1’obtention des AFSC, les plus
efficaces dans la prévention et la réparation des 1ésions d’IR chez le greffon.

2. Liées au modele animal

Le modele expérimental utilisé ici implique la réalisation d’une autogreffe rénale pour
cibler spécifiquement les 1ésions d’IR liées a la transplantation. En clinique humaine, cette
situation d’autotransplantation ne se présente jamais. Pour fournir une preuve définitive du
bénéfice thérapeutique de 1’utilisation des AFSC il serait souhaitable de réaliser des
transplantations allogéniques dans ce méme modele porcin.

La méthode d’injection des cellules souches doit étre également améliorée. Si
I’injection des cellules directement dans 1’artére du greffon n’est pas remise en cause, la
nécessité de réopérer le patient apreés transplantation est inconcevable en clinique humaine. I1
serait possible de cathétériser ’artére rénale par voie transcutanée via ’artére iliaque, mais
cette méthode nécessite un matériel particulier pour étre évaluée chez le porc. Pour cela, le
laboratoire est en train de se doter un amplificateur de brillance permettant de vérifier la
qualité de la cathétérisation.

Avant D’'injection des AFSC et lors du sacrifice, les organes on été inspectés
visuellement a la recherche de la formation éventuelle de tératomes. Le but initial du travail
n’étant pas de tester la tumorogénicité¢ des AFSC, nous n’avons pas procédé a des analyses
histologiques plus poussées des tissus. Néanmoins, le modele porcin pourrait étre un trés bon
modele d’investigation de la tumorogénicité de certaines variétés de cellules souches pour des
raisons que nous avons évoquées précédemment. Afin d’augmenter la pertinence du modele
dans le cadre de I’étude de la tumorogénicité, il faudrait pouvoir augmenter la durée de suivi
des animaux. Mais il existe un obstacle majeur a cette démarche. En effet, a la fin de notre
¢tude le porcelet est alors 4gé de 6 mois et pese plus de 100kg. Dans ces conditions, il est
impossible de prolonger le suivi sans s’exposer a des problémes techniques lors de la
chirurgie terminale du sacrifice.

V. CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons cherché a mettre en place un protocole préclinique de
transplantation rénale chez le porc afin de tester 1’utilisation de cellules souches dans le cadre
de la transplantation rénale. Nous avons utilis¢é ce modele spécifique afin d’évaluer pour la
premigére fois ’utilisation des cellules souches issues du liquide amniotique dans un modele d’
autotransplantation rénale ciblant les 1ésions d’Ischémie Reperfusion spécifiquement infligées
aux greffons issus de donneurs décédés apres arrét cardiaque.

Nous avons tout d’abord prélevé les cellules souches issues du liquide amniotique par
césarienne afin de permettre leur injection autologue lors de la transplantation. Nous avons
ensuite montré que ce mode de prélevement permettait d’isoler du liquide amniotique des
cellules souches de bonne qualité du point de vue de leur potentiel de différenciation et de
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leur expression de marqueurs membranaires communs aux cellules souches
mésenchymateuses. Nous avons ensuite mis en évidence une sensibilité des cellules souches
issues du liquide amniotique a une séquence d’hypoxie réoxygénation in vitro, ce qui nous a
poussé a injecter nos cellules dans le greffon rénal 6 jours aprés la transplantation. Apres
avoir validé ex vivo puis in vivo que les cellules injectées directement dans I’artere du greffon
¢taient majoritairement retenues dans I’organe, nous avons comparé 1’impact de 1’injection
des cellules souches issues du liquide amniotique sur la reprise de fonction du greffon apres
transplantation, comparé a I’injection d’une solution de NaCl 0,9% seule.

Nous avons réussi a mettre en évidence que 1’injection de cellules souches permet
d’accélérer considérablement la reprise des fonctions glomérulaires et tubulaires du greffon
comparé a I’injection de la solution saline. Ces cellules souches ont également permis de
préserver ’intégrité tissulaire des greffons en prévenant le développement de la fibrose, de
I’inflammation et de I’infiltration de cellules immunitaires. Nous avons également pu montrer
que les cellules souches semblent induire I’instauration  d’un environnement pro
angiogénique au sein de 1’organe, sans toutefois parvenir a dégager le mécanisme d’action
privilégi¢ de ces cellules souches. Il faut également noté que nous n’avons pas détecté¢ de
formation de tératomes suivant 1’injection des cellules souches chez les animaux.

Au final, cette étude nous a permis de démontrer I’intérét et la faisabilité de 1’injection
de cellules souches issues du liquide amniotique pour accélérer la régénération de greffons
rénaux issus de donneurs décédés apres arrét cardiaque. Nous avons également pu mettre au
point une technique d’administration prenant en compte la sensibilité potentielle des cellules
souches a la séquence d’ischémie reperfusion caractéristique de la transplantation rénale. Le
modele animal développé ici est un modele préclinique a haute valeur translationnelle
permettant I’évaluation potentielle de 1’injection d’autres types de cellules souches dans le
cadre de la transplantation d’organes solides.
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ABREVIATIONS
A

ADSC : Cellules souches dérivées du tissu adipeux (Adipose Derived Stem Cell)
AFSC : Cellules souches issues du liquide amniotique (Amniotic Fluid Stem Cell)
AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

AMP : Assistance Médicale a la Procréation

Ang-1 : Angiopoietine-1

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament

aSMA : Actine _ du muscle lisse (_ Smooth Muscle Actin)

ATP : Adénosine Tri Phosphate

B

BCA : Bicinchoninic Acid Protein Assay

bFGF : basic Fibroblast Growth Factor

BMP : Bone Morphogenic Protein

BMP-R : Bone Morphogenic Protein Receptor Receptor
BPF : Bonnes Pratiques de Fabrication

C

Ca”": ion Calcium

CDi : Cellules dendritiques immatures

CDm : Cellules dendritiques matures

CGH : Comparaison de I’hybridation génomique (Comparison of Genomic Hibridation)
CHMP : Comité des médicaments a usage humain (Commitee for Human Medicinal Product)
CJUE : Cours de Justice de I’Union Européenne

CI : ion Chlorure

CPA : Cellules présentatrices de 1'antigene

CSA : Cellules Souches Adultes

CSC : Cellules Souches Cancéreuses

CSH : Cellules souches Hématopoiétiques

CSM : Cellules souches mésenchymateuses

CTA : Comité pour les thérapies innovantes (Commitee for Advanced Therapies)

D

DAB : Diamino Benzidine

DAMPs : Damage Associated Molecular Patterns
DDAC : Donneur Décédé aprés Arrét Cardiaque
DMSO : Dimethyl Sulfoxyde
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E

EB : Corps embryonnaires (Embryonic Bodies)

EDTA : acide éthyléne diamine tétraacétique (Ethylen Diamine Tetraacetic Acid)
EGF : Epidermal Growth Factor

EGTA : acide éthyléne glycol tetraacétique (Ethylen Glycol Tetraacetic Acid)
ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EMA : Agence européenne du médicament (European Medicines Agency)

eNOS : endothelial Nitric Oxyde Synthase

EPO : Erythropoiétine

ES (cellules) : cellules souches embryonnaires (Embryonic stem cells)

F

FGF-R : Fibroblast Growth Factor Receptor

G

GFP : Green Fluorescent Protein

H

H' : Protons

HCO” : ion bicarbonate

HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HES : Hydroxy Ethyl Starch

HGEF : Hepatocyte Growth Factor

HO' :Radical hydroxyle

HR : Hypoxie Réoxygénation

I

IBiSA : Infrastrutures en Biologie Sante et Agronomie

IC : Ischémie Cérébrale

ICAM-1 : InterCellular Adhesion Molecule-1

IDO : Indoleamine 2,3 déoxygénase

IFN-y : Interferon gamma

IGF : Insulin-like Growth Factor

IGF-R : IGF Receptor

iPS (cellules) : Cellules souches pluripotentes induites (induced Pluripotent Stem cells)
IR : Ischémie Reperfusion

ISCT : Société internationale de thérapie cellulaire (International Society of Cellular Therapy)
IV : Intra-Veineuse

J

JAK : Janus Kinase
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K

K" : ion Potassium
KH,POj, : Phosphate de potassium

L

LDH : Lactate Deshydrogenase

Leem : Les entreprises du médicament

LFA-1 : Lymphocyte Function-associated Antigen-1
LIF : Leukemia Inhibitory Factor

LIF-Rp : LIF Receptor beta

LyB : Lymphocytes B

LyT : Lymphocytes T

M

MA : Macrophages

MAPK : Mitogen Associated Protein Kinase

MCP-1 : Monocyte Chemotactic Protein-1

Mg*": ion Magnésium

miRNA : micro RiboNucleotidic Acid

MMP-9 : Métallo-protéase de la matrice (Matrix Metallo Protease)
MO : Monocytes

MTI : Médicament de Thérapie Innovante

MTI-PP : Médicament de Thérapie Innovante-Préparés Ponctuellement

N

Na': ion Sodium

Na3zPOy : Phosphate de Sodium

NFP : Non Fonction Primaire

NK (cellules) : cellules Natural Killer

NO : Monoxyde d'azote

NOD-SCID : Non Obese Diabetic-Severe Common Immunodeficiency Disease

O

ONOQO' : Peroxynitrites

P

PAEC : cellules endothéliales primaires d'arteére de porc (Porcine primary Arterial Endothelial
Cells)
PAMPs : Pathogen Associated Molecular Patterns
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PAS : Acide periodique de Schiff (Periodic Acid Schiff)
PBS : Phosphate Buffer Saline

PEG : Poly Ethylene Glycol

PGE-2 : Prostaglandine E 2

PI3K : Phosphatidyl Inositol 3 Kinase

PNN : Polynucléaires neutrophiles

PTA : Produit Thérapeutique Annexe

PVDF : Polyfluorure de vinylidéne

R

ROS : Espéce radicalaire de I'oxygeéne (Radical Oxygen Species)
RPE : Epithélium pigmentaire de la rétine (Retinal Pigmentary Epithelium)
RREF : Reprise Retardée de Fonction

S

SCF : Stem cell Factor

SLA : Sclérose Latérale Amiotrophique

SO,” : ion Sulfate

SSEA-3/4 : Stage-Specific Embryonic Antigens

STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription
SVF : Sérum de Veau Feetal

T

TDGF-1 : Teratocarcinoma Derived Growth Factor
TGF-f : Transforming Growth Factor beta

TGFpB-R : Transforming Growth Factor beta Receptor
TLR 2-3 : Toll Like Receptor 2-3

TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha

tpm : tours par minute

Treg : Lymphocytes Trégulateurs

U

UW : Viaspan (University of Winsconsin)

\%

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-1
VEGF-A : Vascular Endothelial Growth Factor-A
VLA-4 : Very Late Antigen-4

VSVG : Vesicular Stomatitis Virus G protein
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X

XTT : sodium 2,3,-bis(2-methoxy- 4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-carbonyl]-2H-

tetrazolium
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RESUME

Titre de la thése : Médecine régénérative : utilisation potentielle des cellules souches issues

du liquide amniotique en transplantation rénale

L’objectif de cette thése est de définir deux composants de la médecine régénérative, les
cellules souches d’une part et la transplantation rénale d’autre part puis de tester cette
association dans un mode¢le animal qui soit le plus proche possible de ’'Homme.

La premicre partie de cette thése définit les cellules souches, les cadres reglementaires
régissant leur utilisation et décrit 1’exploitation potentielle de leurs propriétés en thérapeutique
humaine. Les cellules souches issues du liquide amniotique (AFSC) sont des cellules souches
mésenchymateuses (CSM) et sont dotées propriétés thérapeutiques potentielles remarquables.
Le cadre 1égal des CSM est plus souple que celui des cellules souches embryonnaires, et les
propriétés spécifiques des CSM, comme la sécrétion de facteurs de croissance, font que ces
cellules font actuellement objet d’études cliniques et précliniques avancées.

En revanche, aucun travail expérimental n’a pour le moment visé a tester 1’utilisation
des AFSC dans le cadre de la transplantation rénale chez le gros animal.

Dans la deuxiéme partie, nous montrons que la transplantation rénale est le traitement
de choix de I’insuffisance rénale chronique terminale. Néanmoins, le développement de la
transplantation rénale est limité par la pénurie actuelle de greffons. Une des solutions a cette
pénurie pourrait étre la sélection des donneurs pour le moment écartés en raison de la
mauvaise qualité de leurs greffons, comme les donneurs décédés apres arrét cardiaque. Dans
ce contexte, 1’utilisation des cellules souches et notamment des AFSC pourrait permettre de
limiter les 1ésions infligées au greffon et donc d’augmenter le nombre d’organes disponibles
pour la transplantation.

Il est néanmoins nécessaire d’apporter une preuve de la faisabilité de ce concept dans un
modele animal préclinique.

Dans la partie expérimentale de cette these, nous démontrons que les AFSC autologues
ont un effet bénéfique dans un modeéle porcin d’autotransplantation rénale mimant la greffe
d’organes issus de donneurs décédés apres arrét cardiaque. Ces cellules augmentent la vitesse
de récupération des fonctions glomérulaires et tubulaires du greffon, limitent Ie
développement de I’inflammation et de la fibrose rénale, et semblent favoriser I’instauration
d’un environnement pro angiogénique au sein de I’organe. Le modéle animal mis au point
dans cette étude est doté d’une forte valeur translationnelle, et peut servir a I’évaluation de
I’utilisation d’autres cellules souches dans le cadre de la transplantation rénale.

Mots clefs : Cellules souches, transplantation rénale, modéle préclinique, médecine
régénérative
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