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AVANT-PROPOS

Ces dernieres décennies, des progrés considérabtedté réalisés en culture cellulaire.
Malgré ces avancees, de nombreux types cellulagesencore difficilement cultivables. De
plus, l'utilisation de cellules humaines a des fthérapeutiques nécessite encore de faire

sauter des verrous en particulier en matiére deriséc

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommesss#s a la mise au point d’un substitut du
sérum de veau feetal (SVF), riche en facteurs déssance qui sont essentiels pour la
prolifération cellulairan vitro. Le SVF était jusqu’a présent intéressant tanh gfaint de vue
expérimental pour des études fondamentales enpikéczllulaire que pour son rapport
gualité/prix. Néanmoins son utilisation pour desvités cliniques est discutée et critiquée.
L’objectif de ce travail de these est la mise ainpd’'un produit innovant et répondant aux
attentes des normes sanitaires en vigueur. Ceiltresiale fruit d’'une coopération entre
I'Université Paris 13 (Laboratoire des Biomatériai¥Polymeres de Spécialité), le Centre de
Transfusion Sanguine des Armées (CTSA, DéparteRedherches et Thérapie Cellulaire) et
I'Etablissement Francais du Sang nord de Franc& (E6rd de France). Ces deux derniers
sont des acteurs majeurs dans le domaine de lsfusaon sanguine francaise. Ces deux
institutions sont spécialisées dans la préparatem Produits Sanguins Labiles (PSL) et ont
chacune un savoir-faire et une expérience surpe dg produit. L'EFS est plus axée sur la
préparation « industrielle » des PSL. Le CTSA a uawctvité de recherche en thérapie
cellulaire. La mise en commun de leurs compéterarespllaboration avec le Laboratoire des
Biomatériaux et Polyméres, a permis I'élaboratiamchouveau concept de supplémentation
de culture pour cellules souches a partir de ptedransfusionnels.

Notre approche innovante consiste a utiliser la pmmsition protéique de produits
plaguettaires et plasmatiques issus de la tramsfysiur générer un produit riche en facteurs
de croissance présentant I'avantage de favoriseroiadsancen vitro de cellules stromales
mésenchymateuses humaines (CSMh). Ces travauxéboudhé sur une demande de dépot

de brevet et m’'ont permis d’étre signataire de datigles annexés a ce document de these.
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Ce manuscrit de these est organisé en trois parties

La premiéere partigorésente I'état de l'art sur les produits transfiusels plaguettaires

et plasmatiques utilisés comme matiere premiere o travail expérimental.
L'utilisation des plaquettes en dehors de la twasish est ensuite détaillée, les
plaguettes étant I'élement central de mon tra\Eifin sont présentées des notions
générales sur les cellules souches, en particulies cellules souches
mésenchymateuses, cellules dont le milieu de @ihécessite un apport en facteurs

de croissance et en protéines.

La deuxieme partiprésente les matériels et méthodes mis a cortibdtans cette

these et les différents protocoles expérimentaabsés pour aboutir a la mise au point
du produit final de substitution du SVF.

La derniere partigrésente les résultats des difféerentes expériamadisées tout au

long de cette these pour aboutir & un produit cadpte protéines plaquettaires et
plasmatiques capable de répondre aux normes emmg®gour la production des
produits de thérapie cellulaire & usage clinique.

Enfin, une discussion/conclusion générale cléteanmanuscrit.
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

1 Les produits transfusionnels

La transfusion ou thérapeutique transfusionnelmse sur I'utilisation de produits sanguins
labiles ou PSL. Ces PS&ont des produits issus du sang de donneurs, éeséinétre
transfusés a un patient receveur. Il peut s’agsatey total, de plasma et de cellules sanguines
(globules rouges, plaquettes). Deux types de dristeat : le don de sang total et le don de
produits spécifiques par aphérése.

- Le don de sang total correspond au prélevementid@n480 ml de sang veineux
et permet la préparation d’'un concentré de globrdages (CGR), d’'une unité de
280 ml de plasma destinée au fractionnement et damcentré de plaquettes
standard.

- Le don d’aphérese permet le prélevement de tousstgle produits sanguins :
CGR, plasma, plaquettes, granulocytes. L’avantagdadtechnique d’aphérese
réside dans I'obtention d’'un composant sanguinepegélen plus grande quantité
chez un donneur unique. Deux types de dons d’aphéngstent, les dons simples
comme le concentré de plaquettes d’'aphérése (CplA3ma, granulocytes et
I'aphérese de globules rouges et les dons doubkesc@nt deux des constituants
cités precédemment (sauf pour les granulocytes).

Nous nous focaliserons sur les plaquettes sangeiniesplasma, matieres premiéres a partir
desquelles a été élaboré notre substitut de SVF.

1.1 Les concentrés plaquettaires

1.1.1 La plaquette sanguine

Les plaquettes sanguines, aussi appelées throngspcgont des fragments anucléés de
mégacaryocytes. Issues de la lignée hématopoiétejles sont formées dans la moelle
osseuse puis libérées dans les sinusoides. D'umethade 1.5 a 4 um avec une épaisseur de
0.5 a 2 um, elles sont présentes au repos damsdecirculant sous la forme discoide, mais
changent de morphologie une fois activeées pour rdev@hériques avec apparition de
pseudopodes (Klinger and Jelkmann 2002; Hartwig6RO&lles contiennent dans leur
cytoplasme un nombre important de granules de ts@trépécialisés comme les granules
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alpha, contenant des molécules impliquées danmbktase, des facteurs de croissance dont
des facteurs pro et anti-angiogéniques, et des ateéats de I'inflammation (Debili and
Vainchenker 2008) (Figure 1)

Figure 1 : Caractéristiques
ultrastructurales d’'une plaquette

(A) et (B) plagettes en microscor
électronique a balayage. Les fléc
représentent des dépressions correspont
'émergence vers l'extérieur du syste
canaliculaire ouvert. (C) et (D) cot
équatoriale et longitudinale d’'une plaque
la zone périphérique est rfoée di
glycocalix (GCX), de la membra
plasmique trilaminaire (Mb) et d'une zc
sous membranaire riche en microfilama
(MF). Le cytoplasme de la plaquette cont
des filaments d'actine, les microtubt
(MT) et des grains de glycogéne (GLY).
organelles contenues dans le cytoplasme
les mitochondries (Mit), les granules al
(o), les granules densed) (et les lysosom:
(A). Les systmes membranaires de
plaguette sont le systéme canalicul
ouvert (SCO) relié a la surface et le systéme
tubulaire dense (STD). (Boneu 1997).

Chez un sujet sain, le sang présente une condenteat plaquettes comprise entre 150000 et
400000/mm. Deux tiers de la masse plaquettaire circulensdarsang, le tiers restant est
séquestré dans la rate et peut étre libéré pourddenun saignement excessif. La durée de
vie d'une plaquette est comprise entre 7 et 12sjoues plaquettes non utilisées dans
I’'hnémostase sont éliminées par phagocytose pam@desophages localisés dans le foie, la
moelle osseuse et la rate.

Les plaguettes jouent un réle majeur dans le nmintie l'intégrité vasculaire lors d'un
processus d’hémostase primaire, mais interviennégalement dans I'angiogenése,
linflammation et la réaction immunitaire innée.hEmostase primaire se déclenche aprés
lésion de la paroi vasculaire. L'adhésion des p#igs avec le sous-endothélium lésé est
médiée notamment par le complexe glycoprotéiqueb&PIX qui se lie au facteur de Von
Willebrand (VWF) lors duolling plaquettaire (Andrews, Lopez et al. 1997). Caiteraction
aboutit a Il'activation des plaquettes et se trachar un changement morphologique,

accompagné de la sécrétion des granuleset des granules dense. Les molécules
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thrombogenes sécrétées telles que la sérotoniffierilogéne, la thrombospondine, le VWF
ou l'adénosine diphosphate (ADP) vont provoquer aa fois la vasoconstriction de
I'endothélium, le recrutement et 'agrégation démgpettes circulant au niveau de la lésion.
L’activation des facteurs de la coagulation etdawersion de la prothrombine en thrombine
vont permettre le clivage du fibrinogéne en fibrfioemant un réseau « emmaillotant » les
plaquettes (Troxler, Dickinson et al. 2007). Lanfiation du clou plaquettaire aura pour but
d’obstruer la bréche vasculaire. Lors de cette @hles plaquettes liberent des facteurs de
croissance tel que PDGF, VEGF, EGF, BalFqui vont recruter les fibroblastes au niveau de
la zone lésée, les faire proliférer pour coloniseplaie et stimuler la sécrétion matricielle ;
favoriser la migration par chimiotactisme et la lfjéoation des cellules endothéliales et
epithéliales (Liu et al., 2002°;Fréchette et aDP2?). Ces facteurs vont également aider a
I'activation des polynucléaires et macrophages. Deédiateurs inflammatoires sont
également libérés (IL-1, PAF-4), ces derniers ymarmettre le recrutement et I'activation des
leucocytes (Caruelle et al., 2000).

1.1.2 Le concentré de plaquettes sanguines

Outil majeur dans la thérapeutique transfusionnelies de 250000 concentrés de plaquettes
sont transfusés annuellement en France (ANSM, 2600% de ces concentrés sont prépares
a partir d’'aphérese permettant I'obtention de CeBgn¢entré de plaquettes d’aphérese) et les
40% restant sont des mélanges de concentrés plgeetstandards (MCP) provenant de
dons de sang total. Ces produits sont délivrésasmle thrombopénie.

Un concentré de plaquettes est obtenu a partirsfea 500 ml de sang collecté, apres
extraction de la partie globulaire et plasmaticaigoutissant a ubuffy coatqui n’est autre
gu’'un concentré de plaquettes (CP) aprés déleuamtimyt Le mélange a d'autres CP de
différents dons va permettre la constitution d'u@Ridont la richesse est entierement liée au
nombre de dons appariés (réglementairement de2®. &#&néralement, entre quatre et six CP
constituent un MCP générant une suspension moydmBel 4 x 18 plaquettes par don.
L’aphérése permet d’obtenir des quantités plus naptes en plaquettes, de l'ordre de 5 x
10" plaquettes par don & partir d’'un seul donneur.

Tout comme leurs homologues globulaires, les canéemle plaquettes sont déleucocytés au
moment du don. Les MCP sont soumis a l'adjonctiensdlution additive de conservation
(SSP+ de MacoPharma ou Intersol de Fenwall). LeA t8Rdent a subir une adjonction de

solution additive en remplacement du plasma erardiainsi leur déplasmatisation.
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Malgré la forte demande en CP, leur disponibildé lenitée par deux facteurs : la durée de
vie courte et ses conditions de stockage contraigsa

- Une courte durée de vie : Les concentrés de plagup€riment 5 jours apres le
don, or ils ne sont disponibles que 24 a 36 heapess celui-ci (temps d’analyse,
préparation et mise a disposition).

- Des conditions de stockage contraignantes: coé@samigatoirement sous
agitation continue en enceinte spécifique, celldedi étre thermostatée entre 20 et
24°C. Une température inférieure a 18°C altere ualitg fonctionnelle des
plaguettes, notamment la protéine membranaire Ggigand du facteur
Willebrand (Ni and Freedman, 2003). La conservatemdessus de 24°C

augmente le risque de prolifération bactérienne.

1.1.3 Les plasmas thérapeutiques

1.1.3.1Le plasma

Le plasma est la partie liquide qui constitue legsd_e plasma sanguin est de couleur jaune.
Il représente environ 55% du volume total de sadrayue pH compris entre 7,35 et 7,45. C'est
la partie intravasculaire des fluides extracelhglsi Il est principalement constitué d'eau a
91,5% en guise de solvant, le reste étant unetéadi& solutés 7% de protéines (albumine,
globulines, fibrinogéne et autres) et 1,5% de diifiés autres solutés (nutriments, hormones,
gaz dissous, électrolytes). Les protéines plasmesiccont composées en moyenne de 55%
d'albumine, de 38% de globulines, de 7% de fibrimeget de quantités infimes d'hormones,
de protéines et d'enzymes (Figure 2). Ces différéympes de protéines exercent certes
chacunes des réles importants mais dans l'ensetelsleggrotéines ont un réle majeur au
niveau du maintien du volume de liquide qui circdbns les vaisseaux sanguins. En effet,
lors des échanges capillaires, une certaine géamhitliquide sort du circuit sanguin vers le
milieu interstitiel. Du fait de leurs hauts poideléculaires et la perméabilité des capillaires,
les protéines présentes dans le sang tendentex dests la circulation; elles exercent alors
une force osmotique qui favorise le retour du liguvers les capillaires. Le plasma transporte
tous les nutriments absorbés au niveau du tubestifigdes hormones fabriquées par les
glandes endocrines, des cytokines, des enzymesgsdildrs de destruction cellulaire, des gaz
dissous issus des processus de la ventilation malim De nombreux électrolytes y sont
également présents et jouent un réle important tamsaintien de I'équilibre hydrique (en

association avec les protéines plasmatiques), tiasilibre acido-basique de l'organisme
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ainsi que dans d'autres équilibres physiologigpes\oir tampon pour le maintien du pH).

Les principaux cations sont les N&K*, Catt, Mgtt, H* et les principaux anions sont les

HCO3™ ClI-, POy, SOu .

Fibsrig?’g;;ane Alpha-2 macro
g 440%  Alphal AT
254%
Fibronectine
0,51 %

lgG
20,29 %

Antithrombine
0,34%

Plasminogéne
0,34 %

Prothrombine
0,25%

Cl.inhibiteur
0,29 %

vWF
0,02 %

FviI
< 0,00 %

< 0,00 %

Figure 2 : Composition schématique du plasma humairévélant sa diversité tant
gualitative que quantitative en protéines
(Burnouf 2007)
L'albumine protéine majoritaire, est présente a woacentration de I'ordre de 40 ¢
tandis que certains facteurs de coagulation reptésemoins de 1 mg/L.

1.1.3.2Le plasma a usage thérapeutique

Les plasmas thérapeutiques sont, contrairemenaaugs PSL, conserves a I'état congelé et
délivrés a I'état liquide. lls doivent étre utilssau plus tard 6 heures apres décongélation.

Le plasma est indiqué (arrété du 3 décembre 198a) ges situations de coagulopathies
graves avec effondrement de tous les facteurs dguéation, d’hémorragies aigués avec
deéficit global des facteurs de coagulation et décide® complexes rares en facteur de
coagulation (fractions coagulantes spécifigues d@ponible). Depuis 2002, le purpura

thrombotique thrombocytopénique, le syndrome hétitplg et urémique de l'adulte sont

également des indications.

Contrairement aux autres PSL, les plasmas théigpest délivrés en France sont viro-

atténués. Trois principales techniques sont migesesmarché : le plasma viro-inactivé par

solvant détergent (PVA-SD), le plasma viro-inactpg le bleu de méthylene (PVA-BM) et
6
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le plasma viro-inactivé par I'amotosalen (PVA-1A). existe un dernier type de plasma
thérapeutique : le plasma sécurisé par quarantdimelernier procédé de viro-atténuation du

plasma est en cour de validation par TANSM : lagoha pasteurisé.

1.1.3.2.1Le plasma viro-inactivé par solvant-détergent

L’inactivation virale par solvant-détergent (SD)dans un premier temps été employée en
1985 pour le traitement des médicaments dérivésadg avant d’étre utilisée pour le plasma
frais congelé (Burnouf et al., 1987), (Horowitzakt 1985a). L'inactivation est réalisée apres
décongélation du plasma avec un solvant Tri-n-bptybsphate (TnBP) et un détergent
(Triton x1oo®). Efficace sur les virus enveloppés potentiellenmaésents dans le plasma
(VIH 1 et 2, HTLV-I/ll, virus de I'hépatite B et CWNV, DENV, le cytomégalovirus
(Horowitz et al., 1992°; Piét et al., 1990; Burnetfal., 2013).Ce traitement reste sans action
sur les virus non enveloppés.

Cependant, certaines protéines plasmatiques seméed par ce traitement, c’'est le cas du
facteur V, le facteur Von Wilbrand (VWF), ou encate cytokines tel que TN 1I-8 ou

encore 1I-10 ou leur concentration est amoindrtglsinger et al., 2011).

1.1.3.2.2Le plasma viro-inactivé par bleu de méthylene (tacue
Theraflex®)

Le bleu de méthyléne (BM) est connu pour sa prop@édégrader les acides nucléiques par
un processus photochimique (Figure 3). Utilisé mandfusion au début des années 90
(Lambrecht et al., 1991), le traitement au bleuntdhylene est également efficace sur les
virus a enveloppe comme le traitement solvant-gétdar (Miller-Breitkreutz and Mobhr,
1998), (Abe et al., 2000), ainsi que pour le Weie Nirus (Mohr et al., 2004). Par contre,
son efficacité est plus ou moins variable sur legsvnon enveloppés, inefficace contre le
virus de I'hépatite A (VHA) mais agissant contreplervovirus B19 (Mohr et al., 1997). Le
BM a une efficacité anti-parasitaire, notamment BuTrypanosoma cruziagent de la
maladie du Chagas (Gironés et al., 2006).

Ce traitement entraine, tout comme le traitemenvast-détergent, des altérations de
protéines plasmatiques, telles que les facteursodgulation V, VIII, Xl et le fibrinogéne

(Garwood et al., 2003). Ce procédé fera I'objencautre chapitre ultérieurement.
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Figure 3 : SystémeThéraflex®

Cependant, 'ANSM a demandé l'arrét progressif ddilisation du PVA-BM par un
communiqué publié le 12 octobre 2011.
Dans ce communiqué, trois informations sont a gaeli :

- «[|'Afssaps (nouvellement ANSM) a mis en évidendes manifestations
allergiques rares survenant lors de la transfudioplasma BM (1 cas sur environ
16 000 poches de plasmas transfusées). Ces matidastsont plus fréquentes
gu’avec les autres types de plasma. »

- «°le contréle continu de la qualité des produitsigsins labiles, réalisé
conjointement par I'Afssaps et 'EFS, a permis dhdfier une plus grande
variabilité de la concentration en fibrinogene déamgplasma BM que dans les
autres plasmas thérapeutiques. L’abandon du pl&vhast ainsi une mesure qui
répond a une logique de sécurité renforcée mas au®ptimisation de la qualité

des produits de transfusion. »
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-  «I'Afssaps a décidé de demander le retrait dunpdaBM de la liste des produits
sanguins autorisés. Afin de garantir totalementcdaverture des besoins en
plasma, la substitution du plasma BM par les deutxea types de plasma est
organisée de maniére progressive jusqu’au mois des 2012, en étroite

collaboration avec I'EFS. »

1.1.3.2.3Le plasma viro-inactivé a 'amotosalen (techniquaércept®)

L’amotosalen est un psoralene synthétique (psoi&4Bf) créé pour inactiver les pathogénes
potentiellement présents dans les produits (Fig)reCe composé hydrophile a une forte
affinité avec les acides nucléiques, s'intercatarite ceux-ci. Apres exposition aux UVA, il
forme une liaison stable entre les chaines d’aameteiques. Le traitement a 'amotosalen
est efficace sur tous types de virus enveloppés uee action variable sur les non enveloppés
(Alter, 2008; Wollowitz, 2001). Traitement anti-partaire contre I&€lasmodium falciparum
(paludisme), et leBabesia microti (babesiose) (Grellier et al., 2008) ou encore le

Trypanosoma cruZiVan Voorhis et al., 2003).

Figure 4 : Systémdntercept®
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Ce processus de viro-inactivation entraine égalénnes altération de certaines protéines du

plasma (facteurs VIII et fibrinogéne), (Osselaealgt2008).

1.1.3.2.4Le plasma sécurisé par quarantaine

Le plasma sécurisé est réalisé sur un don de ptsrese. Comme tout don de plasma, il est
stocké et congelé, mais il est gardé au minimunp@s, le principe étant qu’au bout de ce
laps de temps, le donneur qui a fourni le plasmaureelle son don. Si le deuxieme don est
négatif aux tests sérologiques de qualificatiomrsalle produit issu du premier don sera

« libéré » et apte a étre transfusé. Cette proeéegermet de s’affranchir de la fenétre

sérologique silencieuse. Ce produit a été suppeimz010.

1.1.3.2.5Le plasma viro-atténué par pasteurisation

Ce proceédé consiste a utiliserpool de 100 dons de plasma et a les faire chauffergrerid
heures a 60 °C. Des tests ont montré son efficaaitées virus enveloppés et non enveloppés
(Burnouf-Radosevich et al., 1993). Ce procédé estaars de validation par 'ANSM et |l

fera I'objet d’un chapitre spécifique.

1.1.3.2.6Le plasma lyophilisé

Le plasma lyophilisé (PLYO) est préparé préférdietieent a partir de plasma frais congelé
traité par I'amotosalen (PFC-IA). Il peut aussieépréparé a partir de plasma sécurisé par
guarantaine (PFCSe) mais ce type de préparatiorsiesgtendu depuis 2010. Le plasma
lyophilisé est aujourd’hui distribué aux unités neédchirurgicales militaires déployées en
Opérations Extérieures (OPEX) pour répondre auxtramies logistiques du contexte
opérationnel et a la nécessité de disposer, salas dé plasma thérapeutique pour le
traitement des blessés hémorragiques. En milieily @vPLYO pourrait étre utilisé par les
établissements de santé présentant des difficldgistiques majeures ne permettant pas
d’assurer une chaine du froid négative ou dansiteations d’extréme urgence avec nécessité
d'un apport de plasma thérapeutiqgue sans délais Ratte deuxiéme indication, le PLYO
devrait étre utilisé en attendant que le plasmes fcangelé soit décongelé et disponible,
nécessitant entre 45 minutes et 1h30 de décormgldd PLYO pouvant étre disponible en
quelques minutes.

Le PLYO est obtenu par lyophilisation & partir d'oélange de PFC-IA issus d’aphérese,
provenant de 10 donneurs différents au maximungrdepes sanguins A, B, et AB, exempts

d’anticorps immuns anti-A ou anti-B, conservés & w@mpérature inférieure ou égale a -
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25°C. Le mélange, dans des proportions choisiesngted’obtenir un plasma a usage

universel pour le groupage sanguin.

Le PLYO se présente sous la forme d’'une poudre bamnidité résiduelle ne dépasse pas

2%. Il est conditionné en flacon de verre stérileapyrogene et conservé a température
ambiante. Sa péremption est fixée a 2 ans. llwgstied’hui autorisé a étre fabriqué par le seul
CTS des Armées.

1.2 Etapes de préparation nécessaires a la producti on de

concentrés plaquettaires et de plasma

Au cours de ces travaux de these, différents pesc@dopres a I'élaboration des PSL ont été
utilisés. Cette partie décrit les différents pnres et technologies utilisées pour préparer ces
produits.

Le sang total est la matiere premiere des PSLdEmsers correspondent a un concentré d’un
des éléments qui compose le sang (érythrocytemnthocytes, granulocytes et plasma). Les
PSL sont donc I'aboutissement de procédés de @iéparqui tendent a concentrer le produit
actif et n’apporter au malade que ce dont il a imeso

Les principales étapes de préparation sont leastes:
0 Le prélévement

La déleucocytation

La centrifugation

La séparation

Ajout de solution de conservation

O O O O o

Le fractionnement du plasma

1.2.1 Le prélevement

Il utilise un dispositif a usage unique ou dispbsitédical a usage unique (DMU). Etant de
matiere plastique, ce dernier est déformable, @gatmanipulé tout en restant clos. Il permet
de réaliser I'étape de déleucocytation et les étajme transformation telles que I'ajout de
solution de conservation. Une désinfection rigoseeet méthodique du site de ponction

garantit une absence de contamination bactériemmpeatiuit.
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1.2.2 La centrifugation

La centrifugation est un procédé physique permettanséparer des constituants de taille et
de masse trés variables contenus dans un liquigiisl des molécules jusqu'a des cellules
entieres. En faisant tourner I'échantillon, la éocentrifuge est mise en jeu, qui se caractérise
par une accélération qui s'exerce radialement Verdérieur de l'axe de rotation.
L'accélération obtenue, notée g, est fonction deitiesse angulaire de rotation et de la

distance a I'axe de rotation dont la formule esulaante :
g=wr=1119x10xrxrf

w : vitesse angulaire (rad/s); r : distance ael'de rotation ; n : nombre de rotations par

minute (rpm);

Largement utilisée dans la préparation des PSLrér g dons de sang total, ce méme
principe est appliqué lors de I'aphérese (élutigtiséparant ainsi les différents composants
du sang (exemple de machine a aphérése : MSC+ ale ldhemonetics). La densité des
cellules, leurs formes, la densité du liquide,dmpérature et la force centrifuge relative va

permettre la séparation en phase des élementadyEableau 1).

Volume moyen (ur Diametre (um) Densité (g/ml)
Plasma 1,026
Plaquettes 9 2-4 1,058
Leucocytes 230-470 7.5-30 1,062-1,089
Erythrocytes 87 7 1,1

Tableau 1°: Propriétés physiques des différents catituants du sang

Ainsi, une fois centrifugée, la poche de sang deouge composée de trois couches

(Erythrocytaire, leuco-plaquettaire et plasmatig&egure 5).

12
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: erythrocytes

Figure 5 : Poche de sang aprés centrifugation
(Photo de gauche : posée sur une presse manpélbc de droite : les trois phases du sang)

1.2.3 Séparation des produits sanguins

Cette étape succéede a la centrifugation, mais enigat de la poche de sang total. L'objectif
est de prélever individuellement chaque constitdargang dans des poches de recueil (poche
de plasma, de CGR et une poche contenanbulidy coat (couche leuco-plaquettaire).
Généralement I'étape est semi-automatisée (Comfof4; Fresenius Kabi, Allemagne)
(Erreur ! Source du renvoi introuvable.), permettant I'ajout automatique d’'une solution de
conservation dans les concentrés globulaires. €&tpe permet également de standardiser les
poches contenant la couche leuco-plaquettaire ifv@linématocrite, quantité d’hémoglobine
résiduelle), nécessaires pour l'obtention de méadg concentré de plaquettes (MCP)

standard.

Figure 6°: Compomat® G4
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1.2.4 La déleucocytation des produits sanguins labi les

Elle consiste a éliminer la majeure partie des deytes par filtration sélective de ces
derniers, tout en préservant les autres élémeiitdates ou plasmatiques. En France, la
déleucocytation est réalisée systématiquementoss les produits cellulaires depuis 1998,
puis depuis 2001 pour les produits plasmatiquesi@iire des Affaires Sociales, de la Santé
et de la Ville, 1998). Le taux de leucocytes résidune doit pas dépasser 1 X @éllules par
donpour les produits cellulaires, 1 x%I0pour le plasma destiné au fractionnement, 1% 10
pour l'usage thérapeutique (Ministére des Affaibesiales, de la Santé et de la Ville, 1994).
La déleucocytation joue sur deux parametres, uribenme conservation des dons cellulaires
et une diminution des risques liés a la transfusloez le receveur notamment sur le risque de

transmission de la variante de la maladie de CieldtzJakob.

1.2.4.1La déleucocytation augmente la qualité de consenian

La déleucocytation d'un CGR ou d'un don de plagsetentraine la diminution des
concentration d’ATP, de glucose et diminue la padidun en lactate, améliorant ainsi sur la
conservation des cellules, (Pietersz et al., 198®&dner et al., 1990). Les enzymes
leucocytaires ont un effet délétére sur les cdldntéréts, entrainant une hémolyse de ces
dernieres (Hogman et al., 1978a). Une filtratioacpce permet donc de prévenir ces lyses
(Hogman and Meryman, 1999). Cependant la dépl&toleucocytes se faisant par filtration,
elle entraine une diminution de I'hémoglobine d€3RCet du nombre de plaquettes initiales
(Masse, 1993). La conséquence de ce procédé estaiier une augmentation du nombre de

poches transfusées chez un patient.

1.2.4.2La déleucocytation entraine une diminution des risges
transfusionnels

La déleucocytation minimise le risque d’accidemgsfusionnels (effet iatrogénes) tel que
l'allo-immunisation via le systéme HLA hgman leucocyte antiggn des réactions

d’intolérance de type frissons et hyperthermie, desismissions directes de micro-
organismes variés, des réactivations virales, dastions du greffon contre I'héte (GvH)
aigués chez les receveurs immuno-incompétents oar@run état d’immuno-suppression

post-transfusionnel (Lane, 1994).
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1.2.4.2.1Le systéme HLA

Découvert en 1954 par Dausset (Dausset, 1958)esucdllules leucocytaires, puis par une
équipe de Leiden (Van Rood and Van Leeuwen, 1963ystéme HLA est une composante
du systeme CMH (complexe majeur d’histocompatijite systeme protéique impliqué dans
la reconnaissance du soi et du non soi par lersgstémunitaire (Figure 7).

Il existe deux types de classe de HLA : classeclastse |l.

La classe | regroupe des molécules présentes syudsi-totalité des cellules nucléées de
'organisme. Les lymphocytes T et B, les cellulendtitiques ou encore les macrophages
sont les plus riches de ces molécules de HLA deseld (de méme pour les cellules
épithéliales et endothéliales).

La classe Il, exprimée essentiellement par lesilleslldu systeme immunitaire (lymphocytes
B, monocytes, cellules macrophagiques et dendasijjusert notamment a ces cellules pour
présenter les peptides antigéniques spécifiquesighs étranger aux lymphocytes T, générant
ainsi la réponse immunitaire dite spécifique.

Le systeme HLA est a l'origine des allo-immunisaicen transfusion, étant une molécule
antigénique présente sur les leucocytes, le HLAlalneur, différent de celui du receveur,
entrainera une forte réaction immunitaire a 'enmlu HLA étranger, entrainant ainsi des
transfusions inefficaces. Les complications conndess au systéme HLA sont le TRALI
(transfusion-related acute lung injdryun syndrome de détresse respiratoire aigu post-
transfusionnel et le TACOtransfusion-associated circulatory overldadun cedeme aigu
pulmonaire de surcharge (Holness et al., 2004°p¥sky et al., 1983°; Stainsby et al, 2006).
Le systeme HLA n'étant pas présent sur les cellalagcléées comme les érythrocytes. La
déleucocytation permet de rendre le produit trasishnel transparent au systéme

immunitaire du receveur.
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Figure 7 : Le systeme HLA
(Bradley et al. 2002)

1.2.4.2.2L e frisson hyperthermique

Le syndrome « frissons-hyperthermie » ou FNHTRebfile Non Hemolitic Transfusion
Reaction est une élévation de la température de minimudhdlf cours de la transfusion du
CGR chez le patient. Aucune étude n’a réellemenatréoune réelle corrélation entre un
produit transfusé non déleucocyté et I'apparitieraréaction d’intolérance, mais malgreé tout
une réduction sensible de leur fréquence d’appar#iec la transfusion de CGR déleucocyté
a été constatée (Rennie et al., 2001).

1.2.4.2.3La transmission de micro-organismes intra-cellulais

Hormis [l'allo-immunisation, les leucocytes peuveltre des vecteurs viraux. La
déleucocytation est alors préventive pour la trassion de virus intraleucocytaires tels que
le CMV (cytomégalovirus) et les virus HTLV (HumancEll leukemia /lymphoma Virus).

Mais elle permet également de diminuer la trangprisde virus intra ou extracellulaire en

diminuant la charge virale (virus des hépatites] \MIHV6 (Human herpesvirus 6)).
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Le Cytomégalovirus (CMV ou HHV5)

Virus a ADN du sous-groupe dé®ta herpesviridgecomme tous les virus Herpes, il est
présent durant toute la vie de I'héte infecté, deraet sous une forme endormie ou latente
(hormis la période de primo infection) d0 aux syse immunitaires de I'héte infecté. De
transmission trés facile sous forme libre danssksétions corporelles (salive, lait, urine,
etc...), une grande partie de la population mondikdenos jours est infectée par ce virus
(Emery et al., 1999).

Dans le sang, il n’est généralement pas sous s@efibre, mais logé au sein des leucocytes
(polynucléaires ou monocytes selon la phase diite); (Taylor-Wiedeman et al., 1991),
(Taylor-Wiedeman et al., 1993).

Méme la transmission du CMV par transfusion chez raneveur immunocompétent
n'entraine pas de symptdéme ou alors entraine udregre mononucléosique sans réelle
conségquence (prévalence de l'ordre de 1 a 2%)néle and Kaariainen, 1965; Wilhelm et
al., 1986). Ce sont surtout pour les populationsgue que la prévention est nécessaire. Les
populations a risque sont surtout les nouveau-nésngturés, les patients atteints de
leucémies aigués ou encore les patients traités gilagreffes de cellules souches
hématopoiétiques, les personnes immunodépriméds ¢l traitement de transplantation).
Ces populations peuvent étre atteintes de symptgnawes voire létaux dus a l'infection par
CMV (Ljungman and Plotkin, 1995).

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH)

Responsable du SIDA (syndrome d'immunodéficienaguee), ce virus infecte notamment

les lymphocytes T CD4+ et macrophages (Najera .et1l8B7). Ces lymphocytes, au réle

central dans le systéme immunitaire spécifique,rmient en nombre a cause de I'infection

rendant le systeme de défense de I'héte ineffickecsujet devenant alors sensible a toutes
infections bactériennes et virales.

La déleucocytation entrainant la diminution drastigdes globules blancs, dont les

lymphocytes T auxiliaires, permettrait donc de dionar la charge virale du produit (sous

réserve d’'une contamination), (Rawal et al., 1991).

Autres transmissions

Le virus Epstein-Barr (EBV), de la famille déerpesviridage dont le symptébme le plus
courant est la mononucléose infectieuse, est cordans les lymphocytes B (Crawford et al.,

1978). 80 a 90 % de la population mondiale adusteperteuse. Méme si l'infection post-
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transfusionnelle par 'EBV est généralement asymatique, il en est tout autrement chez les
receveurs immunodéprimés. La déleucocytation raduggalement la charge virale de ce
dernier (aucune étude a ce jour).

Il en est de méme pour les virus HTLV contenus dasdymphocytes T, pour lesquels la
déleucocytation, méme insuffisante pour élimineptésence du virus (Pennington et al.,
2002), pourrait réduire l'incidence de la transnoiss

La déleucocytation permet de lutter contre la tmaesion de la bactérigyersinia
enterocolitica de la famille des entérobactéries, qui est dgioe de septicémies mortelles.
Méme si les cas d'infection sont rares, enviromdaitié d’entre elles sont mortelles (Guinet et
al., 2011). La bactérie alors phagocytée par lasoeytes peut résister a ces derniers, la
conservation a 4°C des CGR va empécher I'actiorptagocytes et une fois que ces derniers
disparaitront, les bactéries se retrouveront lideess le CGR et se multiplieront. La filtration
des leucocytes contaminés diminue donc l'infectian la bactérie et la présence de leurs

endotoxines.

Les bénéfices de la déplétion en leucocytes sont duoultiples : prévention de l'allo-
immunisation anti-HLA et réactions de type frisséryperthermie, amélioration de la survie
du greffon, prévention de la transmission de voudpactérien.

1.2.5 L’addition de solutions de conservation et la déplasmatisation

L’addition de solution de conservation et la déplassation ont pour but d’améliorer et de
prolonger la conservation des produits sanguinsilagks s’appliquant tant aux concentrés
de globules rouges qu’aux mélanges de concenmédails de plaquettes et aux concentrés
de plaquettes issus d’aphérése.

Concernant les concentrés globulaires, Simon anmd@nt 1962 que I'ajout d’adénine dans le
sang total permet de prolonger la durée de consenvéSimon, 1962). Toutefois, c’est en
1978 que la solution de conservation est devenuératipnnelle (Hogman et al.,
1978b°;H6gman et al., 1978a°; Beutler and West9187 en 1983 la solution SAGMdline
Adenine Glucose Mannifofut officialisée (Hogman et al., 1983). Gracesdte solution de
conservation, les CGR voient leur temps d'utilisatidoublé (42 jours contre 21 jours)
(Nakao et al., 1962°; Herve et al., 1980).

Pour les concentrés plaquettaires, les premiélesiasts de conservation des plaquettes ont
été développées dés la fin des années 1980 (Hdlale £987), et leur usage commence a se

géneraliser (De Wildt-Eggen and Gulliksson, 20@3)s solutions de conservation glatelet
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additive solution(PAS) (InterSol Solution, Fenwal (France) ; T-dgxter (France) ; SSP,
Macopharma (France); Plasma-Lyte A, Baxter (Frgnd@omposol, Fresenius Kabi
(Allemagne)) permettent d’accroitre la qualité geaquettes transfusées (Van der Meer,
2007a°; Chandra et al., 2011). Les PAS sont congsod&cétate pour I'apport énergétique
dont la consommation génére du bicarbonate cornfé@ramouvoir tampon. Le glucose peut
étre un composé mais son utilisation génére unendition du pH. D’'autres substances
tampons comme le phosphate composent ces PAS (Rlthget al., 2006) comme la L-
carnitine qui permet d’abaisser le métabolisme yg#qire tout en inhibant I'apoptose. Ces
qualités associées a I'absence de plasma fontegusotutions additives de plaquettes tendent
a devenir indissociables des futurs produits plgires. En effet, la substitution d’'une partie
du plasma par une solution de conservation entraire diminution des réactions post-
transfusionnelles liées (Oksanen et al.,, 1994; DeltMEggen et al., 2000; Azuma et al.,
2009), les produits plaquettaires n’étant plus cpaposés que de 30 a 35% de plasma. Bien
gu'’il n’existe pas d’étude faisant le lien direatre les diminutions entre les incidents de type
TRALI (Transfusion-related Acute Lung Injgrgt le remplacement du plasma par la solution
additive, on peut s’attendre a une diminution de iceidents (Irsch & Lily Lin 2011). La
qualité fonctionnelle des concentrés plaquettames solution additive est conserwéeitro

et ne semble pas diminuéevivo (Van der Meer, 2007b). L'utilisation de solutiodditive a

un autre avantage, les nouveaux systemes d’'inéotivairale ne sont utilisables que sur des

concentrés de plaquettes en solution de consenv@tio et al., 1997; Hechler et al., 2012).

1.2.6 Le fractionnement du plasma

Tous les dons ne sont pas destinés a étre utdisgmoduits transfusionnels. Il est possible
d’en extraire des protéines d'intérét pour fabriqaes médicaments, les Médicaments
Dérivés du Sang (MDS). Ces médicaments sont élalzopiartir de mélanges de plasma par
fractionnement physico-chimique (Cohn et al., 19¥4stler and Nitschmann, 1962). La

Figure 8 représente les procédures de fractionnsnseiccessifs pour obtenir I'isolement de

facteurs de coagulation tels que les facteursatlIX (Burnouf, 2007).

En France, le LFB est le seul établissement aét@risxtraire ces protéines a partir de plasma
collecté en France par 'EFS.
Il est ainsi possible de fabriquer des facteurdmagulation tels que le :

o Facteur VIII anti-hémophilique A

o Facteur IX anti-hémophilique B
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Facteur von Willebrand
Fibrinogéne

Complexe prothrombinique

o O O o

Facteur VII, XI ou encore XllI

mais également des immunoglobulines humaines kldamine.

La premiere étape de fractionnement du plasmaeastbprécipitation permettant de séparer
la composante plasmatique en deux. Ce fractionnesstnd a une décongélation lente a
+4°C du produit plasmatique qui entraine la cryopmiéation de certaines protéines dont le
Facteur VIII, le fibrinogene et le facteur von VElrand. Le surnageant du cryoprécipité
contient notamment de I'albumine, de-[L-antitrypsine, des facteurs de coagulation et IgG

| Mékinge plesmeatique industriel |
‘ Surnngeumdecryoprécipité l
[Frocon] seaenreaceandl(Fib)
; .| Précipifation/adsorpfion
Fib) M- Mecipigion cosormfion] e
5.0 [ o HwiCE
Inactivation virak
*‘{ Inactivation virale
Precipition (1] 1+ e
b Inactlvation vral
C|A+CE| gFir naciivarion viigie m
CES Supernageant {1+ [+ —
Heparine immobllige
T. [« Heparine immoblise cu CIA_|
Ey ; Précipitation Il
{Manofbration CH | [Nanoflhafion J [ Nareflration ‘
7 : L ‘ Fraction V | . l l
Y Y Inactvation viak | Precipie | ‘ ) ] [ AX ‘
[ (W) T P [ (rib)
1 . T a ||
i i i | [ racivaion vie
; ‘ {Chauffage & ]
l [Chauffage d 2|
Albumine
_NanoﬂhmﬁonJ \Mhmﬁon
Alpha-1 antitrypsine IgG IM/IV

Figure 8: Schéma représentant le fractionnement possible polisolement de diverses protéines plasmatiqui
a partir de cryoprécipitation plasmatique.
(Burnouf 2007)
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1.3 La sécurisation des dons

1.3.1 Qualification biologique des dons de sang

La qualification biologiqgue des dons de sang (QBRI&signe aujourd’hui, un ensemble
d’analyses biologiques effectuées sur un échantille sang prélevé chez un donneur. Les
caractéristiques du don et des produits qui enudéabsont définies et il on peut alors savoir
si ce don et les produits qui en découlent seronhan utilisables en thérapeutique. En

matiere de sécurité transfusionnelle, la QBD répitalrégle du « tout ou rien ».

1.3.1.10bjectifs de la qualification biologique des dons

La QBD permet :

- de définir les caractéristigues immuno-hématologggdu don et du donneur, de
les confronter avec les données antérieures éulstul donneur et s’assurer de
la compatibilité immunohématologique des PSL trasé$

- dassurer la sécurité vis-a-vis des agents trarssibhes par le sang dépistés, de
comparer les résultats aux éventuels dons antérikuméme donneur

- de réaliser ces analyses dans le temps, compatibées|’utilisation optimale des
différents PSL et avec une fiabilité maximale

- de valoriser les différents PSL en fonction de deunaractéristiques immuno-
hématologiques (étape de qualification), et deslearactéristiques sérologiques
établies lors des dépistages

- d'informer et d'orienter le donneur (caractérisggphénotypique rare, sérologies
positives)

- de participer a I’'hnémovigilance en cas de sérocive

- de participer a la vigilance des circuits en caslideordance de résultats chez un
donneur antérieurement connu

- de prendre en compte des données de résultats gialidication pour le suivi
épidémiologique régional et national des donnesmjs la responsabilité de
I'InVS, afin d’enrichir les éléments participantla sécurité transfusionnelle et

participer aux améliorations & mettre en place

21



Introduction bibliographique

1.3.1.2Une sécurisation évolutive vis-a-vis des maladieshsmissibles

Les tests de dépistage des maladies transmisgiblese sang ne s’appliquent qu'a peu
d’agents, a l'origine de pathologies infectieuse®niques. Pour ces maladies, les patients ne
sont que peu, voire pas du tout immunisés, avecirdagations longues et silencieuses
méconnues du donneur, et une circulation de I'agéattieux dans le sang ou les cellules
sanguines. Tous ces criteres font que ces maladtame forte probabilité de transmission de
cet agent. Beaucoup de ces agents sont d’origiateviC’est surtout grace a ces dépistages et
aux veilles épidémiologiques que certaines épiderorg pu étre ainsi mises en évidence et
que des mesures préventives ont pu étre priseXeanple pour I'épidémie de West Nile
Virus aux Etats-Unis en 1999, (Jia et al., 1999),é&pidémie du virus du chikungunya sur
I'lle de la Réunion en 2006 (Paganin et al., 20@®. méme, le dépistage préventif de la
maladie de Chagas et du virus de la dengue onlefaitapparition en 2006-2007 pour éviter
toute contamination par les PSL (Liumbruno et 2008; Bianco, 2008; Mohammed et al.,
2008).

Avec les avancées technologiques et I'ouverturgyramd public des lignes commerciales
notamment aériennes a travers I'ensemble du ghideouvelles menaces de maladies sont
apparues. Depuis la seconde moitié du XXeme sikeckgcurité de la transfusion de PSL n'a

cessé de s’améliorer.

1.3.1.3Quelques dates clés de I'amélioration de la qualdation du don

1952 : détection du groupe sanguin ABO et dépistizga Syphillis

1959 : détection des anticorps immuns Anti-A etiAht

1971 : dépistage de I'antigéne HBs du virus depidtiée B (Alter et al., 1972)

1985 : détection des anticorps anti-VIH (Petermtaad.e1987)

1986 : détection des anticorps anti-paludéens figéeidu paludisme

1988 : détection du virus de I'hépatite C par lsate de ALAT (Alanine Amino Transferase)
et amélioration de la détection de I'hépatite Blpadtétection des anticorps anti-HBc (Alter et
al., 1981)(Koziol et al.)

1990 : amélioration de la détection du virus dépatite C (Anticorps anti-VHC) (Alter et al.,
1989)

1991 : détection des anticorps du virus HTLV enropile

2001 : Dépistage des génomes viraux du VIH1 et HC\(NAT : nucleic acid amplification
testing) (Roth et al., 1999; Burnouf and Radose\2€190)
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2004 : dépistage génomique temporaire du WNV

2005 : dépistage du génome viral du virus de I'titpB (Lefrére et al., 1999)

2006 : dépistage de m’Anti-T indicateur de la medade Chagas (Blejer et al., 1999) et
dépistage génomique du virus du chikungunya

2007 : dépistage des anticorps dirigés contreries\de la dengue

2008 : Dosage de I'hémoglobine et hémogramme koot de sang

2010 : dépistage génomique viral du VHB

1.3.1.4Analyses et dépistages permettant la qualificatiorbiologique des

dons

Selon le code de la santé publique (Art. D. 12219@bleau 2), certaines analyses sont
obligatoires sur tous les dons, d’autres analyses$ ealisées en fonction des données de
I'entretien pré-don.

Selon l'article art. D. 1221-7, le sang et ses cosapts ne peuvent étre utilisés en vue de
préparer des produits sanguins labiles destinéa asage thérapeutique direct que si les
résultats des tests de dépistage sont négatifdidéaart. D. 1221-8 permet des dérogations
possibles pour le sang ou ses composants préleveéseede préparer des PSL destinés a la

transfusion autologue.
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Les analyses biologiques et tests de dépistagarssisont effectués sur chaque prélévement desadg
composant du sang destiné a la préparation de igg@dunguins labiles a usage thérapeutique dinest que
sur chaque donneur avant tout prélevement de eslkduches hématopoiétiques ou de cellules sorastiqu

mononucléées destinées a la réalisation de prépaaellulaires :

1° La détermination des groupes sanguins érythaoresd, qui comprend :

a) La détermination du groupe dans le systeme ABO ;

b) La détermination du groupe Rh D (RH1) et, endm®&h D négatif (RH :-1), la détermination des autres
antigénes du systéme rhésus : C (RH2), E (RH3), c (RtH)|RH5) ;

2° La recherche des anticorps anti-érythrocytgims/ant avoir une incidence clinique transfusiolengl

3° La détection des anticorps anti-A et anti-B imswin

4° Le dosage de I'hémoglobine ou la déterminat®bhhé&matocrite ;

5° Les tests et analyses biologiques suivants erduudépistage de maladies transmissibles :

a) Le dépistage sérologique de la syphilis, la eeste de l'infection par l'agent de la syphilis tpétie
réalisée en différé, dans les heures ouvrablessuig prélévement de cellules souches hématogoéstiou
de cellules somatiques mononucléées destinéegalisation de préparations cellulaires ;

b) La détection de 'antigéne HBs ;

c) La détection des anticorps anti-VIH 1 et antH\ ;

d) La détection des anticorps anti-VHC ;

e) La détection des anticorps anti-HTLV-I et anfittV-II ;

f) La détection des anticorps antipaludéens chezldaneurs ayant séjourné dans une zone d'endémse d

les conditions fixées par l'arrété prévu a l'agtie] 1221-5;

g) La détection des anticorps anti-HBc.

Tableau 2°; Art. D. 1221-6 du code de la santé puQue

24



Introduction bibliographique

1.3.1.5Sécurisation par traitement pro-actif

La sécurité des produits sanguins labiles s’eseldgpée grace a la mise en ceuvre de
plusieurs mesures nécessaires et complémentaims. ivalgré la « sélection » médicale et
biologique du donneur, les tests de dépistage digsemts virus transmissibles (par I'étude
de la présence d’anticorps et plus récemment génm)ila déleucocytation systématique
des PSL, il persiste un risque résiduel d’'infec{iBarbara, 2004b; Barbara, 2004a). Ce risque
varie en fonction du type de PSL, risque bactéaiat les concentrés de plaquettes conservés
a 22°C (Benjamin, 2005) ou parasitaires avec leR @ risque persiste également avec des
virus connus dont on ne dispose pas de test detdgpi utilisables en transfusion (souche
virale variante non dépistable, mauvaise sensbileg test, examen pratiqué dans la fenétre
sérologique du donneur, ou patient immuno-silengieu

La mise en place de tests sérologiques et de dgpigienomique viral a cependant démontré
son efficacité. En 2003, selon I'InVS, le risquetdimsmission du VIH par transfusion est de
I'ordre de 1/3150000 dons, 1/210000000 pour le VABAOO00 pour le VHB (Pillonel and
Laperche, 2005) mais il persiste malgré tout uguésd’infection. De méme le risque de
contamination bactérienne de la poche de prélevepasiste malgré les précautions prises
au moment du prélévement qui est une étape prapi@eontamination (désinfection du site
de phlébotomie, diversion des premiers millilitrde sang (35 ml), déleucocytation)
notamment pour les concentrés plaquettaires coliser22°C, température idéale pour le
développement bactérien (Hillyer et al., 2003).

Les modifications épidémiologiques mondiales etvegages jouent un réle important dans
I'’émergence de nouveaux virus émergeants, comnfatde cas pour le WNV, le virus du
chikugunya ou encore le coronavirus de la grippéai responsable du syndrome
respiratoire aigu sévere (SRAS) apparu en Chin082. La possibilité de transmission par
transfusion d’'un prion pathologique, variant demaladie de Creutzfeld-Jacob, reste une
menace potentielle, puisqu’il n’existe ni test dépidtage chez le donneur, ni méthode
d’élimination dans les PSL (Blajchman et al., 20MCutcheon et al., 2011). De plus le
risque infectieux est accru chez les receveursnadtel’'un syndrome immunodéficitaire

primaire ou secondaire (Allain et al., 2005).

Les tests actuellement utilisés sont limités etigpaar la fenétre sérologique d’apparition des

anticorps, du faible nombre de copies virales gsdésts peuvent détecter, de la survenue de
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virus, de bactéries ou protozoaires émergents. pallier a ces limitations, une inactivation
des pathogenes dans les produits sanguins laBilegiksée. Il s'agit de méthodes proactives
qui ont déja fait leurs preuves sur certains prizgléd savoir le plasma, avec pour la plupart
d’entre elles une absence de toxicité et d’effebsdaire majeur des plasmas thérapeutiques
et autres MDS. Cependant d’apres les derniéresnmemdations de '’ANSM, le traitement
au bleu de méthyléne du plasma a été arrété psigeasent jusqu’a son arrét définitif depuis

le 1 mars 2012 a cause de certains effets secesdair

1.3.1.5.1Les méthodes d’inactivation des agents pathogéenes

Il existe deux types de méthodes d’inactivation pighogeénes pour les PSL, les techniques
photochimiques et les techniques biochimiques @wih2008).

L’inactivation virale a démarré avec le plasma dp@utique il y a presque une vingtaine

d’années, mais les procédés n'ont pas pu étre wdeadx concentrés plaquettaires et
globulaires car les substances utilisées (tri-pdbphosphate/triton, bleu de meéthylene)

détruisaient les cellules sanguines. D’autres mlésént ensuite fait leur apparition et ont

permis d’envisager I'inactivation des produits sang cellulaires.

1.3.1.5.1.1 L’inactivation des agents pathogénes dans les concentrés plaquettaires par

amotosalen (systéme Intercept®)

L’amotosalen est un psoraléne synthétique (S-59-B&isible aux UVA. La molécule est un
intercalant des acides nucléiques. Il va alorsablétdes liaisons réversibles avec ’ADN ou
ARN des pathogénes. Puis ces liaisons devienngnensibles apres illumination par des
UVA formant ainsi des adduits qui interrompent degdes nucléiques toutes les 83 paires de

bases empéchant toute réplication et syntheseiguet@/Vollowitz, 2004) (Figure 9).
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Amotosalen UVA lllumination

Targeting |

Intercalation Crosslinking

Helical region of
single- or double-stranded Replication blocked
DNA or RNA

Figure 9 : Mécanisme d'action de I'amotosalen

Ce traitement inactive efficacement un grand nonder&irus enveloppés et non enveloppés,
de bactéries Gram + et Gram - et parasites (Lal.e2005; Lin et al., 2004; Sawyer et al.,
2007) (Tableau 3). Ce procédé permet égalemerddatiirer les lymphocytes résiduels (Grass
et al., 1998), qui lorsqu’ils ne sont pas inactipés irradiation gamma, sont responsables de
la trés grave réaction du greffon contre I'h6te zches receveurs immunodéprimés. Le
traitement au psoralene s’est avéré plus efficamel'grradiation gamma pour la prévention
de la GvH (Grass et al., 1999). Ce procédé a dtdévpar 'ANSM depuis peu pour le
traitement du plasma thérapeutique. Le traitematrame la diminution du taux de facteurs
de la coagulation et de leurs inhibiteurs natudelss des proportions acceptables (Hambleton
et al., 2002).
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Tableau 3°: Inactivation des pathogénes par traiterent a I'amotosalen
(Bryant & Klein 2007)

1.3.1.5.1.2 L’inactivation des agents pathogénes dans les concentrés plaquettaires par riboflavine

(systeme Mirasol®)

La riboflavine (ou vitamine B2) est tres répandamgiles aliments naturels (céréales, levure
de biere, foie, ceufs et lait). Elle résulte dedenbinaison d'une flavine (colorant jaune) avec
un ribose.

La riboflavine a une structure moléculaire a 3 egc{comme I'amatosalen) qui s’intercale
entre les bases des acides nucléiques. La ribn#aest sensible a la lumiere (UVA-UVB-
UVC), ce qui va entrainer une photolyse par trahsi&lectrons et réaction d’oxydation
entrainant les cassures des ADN et ARN des patlesg&uane et al., 2004) (Figure 10). La
riboflavine, fixée sur la guanine, va oxyder celéeniére par transfert d’électron. Il va y avoir
également formation de superoxyde, générant desatad de peroxyde et d’hydroxyle

altérant également les acides nucléiques (DardadePdatz, 2002). La riboflavine et ses
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produits de dégradation, a savoir le luminochromia éuminoflavine, ne sont pas toxiques,
ces trois produits étant naturellement présents dmourriture et autres produits naturels
(Hardwick et al., 2004). Le retrait ou lI'adsorptioie la riboflavine et de ses produits de
dégradation n’est donc pas nécessaire avant iojedt PSL. Tout comme I'amotosalen, la
riboflavine montre un large spectre d’action sus larus, les bactéries, les parasites et
leucocytes résiduels (Goodrich, 2000) (TableauCatte viro-inactivation modifie peu les

fonctions plaquettaires et leur taux de survie sfransfusion reste quasi identique a un
produit non traité (Reikvam et al., 2010). Des mssshniques de phase Il se sont déroulés
entre 2005 eR009 (2010), et ce traitement est actuellementrizétalans différents pays

européens tels que la Belgique ou la Pologne.

Reduction . Cross-ling
pathogen =
. agent

Intercalation

DNA or RNA
of pathogen

Destruction
Figure 10: Action de la riboflavine par destructiondes acides nucléiques
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Infectivity Log Reduction
viral Pathogens Enveloped Riboflavin/UV-A Platelets

Human immunodeficiency 1/2 s-RIN/ + 5.93 + 0.20 cell associated and cell free
+ 0.39 intracellular

West Nile

PPV (surrogate for human erythro B19

Aerobes Vs Infectivity Log Reduction

Microbial Pathogens Anaerobes Riboflavin/UV-A Platelets

Escherichia coli Ny Aerobe
Saphylococous epidermidis Pos Aerobe

Infectivity Log Reduction
Microbial Pathogen Class Riboflavin/UV-A Platelets

leshmania dooowani inlantum Protozoa =50

Tableau 4°: Inactivation des pathogénes par traitent a la Riboflavine
(Bryant & Klein 2007)

1.3.1.5.1.3 L’inactivation des agents pathogénes dans le plasma par pasteurisation

La pasteurisation est un traitement de chauffagel@eheures a 60 °C a l'état liquide
(Heimburger and Karges, 1989). L'inactivation wradst obtenue par la dénaturation des
composeés viraux par la chaleur inhibant notammeméplication du pathogene. Traitement
dénaturant des protéines, la pasteurisation regdes stabilisants pour confiner dans des
limites de 10 % a 30 % les pertes de l'activitéldgique, restreindre le potentiel de
dénaturation protéique et l'apparition d'agrégatac( Leod et al., 1984). Les agents
protecteurs peuvent étre spécifiques de certainstit@ants plasmatiques ; c'est le cas du
caprylate de sodium et du tryptophanate de sodijum par fixation sur la protéine, évitent la
dénaturation thermique de l'albumine (Gellis aneéfide1948). D'autres, comme des sucres
(sucrose) (Heimburger and Karges, 1989), des polfgurbitol) (Mac Leod et al., 1984), ou
des acides aminés (lysine, glycine, arginine) (Mdtoet al., 1985b; Hilfenhaus et al., 1987),
exercent une stabilisation globale de l'activitéldmique des facteurs de coagulation, des
inhibiteurs de protéases, ou des anticoagulantslolent les processus d'agrégation thermo-

induits (immunoglobulines G).

Ce traitement a démontré une capacité a inactivigrehts types viraux enveloppés ou non
tel que le VIH, les virus de I'hépatite B et C (VHB VHC) (Heimburger and Karges, 1989;
Nowak et al., 1993; Groner, 2008), le parvovirus9BBurnouf-Radosevich et al., 1993;
Blumel et al., 2002).
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1.3.1.5.1.4 L’inactivation des agents pathogénes dans le plasma par traitement au Bleu de
Méthyléne
Le bleu de méthylene (BM) ou chlorure de méthyhimaum appartient a la famille des
phénotiazines, molécules couramment utilisées ampdicologie comme antipsychotique.
Connu comme colorant dont le spectre d’adsorpteoottaive entre 550 et 700 nm, il est sujet
a une multitude d'applications dans de nombreux aloes: colorant alimentaire,
antiseptique, indicateur d’oxydoréduction, colordristologique (teintant notamment le
collagene). Il permet le traitement de la méthéminigémie grace a ses propriétés d’agent
réducteur, mais est également utilisé en thérapatopdynamique pour certains cancers et
autre infections (Mito et al., 2012; Tardivo et, &005; Lyon et al., 2012; Ascencio et al.,
2007).
Cette propriété photosensible est due a la strictlimique des phénothiazines. Cette
thérapie photo-dynamique est basée sur la capdeit€ées molécules, une fois excitée
énergétiquement par la source lumineuse, a gérdaerformes actives de l'oxygene,
extrémement électrophiles. Cette oxygéne activéingulet va oxyder les biomolécules les
plus proches au niveau des doubles liaisons. LepBddentant une affinité pour les acides
nucléiques, se fixant sur la base azotée guaniaga(ri et al., 2010) et S’intercale dans la
double hélice. L'ADN sera alors dénaturé de manigréversible par I'oxygéne actif,
générant des problémes de réplication et autre gmamstructuraux et fonctionnels des
protéines virales (Owada et al., 2000). Quand led3¥dans un état excité, il peut rester sous
un état dit triplet (n’activant pas I'oxygéene). Umderaction directe avec des molécules
adjacentes conduit a un transfert d’électrons ostrattion d’'un hydrogéne allylique de
molécules insaturées pouvant conduire a la formatiespéce radicalaire. C’est ce principe
de photoexcitabilité qui est utilisé pour la virkéauation du plasma.
Le BM est particulierement efficace contre les sirnveloppés, leur enveloppe semblant
présenter une haute affinité pour le colorant, dacentrant ainsi au niveau des virus les
rendant donc sensible a l'inactivation. Ce procgdsét révélé particulierement efficace contre
les rétrovirus du VIH, VHC et VHB, et autre virus th famille herpesviridae (Owada et al.,
2000; Miller-Breitkreutz and Mohr, 1998). Certaivisus non-enveloppés se sont avéres

sensibles aux BM comme le parovirus B19 (Williamsoal., 2003).
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2 Intérét des Plaquettes en Thérapie Cellulaire

Les PSL sont destinés en majeure partie a la traiost. Alors que le plasma thérapeutique se
congéle et peut étre stocké durant un an et qué®R ont une durée de conservation de 42
jours, une fenétre d'utilisation relativement imjamte, qu’'en est-il pour les concentrés
plaquettaires ? Les CPA et MCP ont une validit€idg jours, dont deux jours nécessaires a
leur préparation. Ces produits n'ont donc qu’uneéfee d'utilisation de trois jours. Le
stockage a long terme de concentrés plaquettagteaugourd’hui impossible bien que des
études soient en cours sur leur lyophilisationeaur Eéodratation (Joshi et al., 2012)

Malgré ces difficultés, depuis une dizaine d’anndes plaquettes sont utilisées pour de
nouvelles applications: la réparation tissulairdaetulture cellulaire a usage thérapeutique
chez I'Homme. Certains dispositifs commerciaux petent au lit du patient de préparer a
partir de sang total un PRP autologue injectablisée de réparation osseuse en stomatologie
(Daif, 2012).

2.1 Le plasma riche en plaquettes humaines

Le plasma riche en plaquettes ou PRP est une ddisigrgénéralisée d’'un plasma contenant
une forte quantité de plaquettes sanguines (Retllak, 2011), mais le terme n’englobe pas
uniquement les CPA et autres MCP. Un PRP peutodtienu a partir d’'un tube de sang sous
anticoagulant centrifugé (Figure 11), mais ce dmrnia pas de finalité transfusionnelle. La
concentration en plaquettes est autour d’'un nullide plaguettes par ml (Weibrich et al.,
2004).
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PPP
(discarded)

ERE
(discarded)

P-PRP = some PPP
+ buffy coat fraction

PPP

Step 2A. Option P-PRP
Hardspin long centrifugation

L-PRP = some PPP
+ buffy coat
+ residual RBC

Step 2B. Option L-PRP
Hardspin long centrifugation

‘ Step 1. Softspin short centrifugation ‘

TRENDS in Biotechnology

Figure 11 : Les différentes appellations du plasmean fonction de sa portion cellulaire
(Dohan Ehrenfest et al., 2009)

PPP:plasma pauvre en plaquette.

BC: de couleur blanchatre, contient la majorité desjpéttes et des leucocytes.

RBC: hématies.

PRP:apres centrifugation: plasma riche en fibrine € partie du buffy coat (sans leucocyte).
L-PRP:apres centrifugation: plasma riche en fibrine #ijpooat (entier) +un peu d’hématies.

2.1.1 Quelques utilisations du PRP

2.1.1.1Utilisations directes

Ces dernieres décennies, les propriétés du PRBusaité un intérét dans d’'autres domaines

que celui de la transfusion. Sa forte concentratemm plaquettes est corrélée a une

concentration élevée en facteurs de croissanceSKPD b-FGF, VEGF, IGF-1, TGB)

(Luttenberger et al., 2000; Spencer et al., 19237¢ki et al., 1984); des molécules bioactives
comme la sérotonine, I'histamine, la dopamine,ddénosines, les catécholamines. Le PRP
possede également des propriétés gélifiantes parésence des facteurs de coagulation

composant le plasma lui-méme. C’est dans le midiesi années 80 que les premiers articles

sur une nouvelle utilisation du PRP firent leur ajmon, notamment en chirurgie maxillo-

faciale pour ses effets pro-cicatrisant (Matrag85)9Cette technique est aujourd’hui toujours

d’actualité avec la mise sur le marché d’appam@gplus en plus sophistiqués (Marx et al.,
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1998; Watt-Smith, 2005). Le PRP est utilisé commiéediologique dans le but de stimuler
et améliorer la cicatrisation de tissus par effudente des facteurs de croissance. Parmi les
premieres applications, nous pouvons souligneesalk Whitman et collaborateurs utilisant
un PRP comme substitut des colles de fibrine darmomplexité et les colts de production
limitent leur utilisation & grande échelle (Whitmah al., 1997; Gibble and Ness, 1990).
D’autres domaines d’application ont récemment vujdar: traumatologies sportives
(Sanchez et al., 2007; De Vos et al., 2010; Sanehed., 2009), traitement de I'arthrose
(Sanchez et al., 2008; Kon et al., 2011) ou entomhirurgie plastigue (Bhanot and Alex,
2002; Ebisawa et al., 2008), et bien d’autre abi&si chez 'lhomme que I'animal. Le PRP a
par ailleurs des propriétés bactériostatiques, gnise évidence sur le Staphylocoque
epidermidis et le Staphylocoque aureus, réduisams$i des risques de contamination
microbienne de la zone traitée, intéressant nomm@n chirurgie orthopédique (Bielecki et
al., 2007).

Ces différentes applications citées, mise a pattalasfusion, utilisent des PRP autologues.
Quelques compagnies pharmaceutiques ont mis soalehé des kits de préparation de PRP
comme le Plateltex® par Bratislava (Slovaquie), 8RRReP® par Harvest Corp (USA),
Density Platelet Gel Kit B par Atanasio medical IBfance ou encore Vivostat®

2.1.1.1.1Elaboration de ces produits riches en facteurs aeissance

La préparation de ces produits ce fait a partindwéléevement de sang périphérique sous
anticoagulant. L’échantillon va alors subir une toéugation pour séparer les différents
constituants du sang comme pour la préparationP&s (Dohan Ehrenfest et al., 2009).
Certaines équipes prélevent I'échantillon de sarapss anticoagulant; pendant la
centrifugation, I'échantillon va coaguler et forman caillot de fibrine riche en facteurs de
croissance (fibrin rich platelet ou PRF clot) (Ckiawn et al., 2006) (Figure 12).
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(a) §

ST

TRENDS in Biotechnology

Figure 12 : Formation d'un PRF
(Choukroun et al., 2006)
La centrifugation d’'un tube de sang va entrainesdparation du plasma, des plaquettes
leucocytes et des globules rouges. L&it® d’anticoagulant va entrainer la formation
caillot de fibrine emprisonnant les plaquettes
PPP: platelet poor plasma ; PRF : platelet richrfibRBC: red blood cells.

Apres cette étape de centrifugation du sang sotisoagulant, celui-ci est séparé en trois
phases : un surnageant composé de plasma pauplagrette (PPP), le « buffy coat » qui
constitue la phase intermédiaire dans laquell@leguettes et les leucocytes sont concentrés
et le culot de globules rouges (GR). Le PRP peursatre prélevé en mélangeant une partie
du PPP avec le buffy coat. La différence avec I&PMst la présence des leucocytes.
Généralement les plaquettes sont activées parli@udi¢ thrombine bovine et/ou de chlorure
de calcium. L'activation entrainant la dégranutatides granules: et la libération des
protéines de coagulation et autres facteurs dessaoce, calcium, ADP et sérotonine. Le
fibrinogene va alors se polymériser et gélifiePRP. Cette approche aboutit a la formation
d'une trame de fibrine aux propriétés hémostatiqes adhésives particulierement
intéressantes qui est utilisé en chirurgie comnoelle biologique » capable de libérer de

facon lente et prolongée des facteurs de croissance

Nombreuses sont les applications de ces produitséparation tissulaire et notamment
osseuse. Les acteurs principaux sont les facteucsoissance qui stimulent la prolifération er
différenciation cellulaire. Ne seront détaillésdeissous les principaux facteurs de croissance

d’intérét pour la prolifération des cellules soukh@@senchymateuses (CSM).
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2.1.1.1.2PDGF (platelet-derived growth factor)

Le PDGF est une glycoprotéine cationique ayantrnasse moléculaire d'environ 30 kDa et
composée de deux sous-unités liées de facon coeakdsignée comme les chaines A (16-
18 kDa) et B (de 14,5 a 16 kDa). Il est contenusdas granules des plaquettes et sécrété
lors de l'activation de celles-ci. Il est aussirgé€ par les macrophages et les ostéoblastes.
Dans les plaquettes, environ 70 % du PDGF est préseis la forme de I'hétérodimére AB.

Il stimule la multiplication des CSM, des fibrobies, des ostéoblastes, des chondrocytes, des
cellules endothéliales ou des cellules musculalieses vasculaires. C’est un facteur
chimiotactique puissant pour les cellules fibrotitpses et les cellules polynucléaires
impliquées dans les processus de réparation tissulastimule la synthese de collagéne, de
phospholipides, d’esters de cholestérol, de glyaegéde prostaglandines ainsi que la synthése
d’autres facteurs de croissance (Intini, 2009)nidié a forte concentration au niveau du site
de fracture osseuse chez la souris et 'Homme @wmdet al., 1995; Fujii et al., 1999),
I'injection localisée de PDGF est bénéfique pourdgénération osseuse ou dans les défauts
parodontaux (Cho et al., 1995; Park et al., 2088anmoins, l'injection d’'une forte dose peut
inhiber le processus de régénération osseuse (Nlatdd., 1993; Nevins et al., 2005).

In vivo, le PDGF semble interagir avec le TEE{Transforming Growth Factd¥1) qui est

eégalement libéré par les plaquettes au niveausdu andommagé.

2.1.1.1.3TGF- g (transforming growth factor-beta)

TGF est un facteur de croissance multifonctionnells$tisé par plusieurs types de cellules.
Les plaquettes sont une source majeure de f@R-circulation (Blakytny et al., 2004). Les
réles du TGH3 sont la stimulation de I'angiogenése ainsi quedessance, la stimulation et la
production de la matrice extra-cellulaire par leButes mésenchymateuses. Il est également
un agent chimiotactique important pour les neutilephles macrophages et les fibroblastes
(Cromack et al., 1990; Fava et al., 1991). Tg€xiste sous cing isoformes faisant partie de
la superfamille des TGB- Les étude# vitro montrent que TGIB-est mitogénique pour les
fibroblastes, mais inhibe la prolifération d'autoetlules dont les kératinocytes (Werner and
Grose, 2003). Les étudasvivo démontrent le potentiel de formation osseuse de-fGlans
des défauts osseux créés chirurgicalement (CocamnanWozney, 1999). D'autres études
suggerent un effet bénéfique de T@EIrsqu'il est utilisé dans les procédures de régdion
tissulaire guidée pour augmenter et accélérerrlmdbon osseuse (Ruskin et al., 2000). Les

études actuelles montrent que T@Hduit la prolifération de plusieurs types de gleds sans
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avoir la capacité d'initier la formation osseuseelferman et al.,, 2002; Oreffo, 2004).
Cliniguement, certains auteurs observent qu'uneirastmation systémique de TGFpeut
causer des effets secondaires indésirables, alaes I@dministration locale semble

significativement plus sécuritaire (Luginbuehl ket 2004).

2.1.1.2Utilisations indirectes du PRP

Méme si la transfusion de plaquettes est une théaglulaire a part entiere, les propriétés
des plaquettes se sont montrées tres intéresganteproduire des cellules en cultimevitro
pouvant potentiellement répondre a toutes les tatiethans ce domaine : Forte prolifération

cellulaire, temps de culture diminués, sécuritéweec

La « culture cellulaire » utilise un ensemble dghteques pour faire croitre des cellules hors
de l'organisme. Le milieu de culture utilisé est omlieu nutritif comprenant des sels
minéraux, des acides aminés, vitamines, sourcagétitpies, molécules tampon et autres. Il
est possible d’accroitre le taux de croissanceesecellules en supplémentant le milieu en
facteurs de croissance et en protéines diverseermms dans le sérum d’animaux (bceuf,
cheval) (Takaoka and Katsuta, 1975).

Il existe deux facons de supplémenter un miliewcdéure en facteurs de croissance. L'une
consiste a composer « manuellement » le milieu difé&rents facteurs protéiques (Chase et
al., 2010), conditionnés sous forme tres purifi€haque protéine est ainsi ajoutée
individuellement a la concentration souhaitée. hi@age de ce processus est de connaitre
précisément la composition du milieu (milieu défirCes facteurs sont, généralement, des
protéines issues de l'industrie de la biotechn@o@igma Aldrich, Invitrogen). Mais en
contre partie, le milieu créé se révele avoir uiit celativement éleve.

La seconde facon de supplémenter un milieu de reutist I'ajout d'un meélange de facteurs
de croissance et de protéines (Von Seefried andVidide, 1976). Le produit le plus
couramment utilisé de nos jours est le sérum de Vestal (SVF). Le SVF est riche en
nombreux facteurs de croissance et autres nutrameinpauvre en facteurs inhibiteurs de
croissance idéale pour la culture de cellules gotas. Contrairement au procédé précédant,
la composition de ce supplément n'est pas connéeiggiment, le milieu devient empirique
nécessitant la sélection de lots efficaces powudkl type cellulaire. Ce produit se révéle par

contre étre d’'un rapport qualité/prix avantageux.
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La thérapie cellulaire utilisant les CSM (Capla@0?2), nécessite une étape de cultaoreitro
pour amplifier le nombre de cellules. Pour cel&\4- n’est pas le candidat idéal du fait de sa
production en «lots », issus d'un meélange de ped@hents multiples et du risque de
transmission d’agents infectieux d’origine anim@& : BVDV, vCJD) (Cobo et al., 2006;
Dietz et al., 2007; Doerr et al., 2003). Il fut pvé@ que chaque lot de sérum est hétérogéne en
termes d’efficacité de prolifération cellulairedst qualité des cellules produites (Honn et al.,
1975). Malgré la validation de lots utilisables @ndition clinique (contréles qualité tres
poussés et colteux), le risque nul n'existe pasakant ainsi des risques de contamination.
Certaines études démontrent méme que du matélielage cultivé en présence de SVF a
entrainé une xeno-immunisation contre des protén@sales chez le receveur (Spees et al.,
2004; Selvaggi, Walker, and Fleisher, 1997; Tusghetnal., 2002). Ainsi, son utilisation est
fortement critiquée par de nombreuses associatdmssanté publique de divers pays
spécialisées dans ce domaine (Jochems et al.,.2@6&)e d’'un point de vue éthique, le SVF
serait critiquable quant a son mode de productidBMA (Europeans Medicines Agency)
préconise dans les bonnes pratiques de fabric@Bood manufacturing practice ou GMP)
une utilisation d’'un milieu de culture sans séruavib pour assurer la qualité du produit
injecté des que le produit est destiné a 'THOmm&RBPEAN COMMISSION, 2011)
(Committee for Medicinal Products for Human Use {@P, 2012).

Le SVF reste cependant encore utilisé pour la rilte cellules humainesx vivo avant
administration, puisqu’il n’existe pas encore afative efficace et reconnue ayant un

rapport qualité/prix comparable.

Depuis presque trois décennies, quelques équipssraeintéressees a la recherche d’'une
nouvelle source de facteurs de croissance (EastamehSirbasku, 1978). Des recherches se
sont orientées vers le sérum humain (Avgoustiniatad., 2012; Tekkatte et al., 2012), mais

le sérum d’'un adulte s’est avéré moins efficace lgu8VF. Le sérum de sang de cordon

ombilical apparait étre trés intéressant maistlasks sont trés limités.

Plus réecemment, il est apparu qu'un milieu supplaggar du PRP cryolysé permet une

prolifération accrue des CSM humaines, comparé @iliau supplémenté en SVF (Doucet et

al., 2005). Dans ces conditions, le temps nécesgaiur obtenir un nombre important de

cellules en vue d’une utilisation clinique est pkaurt qu’avec un milieu supplémenté en

SVF. Dans cette étude le PRP appelé lysat plageetlgp) est issu d’un PSL humain, il
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répond donc aux normes sanitaires en vigueurs -vis-ale la transmission d’agents
pathogénes.

La méthode développée par Doucet et ses collalwsatn 2005, consiste a effectuer un
cycle de congélation et décongélation a -80 °C miaienir un plasma riche en plaquettes
lysées contenant les facteurs de croissance lihgaedes plaquettes. Contrairement a la
méthode d’activation plaquettaire par ajout derisme bovine et/ou de chlorure de calcium,
la cryolyse produit un lysat plaquettaire qui resteis forme liquide et dont les facteurs de

croissance sont directement utilisables en cuttaliglaire.

C’est cette utilisation des plaquettes pour lauzaltellulaire qui a guidé mon travail de these.
Mon objectif a été d’optimiser les performancesceesubstitut plaquettaire en vue d'une

utilisation pour la culture des CSM a visée théuwtipee.

3 Les cellules souches multipotentes mésenchymateus es

3.1 Les Multipotent Adult Progenitor Cells

Les MAPC (multipotent adult progenitor cells) sal@s cellules souches trés primitives de
type embryonnaire découverte en 2002 a partir deolelle osseuse humaine et murine (Jiang
et al., 2002; Verfaillie, 2005). Comparables autlubes souches mésenchymateuses et
hématopoiétiques, elles different des CSM a I'éetienscriptomique (Ulloa-Montoya et al.,
2007). Cette population de cellules souches muétites a un potentiel de prolifération et de
différenciation plus large que celui des CSM. Eunspli'étre capables de se différencier en
cellules endoblastiques (hépatocytes) (Schwardt. ,€2002), mésoblastiques (endothéliales et
hématologiques) (Reyes et al., 2002), les MAPC eerusge différenciem vitro en cellules
neurales. En raison de leurs spécificités, les MAB décrites comme étant les ancétres de
toutes les populations hématopoiétiques et mésaratlyses présentes dans la moelle
osseuse humaine (Coulombel, 2003; Verfaillie, 200%) plus, ces cellules semblent pouvoir
étre cultivéedn vitro de maniére infinie (>100 doublements) sur un supprouvert de
fibronectine, dans un milieu de culture trés pausmesérum et en présence d’EGF et de
PDGF a une tres faible densité cellulaire (Veritait al., 2003). L'existence de ces cellules a

cependant été controversée et les résultats exgrganmx remis en question.
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3.2 Les cellules souches mésenchymateuses humaines

C’est en 1976 que pour la premiere fois Freidensteises collaborateurs, ont isolé de la
moelle osseuse de rat les premieres cellules pitoigéa du tissu squelettique (Friedenstein et
al., 1976). Ces cellules stromales de type fibgtijae cultivées a faible dilution sont
capables de former des colonies nommeées dans arigpreemps CFU-F (Colony Forming
Units-fibroblast) puis Marrow Stromal Cells (MSCpyr leurs roles de soutien dans les
structures mésenchymateuses. En 1991, elles soommeées « Mesenchymal Stem Cells
(MSC) » par Arnold Caplan (Caplan, 1991) pour leapacité a se différencier en tous types
de cellules de la lignée mésenchymateuse (FiguteCE3n’est que trés récemment (en 2005)
que l'International Society for Cellular Therapys@T) a recommandé comme désignation
officielle « Multipotent Mesenchymal Stromal Cellsen gardant I'acronyme MSC (Horwitz
et al., 2005).

Seif renewal et Mesenchymal Stem Cell (Caplan and Bruder 2001)
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Figure 13 : Schéma illustrant les différentes lignés cellulaires issues des CSMh

Les CSMh sont présentes principalement dans lalenosseuse (1/£@ 1/1G des cellules de

la moelle osseuse) chez I'adulte (Caplan and Bruz{#d1). Elles ont été mises en évidence

dans de nombreux autres tissus : le tissu foetplat®nta, la paroi du cordon ombilical (gelée

de Wharton), le systeme vasculaire (Abedin et 2004), le tissu adipeux (Dicker et al.,
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2005), le périoste (Nakahara et al., 1990; Fukunettal., 2003), le cartilage (Alsalameh et
al., 2004), le liquide synovial (Jones et al., 200ds muscles (Young et al., 2001), les
tendons (Salingcarnboriboon et al., 2003) et le (Pekel et al., 2006). En culture, les CSMh
sont obtenues a partir de la fraction adhérenteceligdes de la moelle osseuse (Pountos and
Giannoudis, 2005). Ces cellules multipotentes awex forte propension a s’'autorenouveler
(clonogéniques) font partie des cellules soucheteglqui se multiplient trés efficacement en
culture, en conservant intact leur « potentiel seue. En effet, il fut montré qu’elles sont
capables, en fonction des conditions de cultureseddifférencier en ostéoblastes (Luria et al.,
1987; Owen and Friedenstein, 1988), en chondradasen adipocytes et méme en
myoblastes (Wakitani et al., 1995; Kassem, 200dutds ces caractéristiques font des CSMh
de véritables candidates pour une utilisation tewdque en meédecine régénératrice
(Pittenger et al., 1999).

3.2.1 Heétérogeneéité des CSMh

Les CSMh adultes présentent une hétérogénéitéisnrde la diversité des tissus auxquels
elles appartiennent, de I'age du donneur, maisségzit de leur taille, de leur morphologie et
de leurs potentiels de différenciation ou de péodifion (Aubin, 1998; Phinney et al., 1999;
Colter et al., 2001; D’Ippolito et al., 2004). Ctgmur ces raisons principales que le terme de
cellules stromales de moelle osseuse est plus pp@roour désigner 'ensemble des cellules

adhérentes de la moelle osseuse (Bianco et all)200

3.2.2 Phénotype des CSMh de la moelle osseuse

Comme toutes les autres cellules, les CSMh présedte nombreux marqueurs de surface
cellulaire. Mais, a ce jour, il n'existe aucun maeqr spécifique pour l'identification des
CSMh. Leur identification se fait par la mise endéwnce de la présence ou non d'un

ensemble de marqueurs de surface et de certainetsofts caractéristiques.

Les CSMh peuvent étre caractérisées et identifiges

» un phénotype fibroblastoide et une capacité a adl@surface plastique de culture
(Friedenstein et al., 1968)

* un pouvoir clonogénique leur permettant de formmecdture des colonies cellulaires
(CFU-F) dérivées d'une seule cellule (D’lppolito &t, 1999; Owen et al., 1987,
Quirici et al., 2002)
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* l'absence d'expression de marqueurs de type héwigtigque CD3, CD4, CDA45,
CD14, CD11la et CD34 (Ko¢ and Lazarus, 2001) (Rygenand Martin, 2004)
permettant de les distinguer des cellules hémadtipaes par cytométrie de flux

* |'expression de ligands également présents suuftace des cellules matures des
lignées hématopoiétiques, incluant ICAM-1, ICAMMAZAM-1, ALCAM-1, CD72,
et LFA-3 (Majumdar et al., 1998; Minguell et al.Q@®) soulignant ainsi I'étroite
interaction entre ces deux types cellulaires

» la sécrétion de nombreuses cytokines (Kim et 8052, de facteurs de croissance, de
molécules adhérentes et de protéines de la maxicacellulaire (Silva et al., 2003)
(Guo et al., 2000) jouant un rdle dans leur pouwvomunomodulateur

* [|'expression de nombreuses intégrines jouant ua irdportant dans la mobilité des
CSMh (Docheva et al., 2007)

* les CSMh ont une faible immunogénicité qui se titagar 'absence d’expression
d’antigenes HLA de classe Il. Cependant, cetteesgion est inductible en particulier
par I'interférony (Le Blanc et al., 2003)

« I|'expression d’antigenes membranaires CD90, CDID7E; CD105, STRO-1, HLA-
DR (Pittenger et al., 1999; Jones et al., 2002)

La liste des marqueurs de surface des CSMh étagtidn le Tableau 5 reprend I'essentiel des

marqueurs importants (liste non exhaustive).
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Les Marqueurs des CSMh

Type de Marqueurs

Expression POSITIVE

Expression NEGATIVE

Références

Antigénes

spécifiques

SH2, SH3, SH4, STRO-1,
MAB1740, smooth muscle
actin

(Haynesworth, Baber, and
Caplan, 1992)

Marqueurs de
surfaces et

cytoplasmiques

CD29 (intégrine 1), CD44 (H-
CAM, Pgp-1), CD49a, (VLA-1),
CD51, CD54 (ICAM-1), CD58,
CD71, CD73 (SH3), CD90
(Thy-1), CD102, CD105
(endogline,SH2), CD106
(VCAM-1), CDw119, CD120a
(TNFR-1),b, CD123, CD124,
CD126 (IL6R), CD127,
CD140a, CD166 (ALCAM),
P75, TGFb1R, TGFbIIR, HLA-
AB,C, SSEA-3, YS08, YS14,
YS18
vimentine, ténascine,
ostéocalcine

CD3, CD4, CD6, CD8, CDS9,
CD10, CD11a,b, CD13
(aminopeptidase N), CD14
(LPS-R), CD15, CD18, CD20,
CD21, CD25, CD31 (PECAM-
1), CD34, CD36, CD38, CD45,
CD48, CD49d, CD50,
CD62E,L,S, CD68, CD80,
CD86, CD90 (Thy-1), CD95,
CD117, CD133 (prominin-like
1), CD135, CD144, SSEA-1

(Minguell, 2001) (Haynesworth,
Baber, and Caplan, 1992) (Sillaber et
al., 1999) (Barry et al., 2001) (Dennis

et al., 2002) (Jones et al., 2002)
(Baddoo et al., 2003) (Meirelles Lda

and Nardi, 2003) (Tuli et al., 2003)

(Boiret et al., 2005) (Wang et al.,

2006) (Yoon et al., 2005) (Izadpanah
et al., 2005)

Matrices

extracellulaires

Collagen type LILIILIV,V et VI,
Fibronectin, Laminin,
Hyaluronan, Proteoglycans,
Alkaline phosphatase

(Vilamitjana-Amedee et al., 1993)
(Minguell, Erices, and Conget, 2001)

Molécules

d'adhésion

intégrines:avR3, avp5
chaines intégrines:
al,02,a3,04,a05,av,1,83,84
ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1,
ALCAM-1, LFA-3, I-selectin,
endogline, CD44

(Minguell, Erices, and Conget, 2001)

Cytokines, facteurs
de croissance et

autres sécrétions

IL1a,IL-6,IL-7, IL-8, IL-11, IL-

12, IL-14, IL-15, LIF,SCF,GM-

CSF, G-CSF, M-CSF, bone

morphogenic protein receptor
type 1A (BMPRIA), a-L-

iduronidase, arylsulfatase-A et
B, glucocerebrosidase,

adrenoleukodystrophy protein

(Minguell, Erices, and Conget, 2001)
(Koc et al., 1999)

Récepteurs a
cytokines et
facteurs de

croissance

IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-

7R, LIF-R, SCF-R, G-CSFR,

TNF-1R, TNF-2R, TGF-B1R,

TGF-B2R, bFGF-R, PDGF-R,
EGF-R

(Minguell, Erices, and Conget, 2001)

Tableau 5 : Liste des marqueurs de surface des CSMh
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3.2.3 Propriétés biologiques des cellules stromale s mésenchymateuses

3.2.3.1Auto-renouvellement et prolifération des CSMh

Comme toute cellule souche adulte, les CSMh ont ntemprincipale propriété de
s’autorenouveler (Carlo-Stella et al., 1993) etrd’'@nultipotentes (Deans and Moseley, 2000;
Caplan and Dennis, 2006). La mise en évidence plwvoir de prolifération élevé (Pittenger
et al., 1999) permen vitro une amplification importante des CSMh. Cette aficpliion peut
atteindre un nombre de doublements supérieur ac® an-dela, de nombreuses publications
décrivent I'apparition d’anomalies morphologiquesge perte de leur phénotype et de leur

caractéere souche avec une entrée en sénescened (@aa., 2006; Wagner et al., 2008).

3.2.3.2Soutien de 'hématopoiése

Les CSMh peuvent sécréter un grand nombre de owslket de facteurs de croissance, par
exemple, des interleukines Ila16, 7, 8, 11, 12, 14, 15, le Monocyte-Colony Sieting
Factor (M-CSF), le Leukemia Inhibitory Factor (LJFle Stem Cell Factor (SCF), le
Granulocyte Monocyte-Colony Stimulating Factor (G\&F) et le granulocyte-Colony
Stimulating Factor (G-CSF) (Minguell, Erices et &001). Grace a cette propriété de
sécrétion, les CSMh participent a la survie, lalifgn@tion et la différenciation des
précurseurs hématopoiétiques (CSHh) caractérigsantr@e de soutien de I'hématopoiese
(Minguell et al., 2001; Almeida-Porada et al., 20Q&ks CSMh peuvent également participer
a la régulation de la mégacaryocytopoiese pardeésén de thrombopoiétine (Cheng et al.,
2000). Ainsi les CSM constituent avec les ostéabtades ostéoclastes et les adipocytes, les

principales cellules stromales de la niche héma&jppie endostéale.

3.2.3.3Propriétés immunomodulatrices

Les CSMh sécretent de nombreux facteurs solubleseffiets dose-dépendant inhibiteurs sur
la proliféeration des lymphocytes T, B, NK et dedutes dendritiques (Maitra et al., 2004;
Bhatia and Hare, 2005; Lazarus et al., 2005) (lEidu). Cette propriété immunosuppressive
couplée a l'absence d’expression des moléculesotplexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) de classe Il permet I'utilisation des CSMmdaertaines stratégies thérapeutiques. En
effet, les CSHh associées a des CSMh autologueseftent d’améliorer la prise de la greffe
et d’éviter un rejet allogénique (Battiwalla andnidti, 2009; Jones and McTaggart, 2008).
In vivo, lI'injection de CSMh dans le cas de la maladie deffgn contre I'hdte permet au
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patient de bénéficier d’'un effet immunosuppresgrissant (Le Blanc et al., 2004; Yafiez et
al., 2006).

¥ profifération

Lymphocytes B {différenciation (Nauta and Fibbe 20
t plr?;.-Férm.i_t:ln + PGEZ + profifération
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Figure 14 : Régulation de I'activité immunomodulatice des CSMh
CTL = Lymphocytes T cytotoxiques ; HGF = « hepatecgrowth factof »; IDO = «indoleamine 2,3-
dioxygenase » ; PGE2 = prostaglandine E2 ; PGE-

3.2.3.4Utilisations thérapeutiques

Les propriétés biologiques précédemment décrites des CSMh un outil thérapeutique
intéressant pour la thérapie cellulaire, I'ingéi@dissulaire, la thérapie génique ou encore le
traitement de pathologies immunitaires ou inflanoites (Bartmann et al., 2007; Sensebé
and Bourin, 2011). Définies en Europe comme médécdande thérapie innovante (MTI ou
advanced therapy medicinal products), elles ontuét&ées pour la premiere fois en 1995
pour traiter la GvH au cours de I'allogreffe delalels souches hématopoiétiques. On retrouve
aujourd’hui prés de 140 essais cliniques en coars de monde selon les registres du site
ClinicalTrials.govdont 22 concernent les maladies auto-immunesédsen et al., 2011).
L'utilisation clinique des CSMh est effective ouvesagée dans 4 domaines principaux
(Kassem and Abdallah, 2008) :
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3.2.3.4.1L'implantation locale

Le premier essai chez 'Homme a été réalisé potmaliement de perte de substance osseuse
de grande taille a la suite de divers traumatisrh&sjection locale de CSMh autologues
associée a la greffe d’'un biomatériau en hydroxiy@pa permis aux patients une bonne
reconstruction des membres atteints (Quarto e2@01). D’autres études cliniques utilisent
les CSMh comme cellules progénitrices des chondescyour le traitement des défauts du
cartilage (Wakitani et al., 1994; Diduch et al., 080 Récemment, des essais ont permis
d’évaluer l'efficacité de l'utilisation de CSMh des ou associées a des CSHh dans le
traitement de patients atteints d'insuffisance ieapde (Ohnishi et al., 2007), d’ischémie
vasculaire secondaire et de maladies artériellaph@¥Fiques (Tateishi-Yuyama et al., 2002)
ou coronaires (Wollert et al., 2004; Tse et alQ7)0 Cependant, ces résultats doivent étre
confirmés par des essais cliniques randomisés @vaewmbre suffisant de patients. Notons
aussi l'utilisation des CSMh dans le traitemenbd@ures cutanées par irradiation suite a une
exposition localisée aux rayonnements ionisantgofra X ou gamma) (Lataillade et al.,
2007; Lataillade et al., 2010).

3.2.3.4.2La transplantation systémique

La thérapie cellulaire par des CSMh allogéniquesréalisée pour différentes pathologies
ostéoarticulaires. Parmi les différences thérapmesjs pouvons citer celle effectuée par
I'équipe d’Horwitz pour le traitement d’enfantseitits d’ostéogenese imparfaite (Horwitz et
al., 2002). Cette maladie génétique se caractpasene fragilité osseuse due a une anomalie
de la production du collagéne. Par ailleurs, dppaes mettent en valeurs des améliorations
chez des patients atteints d’ostéopétroses (Tdlal.e2006) ou du syndrome de Hurler,
maladie génétique dégénérative liée a un défickymatique qui est responsable de
l'accumulation de glycosaminoglycanes (Ko¢ and heza2001). Nous pouvons rappeler
aussi l'utilisation de la propriété immunomodulegrides CSM amplifiéas vitro et utilisées
dans le traitement de la GvH pour améliorer lafgrdés CSHh (Le Blanc et al., 2004; Yafez
et al.,, 2006). Enfin des essais cliniques sontedgaht en cours dans les maladies auto-
immunes comme la maladie de Crohn, la sclérodenmisclérose latérale amyotrophique et
la sclérose en plagugCiccocioppo et al., 2011Zhou et al., 2010Uccelli et al., 2012;
Zafranskaya et al., 2012uletta et al., 2012)
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3.2.3.4.3La thérapie cellulaire combinée a la thérapie géni

Les CSMh peuvent étre facilement transduites parvitels et sont donc des candidates de
choix pour la thérapie génique. Elles pourront @mcfion du géne transfecté, exprimer des
protéines permettant 'amélioration de la survis dellules, un avantage sélectif ou encore
une propriété propre a un tissu. Par exemple, &8 Cansfectées avec le gene de la BMP-4
humaine ont conduit a une augmentation de la foomatsseuse chez la souris (Zhang et al.,
2004). Autre exemple, En ophtalmologie, I'injectiortraoculaire de CSM génétiguement
modifiées pour produire des facteurs de neuroptioteca permis de ralentir la

dégénérescence rétinienne dans un modele de ehtatte rétinopathie pigmentaire

héréditaire (Arnhold et al., 2007). Dans une appeode thérapie cellulaire de réparation
tissulaire cardiaque, la transduction du géne audptotique Akt a permis la restauration de
80% du tissu cardiaque Iésé ainsi qu'une normaisade la fonction cardiaque dans un

modele d’ischémie cardiaque (Mangi et al., 2003).

3.2.3.4.4L’ingénierie tissulaire

L’ingénierie tissulaire a pour objectif thérapeutqde développer des substituts biologiques
capables de recréer, de régénérer ou de restaufendtion d'un tissu lésé (Langer and
Vacanti, 1993). En médecine régénératrice des stismtéoarticulaires, elle associe les
propriétés physicochimiques et biomécaniques d’iwomatériau combiné a des cellules
réparatrices, possédant un caractere souche posiraioe un tissu vivant tridimensionnel. Si
les biomatériaux doivent présenter des propriéifé&rentes en fonction du tissu a régénérer,
les cellules réparatrices majoritairement utiliséss ingénierie tissulaire sont les CSMh
(Vinatier et al., 2011). Les premieres utilisatianimiques de l'ingénierie tissulaire pour la
réparation de défauts osseux de grande taille @&am) au niveau des os des membres sont
décrites en 2001 par Quarto et ses collaborat€urar{o et al., 2001). Les auteurs ont comblé
le défaut osseux avec une céramique poreuse comtéas cellules stromales de moelle
osseuse, préalablement amplifiees en culture etsé@s la veille de l'implantation sur la
céramique. Les analyses radiologiques, microtonpbgnaes et angiographiques, réalisées
chez ces mémes patients, 6 a 7 ans postopérat@vesent une cicatrisation compléte avec
persistance d’'un canal médullaire au sein de l'anpl et établissement d’'une nouvelle
vascularisation. Dans un autre cas un grillageitdeet, élaboré suivant la morphologie du
patient, est rempli par des blocs de céramiqueurents de BMP-7 et de cellules stromales

de moelle osseuse autologues puis implantées aansuscle dorsal du patient afin d’initier
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la néoformation osseuse et la néovascularisatipnesA7 semaines, le greffon mandibulaire
est mis en place avec le pédicule vasculaire. tiemtaa retrouvé une mastication au bout de

4 semaines (Warnke et al., 2006).

3.2.3.5La production de CSMh a usage clinique

Les CSMh sont actuellement cultivés vitro, en présence de SVF a 10-20% dans des
conditions de grade clinique. Le SVF utilisé esstégatiquement controlé et sélectionné
pour garantir a la fois une croissance optimaléadbio-sécurité des CSMh. En dépit des
controles effectués, l'utilisation du SVF soulévertaines préoccupations de la part des
autorités de régulation comme ’ANSM. L’'administost de produits d’origine animale a
I'Homme pourrait théoriguement entrainer la trarssioin de prions ou de zoonoses connues
ou inconnues (Selvaggi, et al., 1997; Tuschond.ef@02). De méme, des peptides ou des
protéines bovines peuvent étre internalisés paC&¢h en culture et déclencher une réponse
immunitaire de I'néte (Bernardo et al., 2007). CGagets de préoccupation poussent la
recherche a envisager la substitution du SVF paraduit de qualité équivalente et d’origine
humaine (autologue ou allogénique) pour la prodamctie CSMh de grade clinique.

Comme énoncé précedemment, le PRP utilisé en dgsalaguettes pour remplacer le SVF
pour la culture de CSMh semble étre une alternatitéressante. Les résultats montrent que
les CSMh isolées a partir de prélevement de moskeuse, cultivées en présence de PRP
SVF, présentent un phénotype, une morphologie et potentiel de différenciation
comparable, tout en conservant une activité immuuuiatrice. Par ailleurs, la culture de
CSMh en milieu supplémenté en PRP permet une masllelonogénicité ainsi que de
meilleures capacités prolifératives offrant ainse wexpansion plus efficace, donc un gain de
temps considérable pour l'obtention de CSMh de aradinique. Cet avantage est
probablement di a la forte concentration en fastdercroissance (PDGF, TGBE; le b-FGF,
I'lGF-1, et le VEGF) par comparaison au SVF (Bedpagt al., 2007). Aprés une polémique
suite a I'examen de surveillance demandé par l#&dssmettant en évidence des anomalies
cytogénétiques, les récentes analyses du caryatgpeCSMh ont permis de ne détecter
aucune aberration chromosomique apres une périmdengée de culture (Sensebé et al.,
2012) (AFSSAPS, 20009).

Compte tenu de la variabilité de composition popi€idu Lp d'un donneur a 'autre, pouvant
engendrer des variabilités dans la production tlales, tout comme le SVF, la mise au point
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d’'un procédé reproductible et standardisé de padipar s’est avéré indispensable et a fait
I'objet de mon travail de thése.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

L’objectif principal de cette thése a été d’élabaree solution de facteurs de croissance a
partir de plaquettes et de plasma humains stars#ardit sécurisée pour remplacer le SVF
pour la culture des CSM dans le respect des noimpassées par ’ANSM et 'EMA.

Dans un premier temps, l'intérét fut d’augmentequalité du produit de supplémentation en
termes de rendement de prolifération en instawrardosage précis pour son utilisation. Les
solutions plaquettaires et plasmatiques ont ét@iitensnélangées selon leur contenu en
protéines en respectant des ratios définis. Le mgélales deux a un certain ratio a permis
d’acquérir un produit efficace pour la culture d@SM tout en assurant une meilleure
homogénéité dans les produits. Cette facon de genaepermis d’élargir I'éventail de choix
sur la matiére premiere. Jusqu’a présent les lysaiduits avaient pour matiere principale le
des plaquettes d’'aphérese. L'utilisation des MQiemnis d’augmenter la source de matiere
premiéere et a nécessité une mise au point spéeifiqu

Dans un second temps la prise en compte de laigédurproduit a nécessité I'utilisation de
matiere premiere viro-inactivée. La solution plasquee fut viro-inactivée soit par bleu de
meéthyléne soit par pasteurisation.

Au total, ce travail a permis d'élaborer une prémisdi’un produit novateur issu des
biotechnologies transfusionnelles appliqué a laaghié cellulaire pouvant potentiellement
répondre au cahier des charges de 'lEMA et TANSMIss exigences de produits ancillaires

utilisé pour la production de produits de théray@hiulaire ou de MTI.

Ce produit a fait 'objet d’'un dépbt de brevet et but ce qui est décrit ci-

apres revét un caractere confidentiel.
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MATERIELS ET METHODES

1 Les produits biologiques matiere premiere

Les produits qui ont été élaborés au cours deasaitrde these, I'ont été a partir de divers
produits biologiques humains issus de la transfysioélevés au Centre de Transfusion de
'EFS Nord de France et au CTS des Armeées :

- Les produits plaquettaires sont issus soit de @B déplasmatisés soit de MCP
en solution de stockage de plaquettes SSP+ ; telups plasmatiques sont issus
de don de sang total et traités ou non par indaiivaau bleu de méthyléne ou
pasteurisation.

- Les CSM proviennent de prélévements d’os spong@xo-fémoral réalisés a
'occasion de pose de prothese totale de hanches ammsentement du patient

réalisés a I'HIA Percy a Clamart.
1.1 Les produits transfusionnels
1.1.1 Obtention des produits transfusionnels

1.1.1.1Prélevement d’un Concentré de plaquettes par aphése

Les plaquettes sont directement séparées du resteeldments figurés du sang par un
séparateur de cellules de type Fenwall Autophéf@sldaemonetics MCS+ ou Trima Accel.
L’anticoagulant ajouté est 'ACD (acid-citrate-deoge), son ratio est compris entre 8 et
12% ; une solution additive de conservation typ®-88eut étre ajoutée au produit préleve.
Le volume de CPA prélevé n'excede pas 350 ml (lmScoagulant). Une numération
plaguettaire (MAXM, Beckman Coulter, France) estlis®e pour titrer le produit, la
concentration moyenne en plaquettes d’'un CPA (oWP)P&st au minimum de 2X0
plaquettes pour étre validé. L'ordre de grandeuyenade la concentration en plaquettes par
CPAestde 4,8 +1.1b
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1.1.1.1.1Prélevement d’'un plasma et d’'un buffy coat

Le prélevement est réalisé a l'aide d’'un DMU deetyPT6286LA (Macopharma, France)
correspondant a un kit de poches quadruples dgudae de prélevement contient 66,5ml de
CPD. Les différents composants du sang sont sépprés centrifugation a 5300g pendant 13
minutes sur un automate de séparation type Comg@r@at permettant I'obtention d’un
CGR, d'un buffy coat et d’'une poche de plasma qta siéleucocytée par filtration par simple
gravité (filtre Plasmaflex Miniplas®). La poche peasma est centrifugée a 5000g pendant 15
minutes pour éliminer les résiduts globulaires lagpettaires, puis décantée manuellement
afin de récupérer le plasma dans une poche deikeciopération est renouvelée une fois

avant de congeler le plasma a -35°C.

1.1.1.1.20btention d’'un mélange de concentrés de plaquettes

5 poches de buffy coat de méme groupe sanguinceomiectées a une poche d’une solution
de SSP+ (Orbisac caridian BCT, CaridianBCT Cormohetadquarters, USA) et a un kit Tacsi
comprenant un filtre & déleucocytation (Terumo, YSAensemble est centrifugé dans une
centrifugeuse automatisée Tacsi (Terumo, USA) pobtenir une poche de MCP
déleucocytée. Un échantillon est prélevé pourséaline numération plaquettaire du produit
final ; en moyenne un MCP comprend 3,7 + 1,8'faquettes dans un volume d’environ
250 ml. Les poches de MCP ainsi préparées sonengdes sous agitation a 22°C.

1.1.1.2Transformation des produits transfusionnels

1.1.1.2.1Déplasmatisation

La déplasmatisation consiste a éliminer la partésrmpatique d’'un concentré plaquettaire
(CPA ou MCP). La quantité de plasma éliminée asptacée par une solution de stockage de

plaquette SSP+.

Matériels

Poche de recueil (Macopharma, France)
Centrifugeuse Kr4i Rotor Rp4 (thermo Scientifigieance)
Solution de NaCl glucose Biowash (Bioluz, France)

Solution SSP+ (Macopharma, France)

o O O o o

Presse a plasma manuel (Terumo medical corporaii®A)
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0 Soudeuse stérile de tubulures: Sterile Tubing Wsld&erumo medical

corporation, USA)
Procédure

Déplasmatisation totale

La poche de concentré de plaquettes (CPA ou MCPtesdrifugée sur Krdi Rotor Rp4
(50009, 15 min, 22°C, pente de freinage = 0, pdiatecélération = 8). La poche est ensuite
transférée sur une presse manuelle a plasma amie€t couplée a une poche de recueil par
une connexion stérile par soudure a chaud desurdsulsysteme clos), pour permettre le
transfert du surnageant de plasma dans la pochiecdeil. Les plaquettes sont remises en
suspension avec 250ml de solution Nacl glucoséposhe (Macopharma) par connexion
stérile. Un massage doux de la poche est appliguagbn a dissocier, sans les activer, les
plaquettes compressées par la centrifugation. deéplure est renouvelée deux fois pour une
complete déplasmatisation. La derniére remise spesision est réalisée dans 250 ml de SSP

(Macopharma, France).

Déplasmatisation partielle

La poche de concentré de plaquettes (CPA ou MCPyeasdrifugée sur Krdi Rotor Rp4
(5000g, 15 min, 22°C, pente de freinage = 0, pdtatecélération = 8). Une fois connectée a
une poche de recueil et mise sous presse, lese2fdadma sont éliminés (estimation par

pesée) et un volume équivalent en solution SSPaj@ste.

1.1.1.2.2Cryoprécipitation

La cryoprécipitation consiste a fractionner en dparies une solution protéique représentée

ici par un plasma en jouant sur la solubilisaties grotéines a des températures basses.

Matériels

Centrifugeuse Kr4i Rotor Rp4
Soudeuse stérile de tubulures

Presse a plasma manuelle

O O O O

Poche de recueil 400 ml (Macopharma, France)
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Protocole

La cryoprécipitation peut étre réalisée sur unehpoplasma congelé ou une poche de
concentré de plaquettes issu de CPA ou MCP.

Les poches sont décongelées lentement sur ungitade de facon a générer un cryoprécipité.
Les poches sont ensuite centrifugées (2000g, 15 P2fC, Pente de freinage = 0, Pente
d'accélération = 8) puis connectées stérilememieapoche de recueil et mises sous presse de
facon a transférer l'intégralité du surnageant dangoche de recueil, seul le cryoprécipité
reste dans la poche de départ.

Le cryoprécipité est un produit en trés faible dit@re I'ordre de quelques grammes, celui-ci

sera re-suspendu dans une solution de SSP+ da8dtbpour étre récupéreé.

1.1.1.2.30btention d’'une solution plasmatique

Cette opération consiste a obtenir apres filtratianplasma issu d’'un don de plasma. Cette
opération peut étre également réalisée a partir stunageant de cryoprécipité du plasma.

Matériels

o Unité de filtration Nalgene®

Protocole

Le plasma provenant d’un don de sang total estrafé puis filtré a 0.22 um (Nalgene®),

permettant ainsi I'obtention d’'une solution plasiaae.

1.1.1.2.40Dbtention d’'une solution d’extrait plaquettaire (35

Cette opération consiste a obtenir une solutioitleieruniquement en protéines plaquettaires.
Cette opération peut se faire a partir d'un CPAloun MCP.

Matériels

Centrifugeuse Kr4i Rotor Rp4
Centrifugeuse Eppendorf 5430

Poches de NaCl glucosé (Macopharma, France)

O O O O

Poche de solution de stockage de plaquettes deinypesol® (Fenwal,
USA)
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Protocole

La poche de concentré de plaquettes contenantoen§idG* plaquettes est centrifugée sur
Krdi Rotor Rp4 (5000g, 15 min, 22°C, pente de fagim = 0, pente d'accélération = 8). La
poche est ensuite transférée sur une presse maruplasma aprés avoir été couplée a une
poche de recueil par connexion stérile pour permédt transfert du surnageant de plasma
dans la poche de recueil. Les plaquettes sont esngis suspension dans 250ml de solution
Nacl glucosée en poche (Macopharma) par connexiémnieset massage doux de la poche
pour re-suspendre les plaquettes sans les adti@grocédure est renouvelée deux fois pour
une complete déplasmatisation. La derniere renmssuspension est réalisée dans 30 ml
d’Intersol®.

La suspension plaquettaire est congelée a -35°C génerer la cryolyse des plaquettes.
Apres décongélation a 37°C, le lysat obtenu edribege & 7000g pendant 10 minutes et le
surnageant est récupéré. L'opération est renouvedédex fois suivi d’'une filtration du
surnageant & 0.22 um (Nalg&nheCe procédé permet I'obtention d’une solutionxttait

plaquettaire ou SEP.
1.1.1.3Viro-inactivation des produits transfusionnels

1.1.1.3.1Viro-inactivation par pasteurisation

La viroinactivation par pasteurisation est réalisgel’EFS Nord de France.

Pour obtenir un plasma pasteurisé, un lot de 1@bgsde plasma congelées de 600 ml sont
pré-décongelées 5 heures a température ambianté d&re mélangées dans une cuve
caloporteur avec une eau a +30°C sous agitatiogrgssive. Une fois décongelé totalement,
un premier stabilisant (Acide Citrique (62,5g/l)itr&e Trisodique (71,5g/l), L.Arginine
(240g/), L. Lysine (140g/l) et Gluconate de cahi(50,2g/l) dans eau ppi) est ajouté a raison
de 37ml/kg, puis du saccharose et du sorbitol corstalgilisants également (respectivement
5669 et 1410,5g par litre de plasma). L'ensemhiesuffé a +30°C pendant une heure sous
agitation pour faciliter la dissolution des additét 'homogénéisation. Le taux de citrate est
ajusté a 20mM. Le plasma est ensuite porté a 60°C°€ pendant 10 heures sous agitation.
Une fois refroidi a +30°C, le plasma est clarifigr filtration (filtre Rigimesh inox 70um),
ultrafiltré, concentré et dialysé pour éliminer kabilisants. Le tout est re-concentré, remis
au volume initial avant d’étre de nouveau filtrésgmie pour clarifier 'ensemble (1,2um puis
0,45um). Le plasma pasteurisé est réparti en patdhescueil de maniére aseptique (filtration

a 0,22um), avant d’étre congelé a -35°C.
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1.1.1.3.2Viro-inactivation au bleu de méthyléne

Matériels

o Kit Theraflex® (Macopharma, France)

o llluminateur Macotronic (Macopharma, France)

Protocole

Une poche de plasma mise au volume d’une unitéapéglie est connectée a un kit Theraflex
(Macopharma, France). Le plasma est alors passavars un filtre de déleucocytation
plasmaflex PLAS4 avant de passer a travers undl@ais bleu de méthylene. Le plasma
mélangé au BM a raison de 1 uM de moyenne, seusatrdans une poche d’illumination.
Apres avoir déconnecté le filtre et le compartimeet la pastille de BM, la poche est
illuminée avec lilluminateur Macotronic (MacophaamFrance) 20 minutes a + 20°C a une
longueur d’onde de 560 nm (énergie total émisd): ABm?2). Le plasma illuminé est transféré
dans la poche de stockage apres étre passé astiavidire Blueflex éliminant le bleu de
meéthyléne résiduel et ces dérives dus a l'illumorat La poche de stockage est ensuite

dissociée du reste du kit et stockée a -35°C.

2 Isolement des cellules stromales mésenchymateuses a

partir de moelle osseuse

Le matériel biologique utilisé pour évaluer nosduits de substitution du SVF est la cellule
stromale mésenchymateuse (CSM) humaine de la mos#leuse. Les CSM sont isolées a
partir de déchets opératoires a lI'occasion de & mbune prothese totale de hanche (PTH)
chez un patient quelque soit son sexe.

Toute les personnes ayant subit cette opératiogtérinformées par un consentement éclairé

sur le devenir possible de leurs déchets opératpwar la recherche.

2.1 Extraction cellulaire: de la créte iliaque a | a suspension

cellulaire

La pose d’'une prothése totale de hanche est notatrprescrite lors d’une fracture du col du

fémur. Pour la pose de cette PTH, le chirurgiert tagjonner le cotyle (ou acetabulum) a
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I'aide d’une fraise spécifique pour pouvoir installe cotyle métallique de la prothése (Figure
15). Le fraisage creuse le cotyle du patient, g@médes débris d’os spongieux enrichis en
moelle osseuse contenant des CSM.

La récupération du matériel s’effectue au bloc afmére en respectant les consignes
sanitaires. Les résidus de fraisage sont transtirésaniere le plus stérilement possible dans
un flacon en verre stérile de 500 ml contenant @d0de PEAA dont la composition est
détaillée dans le Tableau 6.

Créte lliaque

Cotyle :
cavité de l'os iliaque
[ accuelllant
la téte du féemur

\‘ «—0s du pubis

= Col du fémur

o Grand trochanter

L Y Femur

Figure 15 : Anatomie de l'articulation os
iliaque/fémur
http://www.nodashi.com/tag/medecine/page/2/

Produits Volume Concentration finale
(VF = 500ml) dans le milieu
PBS 1X 462,5 ml
EDTA (100 mM) 5 ml 1 mM
ACD-A Acide citrique 0.32g/I
Acide citrique (8g/l), 20 mi Citrate de sodium
Citrate de sodium (22g/1), 0.88g/l
Dextrose (24.5g/1) Dextrose 0.98g/
Albumine 20% 12.5 ml 0.5%
Ciprofloxacine (2mg/ml) 2,5 ml 0,5%

Tableau 6°: Composition de la solution PEA (PBS-EDTA-ACD-A-Albumine)

Les CSM sont isolées des débris d’os spongieux emousint énergiquement le flacon

contenant les débris d'os et laissant décanter 2Qites a température ambiante (TA). Le
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surnageant est aspiré et réparti dans 2 tubes del5éh évitant d’aspirer les esquilles
osseuses. 100 ml de PEAA sont & nouveau ajoutéséaidus de fraisage et 'opération est
renouvelée une fois. Les tubes de surnageant somtifagés pendant 10 minutes a 420 g a
TA. 2 ml de PEAA sont ajoutés a chaque culot, ces dernsont meélangés apres
homogénéisation. La suspension cellulaire eseéla 70 um et transférée dans un nouveau
tube de 50 ml (filtrer 2 ml par 2 ml). La suspemnsaellulaire filtrée est complétee avec du
PEAA a 40 ml final. Une numération cellulaire eétlisée a l'aide d'un automate type
'ADVIA® de facon a connaitre le nombre total dellckees mononucléées (CMN) contenu

dans la suspension cellulaire avant mise en culture
2.2 Evaluation in vitro du substitut de SVF surun e culture de CSM

2.2.1 Etude de la prolifération des CSM

Pour valider la qualité du produit élaboré a patéimprotéines plaquettaires et plasmatiques en
tant que supplément de milieu de culture, les C&Vhuabelle osseuse ont servi de modele
cellulaire.

Des CSM en culturén vitro dans des conditions de prolifération vont se mligti jusqu’a
atteindre un nombre maximum de cellules en fonatierla surface de culture (confluence).

Le recouvrement total de la surface générant umbition de contact (Figure 16)

T 4 | L | [ &
'.r_“ ) s F] el moweimen

- # cell proliferation

Call-cell adhesion
e B W E T ol @ B e 0|

Contact inhibition

Figure 16 : Accroissement de la population et arrépar inhibition de contact
(Takai et al., 2008)

La prolifération cellulaire correspond mathématigeat a une fonction sigmoide. Au début

de culture, la phase de latence correspond au temles cellules se conditionnent & entrer en

prolifération. Vient ensuite la phase exponentieia les cellules sont en cours de

prolifération, étape ou toutes les cellules camalie proliférer rentrent dans leur cycle

cellulaire. Puis vient la phase de déclin au colerfaquelle les cellules sortent de la phase du
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cycle cellulaire, provoquéee généralement par I'emm@ment cellulaire générant l'inhibition
de contact.
Deux parametres sont étudiés :
- le nombre de cellules obtenues a un temps t doanéamt théoriquement la phase
exponentielle de prolifération, on parlera de «Jo@ ou J Fixe».
- Le nombre de cellules obtenues quand le taux deuveement est supérieur a
80%, on parlera dans ce cas de « Jour de conéumnd Confluence ».

Les cellules sont ensemenceées en plaques de Gepuitsndition humide a 37°C en normoxie
(20% d'G, a 5% de C@dans un milieu type MEM (milieu essentiel minimum) low glucose
(Ref: 01-042-1A, ATGC, France). La prolifératioasdcellules est étudiée entre deux et trois
passages successifs. Les cellules arrivées a eopBusont remises en suspension pour étre

réensemencées dans la méme condition de milieuagérié passage suivant.

2.2.1.11’ensemencement en primo-culture

Les cellules proviennent de la suspension celkil&xktrait des résidus de fraisage. La
numération cellulaire donne le nombre de CMN a eeseer. Pour I'étude de la confluence
10° CMN sont ensemencées par puits (en duplicataiplicata) contenant 2 ml de milieu
MEMa additionné de SVF ou de son substitut a testemé&me procédure est utilisée pour
I'étude des « Jfixes ».

Les milieux de culture sont renouvelés au troisi¢ooe aprés I'ensemencement, af’ﬂ‘ei]our

puis tous les 7 jours suivants.

2.2.1.2Arrét des cultures et numération cellulaire

Pour estimer la prolifération cellulaire, les ckdkisont décollées du support de culture et
dissociées par traitement enzymatique avant do@tngptées pour obtenir une estimation de la
guantité de cellules produites. L'enzyme utilisé# & trypsine, une endoprotéase qui

hydrolyse les liaisons peptidiques des protéinesitterence au niveau des acides aminés
basique. L'enzyme est couplée a de 'EDTA, un deéla qui réduit la concentration

extracellulaire en calcium rendant les cadhérinastives (interaction cellules-cellules).

Les cultures étudiées & « Jfixe » sont traitéekd&lFjour aprés ensemencement. Les cultures
pour étudiées a « Jconfluence » sont traitées gleatagis cellulaire recouvre plus de 80% du

support de culture.
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2.2.1.2.1Protocole de décollement par trypsine-EDTA

Les cellules sont décollées a la trypsine-EDTA (GI® Trypsine EDTA 0,5% 15400-054,

Life technologies, France). Une fois le MaMonditionné retiré, les cellules sont rincées
avec 2 ml de PBS (PBS sans Ca2+/Mg2+) par pui..8@e trypsine sont déposés sur les
cellules et le tout est incubé cing minutes a 31J8e fois ce délai passeé, les cellules se
retrouvent en suspension dans la solution de tmgp$tour arréter la réaction enzymatique, du
MEMa conditionné est ajouté gsp 2 ml (les solutions sd@plémentation contiennent

naturellement des anti-trypsines nécessaires puiter éune trop forte dégradation des
protéines membranaires). La suspension de celksésensuite énumérée a l'aide d'une
cellule de Malassez. La suspension cellulaire eédamgée a du bleu trypan (GIBCO® Bleu
de trypan 15250, Life technologies, France) dams plaque de 96 puits. Le mélange est
déposé sur une cellule de Malassez. Les cellules camptabilisées sur I'ensemble de la

cellule de Malassez permettant de définir la dérit cellules par unité de volume.

2.2.1.3Réensemencement cellulaire et réalisation des pagea successifs de
culture

Les cellules remises en suspension apres traitemkantrypsine-EDTA, vont étre remises en

culture pour étudier leur capacitée proliférativeresp chaque réensemencement, plus
communément appelé « passage ». La remise enecalfwes la primoculture se nomme le

passage 1, puis passage 2.

Les suspensions cellulaires de chaque duplicataplicata sont mélangées pour obtenir une
suspension cellulaire représentative de la conddi® culture et de la souche cellulaire. Les
suspensions sont centrifugées (temps: 5 minuteg,4température ambiante). Une fois

culotté, le surnageant est remplacé par 1 midilite MEMu.

Aprés composition des plaques 6 puits par lesréifits milieux conditionnés, chaque puits

correspondant a une condition de supplémentatioensemencé avec la suspension cellulaire
correspondant a une concentration de 4000 CSM ptw. (Ces puits correspondent a I'étude

de la prolifération a confluence ou a Jfixe. Ceaditions sont réalisées en duplicata ou

triplicata en fonction de la souche de CSM et daulaplémentation du milieu.

Les cellules cultivées pour I'étude de la prolifema a Jfixe sont décollées du support par

action de la trypsine-EDTA au®® jour aprés ensemencement. L'arrét des cultures a
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confluence est établi aprés une appréciation age@ud0% de la colonisation de la surface de

culture et trypsinées comme précédemment décrit.

Les changements de milieu s’effectuent une foissparaine a intervalle régulier.

L’opération est renouvelée pour la mise en cultlwe passage supplémentaire.

2.2.2 Etude de la clonogénicité des CSM

2.2.2.1Le test des CFU-F

Les CSM sont une population de cellules hétérogemesaractere souche varié (allant de la
primitivité a 'engagement dans une voie de diffi@ation). Au sein de cette population, se
trouvent des cellules capables de générer une toudtide cellules filles a la forme
fibroblastoide par réplication (Friedenstein et d1974; Friedenstein et al.,, 1976). Ces
réplications successives formant une colonie, ¢elayant pour origine une cellule unique,
on parle ainsi d’'une unité formant une colonie @dutes fibroblastiques ou CFU-F. Le
nombre de ces colonies est corrélé a la primitikgda population cellulaire d’origine.

La mise en évidence de ces CFU-F se fait par uenesmiscement d’'un support de culture a
tres faible densité pour isoler chaque celluletret €ur que les colonies obtenues seront issues
d’une cellule unique ou clone (Figure 17).

L'étude de la clonogénicité est faite en paralieléétude de la prolifération avec les cellules

provenant des mémes suspensions cellulaires etde®ges conditions de culture et de milieu.

Figure 17 : Principe de I'étude des CFU-f
On peut voir que les cellules sont isolées a tOteaps t, on corate qu’uni
colonie s'est développée ou se trouvait au dépmetdes cellules ensemenc
on parle dans ce cas de CFU-F

62



Matériels et Méthodes

2.2.2.2Mise en place de I'étude de la clonogénicité

Les cellules sont ensemencées a trés faible comtient en plaques 6 puits avec 2ml de
milieu conditionné par puits puis incubées pendidtjours a 37°C sous condition de
normoxie (20% d’'Q) et 5% de CQ Les cultures des CFU-F se font en parallele taedes

de la prolifération et les suspensions cellulattest elles proviennent sont celles utilisées
pour I'ensemencement en primoculture, passageskapa 2. Les cultures des CFU-F sont
établies en fonction de la souche cellulaire dadripplémentation du milieu.

Pour les CFU-F correspondant a la primoculture CsEN issues de la suspension récupérée
des résidus de fraisage sont ensemencees a 132000stpuits. Les milieux de culture sont
renouvelés au®¥%jour et 7™jour de culture.

Pour les CFU-F correspondant aux passages suiVesitsellules sont issues des suspensions
provenant du passage précédent. Les CSM sont enséesea 100 cellules/puits. Le milieu
de culture est fonction de leur condition de sum@gtation d’origine. Les milieux sont

renouvelés au®T¢jour de culture.

Protocole d’arrét, de fixation et de coloration sleultures de CFU-F

Au 10°™ (+/- 1) jour de culture, les cellules sont rincék=ux fois au PBS, puis fixées

pendant 10 minutes a I'’éthanol 70° (VWR ProlabcanEe) avant d'étre séchées a l'air
ambiant.

Une fois I'éthanol évaporé, les puits sont colaesc une solution de Giemsa a 6% (Réactif
RAL, France) pendant 15 minutes avant d’étre rindésx fois avec un mélange d’eau

standard-eau osmosée, puis séchés a I'air ambiant.

Une fois les puits séchés, les colonies sont éregseyous microscope optique.

2.2.3 Etude du phénotypage des cellules apres passa ge

L’étape de prolifératiomn vitro est cruciale pour accroitre le nombre de celloessaires a
une utilisation en thérapie cellulaire. Mais cefutes doivent répondre a des criteres de
gualité. Il est nécessaire de contrbler que le gugsm vitro n'a pas altéré les cellules,
'environnement cellulaire et les traitements ssifpibuvant influencer leurs caractéristiques.
L’analyse quantitative et qualitative de ces celubeut se faire par I'étude de leur phénotype
membranaire en cytométrie de flux qui va permetgaléterminer la richesse en CSM de la
population cellulaire obtenue (pureté).

63



Matériels et Méthodes

2.2.3.1Principe de I'étude du phénotype membranaire par lacytométrie de
flux

Le phénotype membranaire des cellules est étudiésdfetape de culturén vitro. Les
cellules remises en suspension apres détachemeynatique par trypsine vont subir un
marquage immunochimique direct par des anticorpgciBques de certaines protéines
membranaires, couplés a des fluorochromes qui sdéectés par cytométrie en flux.

La cytométrie en flux repose sur le passage en(figuide ou gazeux) de cellules marquées
par des anticorps couplés a des fluorochromesvargain laser. Ce laser (488 nm) excite ces
molécules photosensibles qui deviennent a leur tme source de lumiere a la longueur
d’'onde spécifique (Figure 18). La lumiére est ioéptée par des capteurs photoélectriques ou
photomultiplicateurs, qui renseignent sur la présesu non de la protéine d’intérét. Compte
tenu de la diversité du nombre de fluorochromestilpossible de marquer plusieurs protéines

sur une méme cellule, les anticorps étant spéeifigant orientés sur une protéine d’intérét.

' =

o

TR pstactaun photnelacttigns

Fluorechrome

% HITC

PE

H PE-CySouPCS

Figure 18 : Intérét du marquage cytométrique a 3 coleurs

Les suspensions cellulaires sont centrifugées g p&adant 5 minutes (centrifugeuse a tube
labofuge). Le culot de cellules est re-suspendis dantampon « cytométrie » (Tableau 7) a
une concentration de 3CSM/20 pl & +4°C pendant 20 minutes (ne pas dép&dsheures).
Le tampon « cytométrie » est composé d’anticorpadin non spécifiques qui vont se fixer
non-spécifiquement a tous les sites antigéniquammet éviter les marquages non spécifiques

par les anticorps d’intérét sur ces sites.
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Sur plaque 96 puits, 2 ou 3 anticorps d’'intéréab(&au 8) sont mélangés (5 ul par anticorps)
pour réaliser un double ou un triple marquage. Damguits 2 a 3 anticorps peuvent étre
mélangés seulement si ils ne sont pas couplés merfiéorochrome (FITC, PE, PC5) et s'ils
ne sont pas orientés vers la méme protéine (ex-Cav0-FITC et anti-CD90-PC5). Des
Immunoglobulines (IgG) non spécifiques servent Bbier le cytometre. L’ensemble des
puits formant une série de marquages permet detadi nombreux marqueurs d’intéréts.
Les cellules en tampon « cyto » sont mélangées (plits) a chaque assortiment d’anticorps
préalablement préparé. La réaction Ag-Ac se faitdaat 20 minutes a I'obscurité a +4°C.
Une fois marquées, les cellules sont lavées deisxafeec 150 pl de PBS (centrifugation a
700g pendant 2 minutes sur Jouan GR 422), avatred@rises dans 150 ul de PBS formol
1%.

Les cellules marquées sont ensuite passées aurayede flux dans un délai de 7 jours.

Concentration finale dans

Produits Volume (VF=200ml) -
le milieu
PBS 1X
) 160 ml
(Biochrom AG)
Albumine 20%
20 mi 2%

(vialebex, LFB)
IgG humaine polyvalente
(50 mg/ml) 20 ml 0.5%
(Tegelin, LFB)

Tableau 7°; Composition du tampon cytométrie

Anticorps Espéce Manufacture Référence Fluorochrome Role
IgG1 souris Beckman coulter A07795 FITC Non spgai
IgG1 souris Beckman coulter AQ07796 PE Non spéaifiqu
IgG1 souris Beckman coulter AQ07798 PC5 Non spéaeifiq
IgG anti-CD29 souris Beckman coulter IMO791U FITC ntélgrinepl
Molécule

d’interaction

_ ) ) cellulaire
IgG anti-CD44 souris Caltag laboratories MG2b04 PE _ )
(interaction
lymphocytaire,
hématopoiese)
_ ) Protein tyrosine
IgG anti-CD45 souris Beckman coulter A07782 FITC

phosphatase ;
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5'-ribonucleotide

IgG anti-CD73 souris BD Biosciences 550257 PE
phosphohydrolase
] Endoglin
IgG anti- ) .
CDLOS souris Caltag laboratorie MG104 PE modulator of cellular
responses to TGB1
IgG anti- )
souris Beckman coulter IM0463U FITC MHC de cladse
HLADR
THYmocyte
IgG anti-CD90 souris Beckman coulter IM3703 PC5 differentiation
antigen 1
IgG anti-CD31 souris Beckman coulter IM1431U FITC angueur endothélial
IgG anti-CD34 souris Beckman coulter IM1870 FITC riflzeur endothélial
) THYmocyte
1gG anti- ) ) o
souris Beckman coulter IM1839U FITC differentiation
CD90* _
antigen 1
IgG anti- ) Marqueur
souris Beckman coulter IM1360U PE )
CD117 hématopoiétique
IgG anti- ) o
souris BD Biosciences 550315 PE M-CAM
CD146*
IgG anti- ] o Molécule
souris BD Biosciences 552475 PE ] ]
CD200* immunomodulatrice
AC133, marqueur
IgG anti- ) _ o progéniteur
souris Miltenyi Biotec 130-080-801 PE i »
CD133 hématopoiétique ou
endothélial
) VE-Cadherin
1gG anti- ) o
souris Beckman coulter PN A07481 PE spécifique des
CD144 .
cellules endothéliale
un margueur stroma|
exprimé par les
. cellules pouvant
IgM anti _ Santa cruz
souris . Sc-47733 FITC supporter notammer
Strol Biotechnology

I’'hématopoiese
(Simmons and

Torok-Storb, 1991)

"z
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IgG anti-
) _ o Mesenchymal
MSCA 1 souris Miltenyi Biotec 130-093-587 FITC _
stromal cell antigen-1

(W8B2)
IgG anti-

souris Beckman coulter IM1844 FITC N-CAM

CD56

IgG anti- ) _ o Marqueur de

souris Miltenyi Biotec 130-091-884 PE o
CD271* primitivité

Tableau 8 : Liste des anticorps utilisés lors du mrguage phénotypique

3 Analyses protéomiques

3.1 Détermination de la concentration protéique: m  éthode de
Bradford

Pour déterminer la concentration en protéines ddghantillon, la méthode par dosage

colorimétrique développée par Marion M. Bradfordg@ord, 1976) est trés sensible tout en

étant simple a réaliser.

C’est une méthode basée sur I'adsorption du bleGatemassie G250. Ce colorant se lie de

facon ionique sur les acides aminés basiques (aegirhistidine, lysine) et crée des

interactions hydrophobes sur les acides aminésophdbes (glycine, alanine, etc...). La

complexation du colorant sur les protéines entraimdéransfert de son pic d’adsorption qui

passe du rouge au bleu, le degré de changemersodiamce étant proportionnellement lié au

nombre de formes liées du colorant, extrapolabée #&& concentration massique en protéines.

Matériels

- Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-Rad, Frgnce
- Spectrophotometre Shimadzu UV 160 (Shimadzu, Fjance

- Centrifugeuse MiniSpin® (Eppendorf, France)
- Vialubex 200 mg/ml (LFB, France) (Albumine humaine)
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Protocoles

Préparation de la gamme étalon

Une solution d’albumine est préparée a 1 mg/ml diEnkeau distillée pour créer une gamme

étalon selon le Tableau 9.

Concentration
BSA (mg/ml)

1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125

Tableau 9 : Gamme étalon pour le dosage de protéise

Préparation des échantillons

Les différentes solutions étudiées sont échantibes en microtube eppendorf et centrifugées
sur MiniSpin® a 10000g pendant 10 minutes. Une gande dilution des différents
échantillons allant de 1/50 a 1/200 est réalisée.

Dosage protéique par spectrométrie

20ul de solution protéique (gamme albumine et ganaemieantillon) est dilué dans un
millilitre de Quick Start Bradford Protein Assayeav20ul de solution de protéines. Le tout
est laissé reposé 5 minutes a I'obscurité avamtedlé & 595 nm au spectrophotometre.

3.2 L’électrophorése bidimensionnelle (2-DE)

L'électrophorése bidimensionnelle (2D) repose swuxd séparations successives des
polypeptides dans un gel de polyacrylamide (Figl®d. Il s’agit d’une technique de
séparation protéique mise au point par O'FarrelFéorell, 1975).

68



Matériels et Méthodes

|

Figure 19 : Principe de I'électrophorése bidimensionelle
A : séparation par isoélectrofocalisation
B : séparation en fonction de la masse moléculaire

La premiére dimension, ou isoélectrofocalisatidBF)l sépare les polypeptides sous l'effet
d’'un champ électrique en fonction de leur charggjta leur point isoélectrique (pl) dans un
gel de polyacrylamide a I'intérieur duquel est étah gradient de pH immobilisé (gradient
d’Immobilines”). Le point isoélectrique étant atteint quand learges électriques positives
de la protéine s’équilibrent avec les négativesple environnant ne permettant plus un
échange de protons suffisant pour rompre cet égejlirendant la protéine insensible au
champ électriqgue et donc incapable de se déplaeeseconde dimension (SDS-PAGE),
orthogonale a la premiere, sépare les polypepsidiEes leur masse moléculaire relative (Mr).
A cette étape les protéines sont chargées négatgmour permettre leur déplacement via un
champ électrique, le maillage du gel d’acrylamiggahant de plus en plus dense au fur et a
mesure de la migration. Ce maillage augmentaniffi@udté a se mouvoir des protéines, est
directement corrélé a leur masse moléculaire. Ghamlypeptide est séparé dans le gel en
fonction de son pl et de sa Mr. Cette techniquenpéia séparation simultanée de plusieurs
centaines de polypeptides d’'un échantillon biolagiGgomplexe y compris leurs différents

isoformes résultant de modifications post-traduwigles.
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ReadyStrip™ IPG Strips, 18 cm?, 0,5 mm d’épaissedr3-10 (Ref: 163-
2023, Bio-Rad, France)

ReadyStrip™ IPG Strips, 18 cm?, 0,5 mm d’épaisspHr5-8 (Ref : 163-
2036, Bio-Rad, France)

Protean IEF Cell Bio-Rad 1 IPG phor GE (Bio-Radriee)

Cuve Protean plus Dodeca Cell Bio-Rad (Bio-Radnéex

Chambre multi-coulage de gel (Ref: 165-4160, BiakH&aance)

Plagues de verre a charniere 1mm d’espace, 205xca0(Ref : 165-4170,
Bio-Rad, France)

Formeur de gradient (Ref : 165-4121, Bio-Rad, Feanc

Kit sigma Prot-Sil 1 (coloration nitrate d’arge®igma-Aldrich, France)
Scanner GS 800 Bio-Rad piloté par le logiciel Qitgpr®ne (Bio-Rad,
France)

Precision Plus Protein™ Standards unstained (Ba-Reance) (marqueur
de poids moléculaires)

logiciel ImageMaster 2D Platinium 5.0 (GE Healtledfrance)

Urée (Ref : U6504, Sigma-Aldrich, France)

Thiourée ou PESTANAL® (Ref : 45328, Sigma-Aldri¢trance)

Glycerol (Ref : G8773, Sigma-Aldrich, France)

CHAPS (Ref: C9426, Sigma-Aldrich, France)

Triton™ X 100 (Ref: T8532, Sigma-Aldrich, France)

Sulfobétaines 3-10 (Zwitterionic detergent, Ref:2bd, Sigma-Aldrich,
France)

Isopropanol (Ref: 19516, Sigma-Aldrich, France)

Isobutanol (Ref: 58448, Sigma-Aldrich, France)

DTT (1,4-Dithio-DL-thréitol, Ref: 43815, Sigma-Alidh, France)

Blue de bromophénol (Ref: B5525, Sigma-Aldrich,rfes)

Ampholyte pH 3-10 (Ref: 10043, Sigma-Aldrich, Frahc

Ampholyte pH 5-7 (Ref: 10048, Sigma-Aldrich, France

Huile minérale (Ref : 163-2129, Bio-Rad, France)

Electrode Wicks (Ref : 165-4071, Bio-Rad, France)

Plateau i12™ 18 cm (Ref: 165-4041, Bio-Rad, France)
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o Rack de migration (18 cm focusinf Tray With Lid, fR&65-4040, Bio-
Rad, France)

o Acrylamide/Bis-Acrylamide 30% solution ratio 375 (Ref: A3699,
Sigma-Aldrich, France)

o Tris-Base (Ref: 154563, Sigma-Aldrich, France)

SDS (Sodium dodecyl sulfate solution, Ref: L45Zigma-Aldrich,

France)

Persulfate d’ammonium 10% (Ref: A3678, Sigma-AldyiErance)

Temed (Tétraméthyléthylenediamine, Ref: T9281, Sigkidrich, France)

lodoacétamide (Ref: 11149, Sigma-Aldrich, France)

Glycine (Ref: G8898, Sigma-Aldrich, France)

Thiosulfate de sodium anhydre (Ref: 72049, Sigmadrah, France)

(@)

O O O o o

3.2.1 Premiére dimension : isoélectrofocalisation (  IEF)

Cette étape requiert une premiere dénaturation dtérial biologique, pour ce faire un
mélange (solution IEF) de chaotropes (urée, the)yrde détergents (CHAPS), de réducteur
(DTT) et ampholyte est utilisé. L'urée et le thiéarpermettent la solubilisation des protéines
méme a forte concentration (Rabilloud et al., 199@&) détergent switterioniques evite
'agrégation des protéines di au domaine hydropl{Gihevallet et al., 1998), alors que le
DTT permet le maintient des groupements —SH rédwitant ainsi I'oxydation des protéines
ou la formation de ponts di-sulfure entre les prae (Herbert et al., 1997). La solution IEF a
été élaborée dans 'optique de conserver au maxitasiprotéines de I'’échantillon dans leurs
états naturels mais non complexé.

Le support pour I'lEF le plus courant est celui gtilise le gradient de pH immobilisé (IPG :
immobilized pH gradient). Le gradient de pH esteolot par la copolymérisation d’acrylamide
et de BIS-acrylamide et de monomeres a squelatteydamide fonctionnalisés (soit par des
groupes d’acide faible ou de base faible). Cesiéle® générant le gradient de pH, conférent

par la méme occasion un fort pouvoir tampon.
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Protocoles

Etape de réhydratation des gels

L’inclusion des protéines solubilisées a la sohltie réhydratation permet d’accroitre la
capacité de charge des gels (Rabilloud et al.,)1@xhchez et al., 1999).

Aprés avoir déterminé la concentration protéigue éshantillon, 150 pg de protéines (traité
de la méme maniere que pour le dosage protéiquesstubilisés dans un solution d’'IEF 3-
10 (urée 7M, thiourée 2M, glycérol 5% (v/v), CHARS33 % (v/v), triton X-100 0.35 %
(v/v), sulfobétaines 3-10 0.35 % (p/v), isopropab®I% (v/v), isobutanol 12.5 % (v/v), DTT
100 mM, une pointe de Bleu de bromophénol et urangd d’ampholytes 3-10). Le volume
de lI'ensemble ne doit pas dépasser 400 pl. L'enkenabt porté au contact d'une
ReadyStrip™ pH 3-10 sur un plateau i12™, le gelcentact direct avec la solution).
L’ensemble est recouvert d’huile minérale pour @vita cristallisation de l'urée, puis est

laissé au repos 9 heures a 19°C pour une bonnepéidaades protéines dans le gel.

Remarque :

Pour ['utilisation de strips gel d’'IEF pH 5-8 (Re&trip™ IPG Strips pH 5-8), le protocole
est identique mise a par les ampholytes qui sdférdints dans la solution IEF (mélange
ampholyte 5-8).

Etape de la migration

Aprés avoir imbibées d’eau bi-distillée des meathegpapier (Electrodes wicks) et les avoir
placées sur les électrodes du rack de migratios.stips réhydratées sont placées dans le
rack, gel en contact avec les électrodes, recaes/ates meches, a chaque extrémité et
orientées coté pH acide au niveau de la cathogmsemble est recouvert d’huile minérale.
Le rack est déposé dans le générateur IEF (PriEta@ell Bio-Rad 1 IPG phor GE).

La focalisation est alors démarrée et réalisée deeprogramme adéquate a 20°C (
Tableau 10).

Une fois la focalisation terminée, les strips soohgelées a -20°C dans une gaine de

polyéthylene).
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Etape Voltage (volt) Condition Temps (h)  Volts Heure

1 50 R 9 450
2 200 R 1 200
3 1000 L 1 600
4 10 000 L 6 33 000
5 10 000 R 5h 34 55 750

Tableau 10 : Programme de migration desrptéines dans des strips 3-10 pour un gel analytigu
(R) montée rapide du voltage, (L) montée linéaurerditage

Remarque :

Le méme programme est utilisé pour la focalisasimnles strips de pH 5-8.

3.2.2 Deuxiéme dimension : SDS-PAGE

Cette étape se déroule comme une électrophoresedmuensionnelle classique (Laemmli,
1970). Les protéines sont préalablement dénatueehargées négativement de maniere
homogene par le dodécylsulfate de sodium (SDS) i&waad Munkres, 1971). Le SDS, un
détergent anionique fort, interagit avec les pragipar sa partie hydrophobe, empéchant le
repliement de ces dernieres, tout en rendant lrehke chargé négativement. Sous ['effet
d’'un courant électrique, les protéines vont alagsdgplacer a travers un gel issu de la
copolymérisation d’acrylamide et BIS a la densi@ssante, générant un tamis moléculaire.
Ce tamis générera une séparation selon leur Mrpre®ines ne pouvant se mouvoir a la
méme vitesse. Cette migration est permise grace &ampon électrolytiqgue (tampon de

migration).
Protocoles

Préparation des gels
Une fois les plaques de verre a charniére placaes kh chambre de coulage, les gels sont
coulés en mélangeant les deux solutions d’acrylanfichbleau 11) grace au formeur de
gradient relié a une pompe péristaltique de facgeérérer des gels SDS-PAGE en gradient
d’acrylamide (8%-15,8%).
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Solution a 8% Solution & 18.5%

Acrylamide/Bis (30%/0,8%) 14.23mL 34.50mL
Tampon Tris-Base 4X (1,5M,pH 8,8) 14.23mL 14mL

Eau bi-distillée 28.46mL -

SDS 10% (p/v) 0.57mL 0.56mL
Glycérol - 8.44mL
Persulfate d'ammonium a 10% (p/v) 312uL 214uL
Temed 32.6uL 28uL

Tableau 11°: Composition du gel d’électrophorése SBPAGE (valeur pour 1 gel)

Une fois coulé, le haut des gels est recouverbdiisanol saturé en eau bi-distillé pour aplanir
le surface. L’ensemble est laissé a polymérisedt 2h a température ambiante. L’isobutanol
est remplacé par de I'eau bi-distillée une foisdets pris en masse et ils sont conservés a
+4°C sous atmosphére humide.

Migration dans la seconde dimension

Une fois décongelées a température ambiante,rips #?G sont incubées dans une premiére
solution d’équilibration (Tris 50 mM a pH 8.8, uréei, glycérol 30 % (v/v), SDS 1% (p/v),
DTT 65 mM) pendant 15 minutes. Elles sont ensumitailbées 15 minutes dans une deuxieme
solution d’équilibration (Tris 50 mM a pH 8.8, uréeMi, glycérol 30 % (v/v), SDS 1% (p/v),
lodoacétamide 53 mM).

Cette étape d’équilibration va charger négativenenpolypeptides avec le SDS, réduire les
ponts disulfures et alkyler les groupements thiols.

les strips sont entaillées de I'ordre de 5 mm agobaextrémitée (partie en contact avec les
électrodes) et placées sur le sommet des gelsaliegt d’acrylamide (coté 8%) toujours
entre les plagues de verre, les strips devante@tieontact direct avec les gels et centrées. Le
marqueur de poids moléculaires de référence esé pglayauche des strips par I'intermédiaire
d’'un papier imprégné de 10 pl de ce dernier. Lapsset le marqueur sont recouverts de
tampon de migration (Tris 25mM, glycine 192 mM, SBS mM, thiosulfate 1.25 mM) a 1%
d'agarose qui permettra une meilleur pénétration pimtéines dans les gels au gradient
d’acrylamide.

Les supports de verre sont placés dans la cuve igatian Dodeca Cell préalablement
remplie du tampon de migration, coté strips verscddhode. La migration peut alors
commencer selon le programme adéquate (Tablede @)t a +10°C.
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Etape Voltage (volt) Temps (h)
1 40 1
2 100 18

Tableau 12 : Programme de la seconde migration s@rel de gradient d’acrylamide de 20x20,5 et 1mm
d’épaisseur
Aprés migration, les gels sont récupérés et diésode leur support de verre, et les
polypeptides sont révélés avec le kit ProteoSilver™

3.2.3 Analyse d’'images des gels 2D

Les gels ne sont pas exploitables directementstilnécessaire de les numériser et de les
analyser sur un logiciel d’exploitation d’'image.uUPaela les gels sont numérisés avec le
scanner GS-800 a une résolution de 600 dpi (detgple = points par pouce) avec le logiciel
d’exploitation : Quantity One. L'analyse qualitaidifférentielle se fait sur le logiciel Image

master 2D Platinium 5.0.

4 Préparation d’'un nouveau substitut du SVF a parti  r de

produits plaquettaires et plasmatiques

4.1 Traitement de Concentrés de Plaquettes d’Aphére  se

Le lysat plaquettaire (Lpmix) élaboré au sein duotatoire (Cf Fiche technique) en vue de

son utilisation comme substitut du SVF pour law@tdes CSM est un produit « brut ». Les

plaquettes prélevées par aphérése sont congekiss,congélation entrainant une cryolyse

des cellules libérant les facteurs de croissankeggipttaires dans le milieu de culture.

Les CPA prélevés jusqu’a présent pour générer taixme sont pas déplétés en plasma avec
ajout de solution de stockage de plaquettes, réisllition des procédures de traitement va
aboutir au fait que tous les concentrés de plagsietieront stockés en solution de

conservation. C’est pour cette raison que nous avonlu étudier les conséquences de la
déplétion en plasma sur les CPA pour soutenirdéf@ration cellulaire.

Pour améliorer le lysat plaquettaire, nous avongwiester le processus de cryoprécipitation
sur ce dernier, méthode de fractionnement encaraifa utilisée sur un concentré de

plaquettes cryolysées. Le but de ce traitemendegermettre si possible la « sélection » des
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protéines plaquettaires, si une partie de ces ipastésont capables de cryoprécipiter, et

permettre ainsi 'optimisation de la qualité deredtp.

Pour cela nous avons traité un CPA sans solutiotodseervation par deux procédés soit de
maniére distincte soit combinée : un procédé ddadamtisation (Chap 181.1.2.1) et un
procédé de cryoprécipitation (Chap 181.1.2.2). Nawmns ainsi obtenf produits : PRP1
natif, un surnageant de cryoprécipit6/RRPJ, un cryoprécipité ¢ryoPRP1), un PRP
partiellement déplasmatisé contenant 30% de plagdRP3), un surnageant de PRP
partiellement déplasmatisé et cryoprécip®PRP3, un cryoprécipité de PRP partiellement
déplasmatiséQryoPRP3), un PRP totalement déplasmati®&kP2), un surnageant de PRP
totalement déplasmatisé et cryoprécip®PRP2J et un cryoprécipité de PRP totalement
déplasmatiséqryoPRP2) (Figure 20).

NB : Les cryoprécipités ont été réecupérés dans [3fersolution SSP+ ;

‘ ! APCA+(PRP1) I APC A+ (PRP1)

ﬁ Supernatant (SPRP1)
N (

Crpgprecipifation

Cryoprecipitate (CryoPRP1)

Farfiel Deplasmatisation

Tofal Deplasmafisafion

Cryoprecipifation T

Figure 20 : Récapitulatif des solutions de supplém¢ation obtenues a partir d'un CPA
Trois séries distinctes, la série 1 (orange) compate produits non dépfaatisés. La série 2 (vert) compa
de produits totalement déplasmatisés. La sériéeBi(lsomposée de produits partiellement déplasasatis
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4.1.1 Evaluation des différents produits de substit  ution du SVF

Ainsi, les neuf produits obtenus apres déplasntaiisa/-cryoprécipitation sont répartis en

trois séries (série 1 a 3). Trois témoins ont égald été élaborés (Tableau 13):

» Le plasma exempt de plaquettB$ama

» Le lysat plaquettaire standard, provenant d’'un meoCPA de tout
groupe Lpmix)

= Le sérum de veaux foet@VF) (HyClone, USA

N Supplément Héparine
o Milieu )
Nomination _ protéique (2Ul/ml de
(2ml/puit) -
(Volume) milieu)
5% PRP1 MEM PRP1 (100ul) Oui
. 5% S/PRP1 MEM S/PRP1 (100ul) Oui
Serie 1
CryoPRP1 )
5% CryoPRP1 MEM Oui
(200ul)
5% PRP2 MENM PRP2 (100ul) Oui
o 5% S/PRP2 MEM S/PRP2 (100ul) Oui
Série 2
CryoPRP2 )
5% CryoPRP2 MEM Oui
(200ul)
5% PRP3 MENM PRP3 (100ul) Oui
. 5% S/PRP3 MEM S/PRP3 (100ul) Oui
Série 3
CryoPRP3 )
5% CryoPRP3 MEM Oui
(200ul)
Témoin 5% Plasma MEM Plasma (100pl) Oui
Témoin 5% Lpmix MEM: Lpmix (100ul) Oui
Temoin 10% SVF MEM SVF (200pl) Non

Tableau 13 : Composition des milieux de cultures

77



Matériels et Méthodes

Matériels
» SVF (Ref: 3016003, HyClone, thermo Scientific, USA
= Héparine Choay (5000 Ul/ml) (Ref AMM-552436.3, Sanofi
Synthelabo, France)
= Lpmix
= Plasma
» Les produits de supplémentation (PRP1, SPRP1, ®y&P PRP2,
SPRP2, CryoPRP2 ; PRP3, SPRP3, CryoPRP3)
Protocole

Les produits plaquettaires ainsi préparés sonégestmme substitut du SVF pour la culture
des CSM. lIs sont additionnés directement au milielculture a la concentration de 5% (50
pl/ml de MEMu). Les milieux de cultures sont préparés extempomremt comme indiqué
dans le tableau 13. Les solutions issues des ptaguée plasma et le Lpmix sont décongelés
extemporanément. L’héparine est utilisée pour évige complexification des protéines
plaguettaires et/ou plasmatiques pouvant entrainer gélification partielle du milieu de
culture. Elle est ajoutée au milieu de culture iaom de 2U/mL sauf dans la condition sous
SVF.

Les parametres étudiés sont :
o La capacité proliférative des CSM
o La capacité clonale
0 Le phénotype cellulaire a I'aide des anticorps anis :
» conjugué au FITC : CD29, CD45, HLADR
= conjugué au PE : CD44, CD73, CD105
= conjugué au PC5: CD90
o Dosage protéique : Les différents produits ississs#gies sont titrés par la
méthode de Bradford pour estimer leur concentragioprotéines.
o0 Analyse protéomique : mise en évidence des proteodes differents
lysats des trois séries par analyse sur électréghdsidimentionnelle. Les
gels des différentes solutions plasmatiques sanpeapés deux a deux, soit

en fonction de leur homologie au sein de leur s@tRP1 vs PRP3), soit
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par comparaison au sein de chaque série. Le plastr@mparé au PRP1,

le produit avec lequel il s’apparente le plus.

4.2 Conception de Ila Solution dExtraits Plaquettai res et
Plasmatiques (SEPP)

4.2.1 Evaluation de la concentration protéique des produits de
substitution du SVF

Les solutions de supplémentation de milieu comm&W- ou le lysat plaquettaire sont
utilisées a des quantités selon un ratio de voldiresi la concentration en SVF correspond a
un milieu de culture supplémenté a 10% de SVF, nekeux composées de produits
plaquettaires sont enrichis a 5% de leur volume.

Ce procédé entraine des variations dans la quadittupplémentation d’un lot de produit de
supplémentation a l'autre. Deux lots de Lpmix ouSd4 n’ont pas la méme concentration
protéique, cette différence se reflete directenmnt I'efficacité du produit a stimuler la
prolifération des CSM.

Pour ces raisons nous avons souhaité standardisksdtion des produits en fonction de leur
concentration en protéines (mg/l de milieu de caltu

Pour déterminer a quelle concentration les miligexculture seront supplémentés, nous avons
composé une gamme de supplémentation de Lpmix dépode débris plaquettaires (Lpmix
modifié) en utilisant un protocole analogue a celil’obtention d’'une solution plasmatique
(Chap 181.1.2.3). Cette gamme est composée deditioos : MEMa a 3%, 5%, 7%, 9%,
12% et 15% de Lpmix modifié. Le témoin de référemstle méme Lpmix sans traitement

Le milieu est héparinisé a la méme concentratiors dautes les conditions a savoir 2 Ul/ml.

Les parametres étudiés sont :
o La capacité proliférative des CSM
o La capacité clonale
0 Le phénotype cellulaire a I'aide des anticorps anis :
= conjugué au FITC : CD29, CD45, HLADR, CD34, CD3DQ%
= conjugué au PE: CD44, CD73, CD105, CD200, CD117142,
CD133, CD271, CD146

0 Le dosage protéique du Lpmix modifié
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La dilution retenue sera celle qui donnera le tésué plus proche de celui obtenu avec le
Lpmix en termes de prolifération de CSM. Nos régsliont permis de retenir une dilution
entre 5% et 7% de Lpmix modifié ce qui corresponding concentration moyenne en

protéines de 3 mg/ml. C’est sur cette base quensélaborés nos produits de substitution.

4.2.2 Préparation d’un nouveau produit de substitut ion de SVF basé sur

un ratio standardisé de protéines plasmatiques et p laquettaires

Pour élaborer un substitut du SVF et du Lpmix « bret améliorer 'lhomogénéisation des

lots, nous avons distingué la partie plaquettairdydat de la partie plasmatique. Ces deux
composants sont mélangés dans des proportionsedefirobjet de cette étude est d’établir le

bon ratio qui permet la supplémentation la plugcaffe pour une utilisation a 3 mg/ml pour

soutenir la prolifération de CSM.

Nous avons élaboré des solutions plasmatiquesta garplasma (Chap 181.1.2.3) et des
solutions d’extraits plaquettaires (SEP) obtenuparéir de CPA et de MCP (Chap 181.1.2.4)

Une gamme de 6 ratios a été réalisée en mélantgsasblutions plasmatiques et les SEP
obtenues a partir de CPA (SEPP1 a SEPP6) (Tablépuefi une gamme de 2 ratios en
mélangeant les solutions plasmatiques avec les ddighues a partir de MCP (SEPP’3 et
SEPP’4).

Désignation Quantité de protéines deg IQuantité de protéines de |a
solution plasmatique solution plaguettaire

SEPP1 100% 0%
SEPP2 99% 1%

SEPP3 (SEPP’3) 97% 3%

SEPP4 (SEPP'4) 90% 10%
SEPP5 75% 25%
SEPP6 0% 100%

Tableau 14 : Les différents ratios protéiques réatiés
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4.2.3 Evaluation d'un nouveau produit de substituti on de SVF basé sur

un ratio standardisé de protéines plasmatiques et p laquettaires

Chaque produit des gammes (SEPP et SEPP’) a é8& dtiune concentration de 3 mg/ml

comme substitut du SVF dans le milieu de culturaposé de MEM. Deux témoins ont été

élaborés:
» Lpmix utilisé a 5% en MEM
»  SVF utilisé & 10% en MEM
Matériels
= SVF (Ref: 3016003, HyClone, thermo Scientific, USA
= Héparine Choay (5000 Ul/ml) (Ref AMM-552436.3, Sanofi
Synthelabo, France)
= Lpmix
» Les produits de supplémentation SEPP1 a SEPP6 P'SE#t
SEPP’4
Protocole

Les milieux de culture sont préparés extemporanérhes solutions issues des plaquettes, le
plasma et le Lpmix sont décongelés extemporanérhédmdparine est ajoutée au milieu de
culture a raison de 2U/mL

Les parametres étudiés sont :

dosage protéique des SEPP et SEPP’
la capacité proliférative des CSM

la capacité clonale

o O O o

le phénotype cellulaire a I'aide des anticorps anis :

= conjugué au FITC : CD45, HLADR, CD90, Strol

= conjugué au PE : CD73, CD105, CD200, CD271, CD146
Les solutions SEPP4 et SEPP’4 ayant données leflemngi résultats en termes de
prolifération de CSM, ces produits ont été retecmrmme nos produits de référence dont le

ratio Plasma/plaquettes est de 90/10 soit 10% a€ipes plaquettaires.
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4.3 Sécurisation de la SEPP

4.3.1 Sécurisation de la partie plasmatique et sac  ryoprécipitation

Dans cette étude nous avons voulu également étladigro-inactivation sur la composante
plasmatique de la SEPP et estimer son impact swapacité du SEPP a stimuler la
prolifération des CSM. Deux traitements sont wddisle traitement par le bleu de méthyléne
et la pasteurisation. En paralléle, la cryopréatpn de la composante plasmatique a
également été étudiée dans le but de trouver @néind cette procédure de fractionnement
pour mettre en valeur le cryoprécipité. Dans nétugle le cryoprécipité a été re-supendu dans
10 ml de solution de SSP+ pour faciliter sa mampoih. Le cryoprécipité plasmatique étant
le facteur limitant, de nouvelles concentratiorssplatiques plus faibles ont été étudiées. La
concentration plaquettaire reste fixée a 0,3mgfnpibtéines plaquettaires dans le milieu de
culture ce qui correspond a la concentration plague de la solution de réféerence SEPP4 et
SEPP’4 définie au chapitre précédent (chapitre3)82.

Pour répondre a cela, 3 types de plasmas ont é&éangsontribution : un pool de plasma
pasteurisé (Chap 181.1.3.1), un plasma unitaire-atiténué par traitement au bleu de
méthylene (Chap 181.1.3.2) et un plasma unitaire vico-atténué. Chaque plasma a été
centrifugé deux fois pour éliminer les résidutsbgllaires et plaquettaires avant la congélation
(Chap 181.1.1.1), puis a subi une cryoprécipitasieion le protocole Chap 181.1.2.2.

Chaque surnageant a été filtré (Chap 181.1.2.3 pes les cryoprécipités pour éviter la perte
de volume. La solution dextraits plaquettaires & é@btenue a partir de MCP
(Chapl181.1.2.4).

17 conditions ont été ainsi créées pour supplémémtailieu de culture des CSM (Tableau
15). Ces conditions varient selon 3 facteurs:
- La viro-inactivation du plasma: pas de traitememtaitement au BM,
pasteurisation
- La fraction protéique : cryoprécipité du plasmason surnageant
- La concentration protéique de la composante plagoet 2,7 mg, 1,35 mg et 0,3

mg (quantité  estimée par millilitre de milieu de Itawe)
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Traitement par

viro-inactivation

Fraction plasmatique

Quantité de protéines
plasmatiques présente|

dans un millitre de

Quantité de protéines
plaquettaires présente

dans un millitre de

nomenclature

MEM o (mg) MEM o (mg)
2,7 0,3 SNcryoP norm 2,7
Surnageant de
S 1,35 0,3 SNcryoP norm 1,35
cryoprécipité
0,3 0,3 SNcryoP norm 0,3
non
2,7 0,3 CryoP norm 2,7
cryoprécipité 1,35 0,3 CryoP norm 1,35
0,3 0,3 CryoP norm 0,3
2,7 0,3 SNcryoP BM 2,7
Surnageant de
L 1,35 0,3 SNcryoP BM 1,35
cryoprécipité
0,3 0,3 SNcryoP BM 0,3
bleu de méthyléne
2,7 0,3 CryoP BM 2,7
cryoprécipité 1,35 0,3 CryoP BM 1,35
0,3 0,3 CryoP BM 0,3
2,7 0,3 SNcryoP past 2,7
Surnageant de
S 1,35 0,3 SNcryoP past 1,35
cryoprécipité
pasteurisation 0,3 0,3 SNcryoP past 0,3
2,7 0,3 CryoP past 2,7
cryoprécipité
0,3 0,3 CryoP past 0,3

Tableau 15 : Les différentes solutions de supplémetion issues de la viro-inactivation du plasma ete sa

cryoprécipitation

Détail sur la nomenclature : Exemple de SNcryoRm®y7 ; « SNcryoP » correspond a la fraction pédigire,

ici le surnageant du cryoprécipité, « CryoP » plaucryoprécipité ; « Norm » correspond au typevide-
inactivation, ici « norm » sous entendant « normalgnifiant que le plasma n’est pas viro-inactilvés autres
traitements sont nommés « BM » et «past» podutetnegnt photochimique au bleu de méthylene et
pasteurisation respectivement ;
« 2,7 » correspond a la quantité de protéine plagoemassocié a SEP (0,3 mg) a savoir 2,7 mg/nmhitleu de
culture. Les autres concentrations sont nommég35oiet « 0,3 ».
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4.3.2 Evaluation de la seécurisation de la partie pl asmatique et sa
cryoprécipitation

Chaque produit a été utilisé comme supplément deda de croissance en MENpour la
culture des CSM. Les produits de supplémentationposés d’'une forte teneur en protéines
plasmatiques (SNcryoP norm 2,7, CryoP norm 2,7, rgd BM 2,7, CryoP BM 2,7,
SNcryoP past 2,7, CryoP past 2,7) supplémentemtilleu a une concentration de 3 mg/ml.
Les produits de supplémentation composés d’une utenetermédiaire en protéines
plasmatiques (SNcryoP norm 1,35, CryoP norm 1,3&rgwP BM 1,35, CryoP BM 1,35,
SNcryoP past 1,35) supplémentent le milieu a ume@atration de 1,65 mg/ml. Les produits
de supplémentation composés d’'une faible tenepretéines plasmatiques (SNcryoP norm
0,3, CryoP norm 0,3, SNcryoP BM 0,3, CryoP BM ®B8lcryoP past 0,3, CryoP past 0,3)
supplémentent le milieu a une concentration denfgnl. Cing témoins ont également été
élaborés, a savoir :

= Lpmix utilisé a 5% en MEM

»  SVF utilisé & 10% en MEM

= SVF utilisé a 10% en MEM + 2 Ul d’héparine Choay par ml de

MEMa
= SEP a0,3 mg/ml de MEM
* Albumine a 2,7 mg/ml de MEM+ SEP a 0,3 mg/ml de MEM

Matériels

= SVF (Ref: 3016003, HyClone, thermo Scientific, USA

= Héparine Choay (5000 Ul/ml) (Ref AMM-552436.3, Sanofi
Synthelabo, France)

» Vialebex 400mg/ml (LFB, France) (Albumine humaine)

= Lpmix

» Les produits de supplémentation SNcryoP norm 23%-0,3;
CryoP norm 2,7-1,35-0,3 ; SNcryoP BM 2,7-1,35-0ryoP BM
2,7-1,35-0,3 ; SNcryoP past 2,7-1,35-0,3; CryoBt 37-0,3 &
SEP
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Protocole

Les milieux de cultures sont préparés extemporangrhes solutions issues des plaquettes et
le Lpmix sont décongelées extemporanément. L’hépagst ajoutée au milieu de culture a

raison de 2U/mL.

Les parametres étudiés sont:
0 Le dosage protéique des SEPP et SEPP’
o La capacité proliférative des CSM
o0 La capacité clonale
0 Le phénotype cellulaire a I'aide des anticorps anis :
*= conjugué au FITC : CD45, HLADR, CD90, Strol
= conjugué au PE: CD73, CD105, CD200, CD271, CD1ZB31,
CD56
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RESULTATS ET DISCUSSION

1 Tests cellulaires et caractérisation de différent S
suppléments de milieu de culture élaborés a partir d’'un

produit plaguettaire

1.1 Tests cellulaires des différents suppléments de milieu de

culture élaborés a partir de produits plaquettaires

La premiere étape de nos travaux a consisté erdéétiu comportement de CSM cultivées
(prolifération, clonogénicité et phénotypage) eéspnce de différentes préparations élaborées
a partir de concentré de plaquettes d’aphéresepf@esrations sont des PRP plus ou moins
déplasmatisés, cryolysés puis cryoprécipités ou hes précipités et les surnageants ont été
testés. Des expérimentations sont réalisées efig@ravec des cultures témoins contenant
soit plasma, du SVF ou du Lpmix. (Chagd5l): Trois séries d’expériences ont été réalisées

Une série 1 correspondant a un PRP non déplagni&€8% de plasma)

Une série 2 correspondant a un PRP déplasm@ticélé plama)

Une série 3 correspondant a un PRP partiellenmépiagmatisé (30% de plasma)

1.1.1 Prolifération cellulaire

En primoculture, le nombre de CSM n’est pas consi de 'ensemencement puisque ce sont
les CMN totales que nous mettons en culture. Laigogauche du graphique (Figure 21)
correspondant aux dix premiers jours de culturestn@onc pas exploitable. En effet, le
nombre de CSM représente une population sous eseEs par rapport aux CMN totales

ensemmenceées.
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Expansion cellulaire de la primoculture
10% SVF

5% Lpmix

5% Plasma
5% PRP1

5% CryoPRP1
5% S/PRP1
5% PRP2

5% CryoPRP2
5% S/IPRP2
5% PRP3

5% CryoPRP3
5% S/PRP3

-

Cellules/cm?

r#éap DO ¢ |

N
ol

Jours d'incubation

Figure 21 : Expansion des CSM en primoculture dankes différentes conditions.
(n=2) ; chaque courbe est constitué de 3 pointeéseptant de gauche a draitia
densité cellulaire a I'ensemencement — la densiéulaire a Jfixe — la desité
cellulaire & confluence.

Les conditions expérimentales donnant les meilkeuexpansions de CSM sont
respectivement les séries 1 et 3. La série 2 nmgigoas de prolifération cellulaire (Figure
21). Les témoins SVF et plasma permettent une ptamu cellulaire modérée. Le temps
d’obtention de la confluence est corrélé a la reeitk prolifération cellulaire (temps de
culture plus court pour un nombre plus importantcdiules). C’est le S/IPRP1 qui a permis
d’obtenir les meilleurs résultats en primocultu@encernant l'intérét de la cryoprécipitation,
le cryoprécipité semble avoir des propriétés ielémes en termes de prolifération cellulaire
par rapport au surnageant correspondant, qui lunen8emble avoir un potentiel plus
important pour supporter la production de CSM jaguport au produit d’'origine (PRP). Aux
passages suivants, cette tendance se confirmequeuie S/PRP1 donne des valeurs de
prolifération tres proches de celles obtenues éépmix mais avec des délais plus courts
(Figures 22 & 23, Tableaux 16 & 17). Les cellulespnoliferent pas dans les conditions de
culture employant le supplément « série 2 » de RR® cryoprécipités des deux séries 1 et 3
génerent des productions de cellules inférieuresemps et en nombre par rapport autres
produits de leur série respective. La série 1 senmdtre composée de produits de

supplémentation permettant la production de CSMreminimum de temps par rapport a la
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série 3. Ces deux séries permettent une croissaticéaire supérieure, dans I'ensemble, aux

témoins, excepté le Lp mix qui est équivalent (Fégl22 & 23, Tableaux 16 & 17).

Expansion cellulaire du passage 1

8.0x10%-
10% SVF
5.0x10"~ -2 5% Lpmix
T ' 5% Plasma
% -¥ 5% PRP1
o 4.0x10%- % -4 5% CryoPRP1
3 sl -0 5% SIPRP1
2.0x10%4 0O 5% PRP2
A- 5% CryoPRP2
0 : : : , ¥ 5% S/PRP2
0 5 10 15 20 25 ¢ 5% PRP3
Jours d'incubation % 5% CryoPRP3

*

. 0

Figure 22 : Expansion des CSM au cour du passage 1 5% SIPRP3
(n=2) ; chaque courbe est constitué de 3 pointséseptant de gauche a draitia
densité cellulaire a 'ensemencement — la densitélaire a Jfixe — la ehsité cellulair
a confluence.
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(@] (@] (@]

Conditions 12_‘ "g % % gg % % % % % % %

LR 2R3 R| SR R| OS] 3|8

= N w

SVF

Lpmix K[xkk

Plasma ns/ns ki

PRP1 smxprrk | ngfng | ke

CryoPRP1 ns/* ns/***| ns/ns| **[xx*

SIPRPL | ***[*xk | ng/ng | **x[xkx | pgfng | Hxfrex

PRP2 ns/ns F[rx NS/NS | ¥*k[xkk | ngfhix | dekokfak

CryoPRP2| ns/ns ik NS/NS | **x[*k%| pgfrxk | dkxfinx ns/ns

S/IPRP2 ns/ns *[rx NS/NS | **[xkx | pgfrrk  [Hekokfiokex ns/ns ns/ns

PRP3 B R T N L T R e

CryoPRP3| ns/*** | ng/*** | pgf** | **[** ns/ns | **¥[** ns/*** | pg[*** | pg/tr* *Ins

S/IPRP3 b Al ns/* *[exk | ns/ns ns/* NS/NS | **[xkk |k kfkek ook [k s/ns ns/ns

Tableau 16 : Statistique des différentes expansiorellulaire du passage 1 en fonction des conditioes$ du
moment de I'arrét (Jfixe et confluence)
Les nombres de cellules au cm? obtenue aux Jfixecgomparés entre eux par un test de Tukey apedgsanvia
Anova, méme comparaison au moment de la confluence.
Légende : Jfixe/confluence

*:p<0,05
*»*:p<0,01
***:p<0,001

Expansion cellulaire du passage 2

6.0x10%+

4.0x10%-

2.0x10%4

Cellules/cm?

,,,,,

e

15

Jours d'incubation

20

25

v
&-
-O-
_._
-
.

10% SVF

5% Lpmix

5% Plasma
5% PRP1

5% CryoPRP1
5% S/PRP1
5% PRP3

5% CryoPRP3
5% S/PRP3

Figure 23 : Expansion des CSM au cour du passage 2
(n=2) ; chaque courbe est constitué de 3 point®septant de gauche a draita densité cellulaire
'ensemencement — la densité cellulaire a Jfixa ddnsité cellulaire a confluence.
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- r 3 T 8 @ T S @ T 8 @
Conditions % S % z S T 3 S T z =S T
SR T T - - - A I B
SVF
Lpmix ns/ns
Plasma ns/ns ns/ng
PRP1 *Ins ns/ns *Ins
CryoPRP1 ns/ns ns/ng ns/ns */n|
S/PRP1 *Ins ns/ns *Ins ns/n *In
PRP2
CryoPRP2
S/IPRP2
PRP3 *Ins ns/ns *Ins ns/n: *Ing ns/r|
CryoPRP3 ns/ns ns/ng ns/ns ns/ns nsns n ns/ns
S/PRP3 *Ins ns/ns *Ins ns/n: ns/ns ns ns/ns | ns/ns

Tableau 17 : Statistique des différentes expansiongllulaire du passage 2 en fonction des conditioes$ du
moment de I'arrét (Jfixe et confluence)

Les nombres de cellules au cm? obtenue aux Jfixecgomparés entre eux par un test de Tukey apedgsavia

Anova, méme comparaison au moment de la confluence.

Légende : Jfixe/confluence

*:p<0,05

**:p<0,01

**:p<0,001

1.1.2 Clonogénicité

L’étude clonogénique est réalisée en paralleleétudle de I'expansion aux passages 1 et 2.
Pour I'une des souches étudiée (CSM 1), un fadule e clonogénicité au passage 1 et peu
de différence entre les différentes conditions sisiervées, excepté pour les conditions de la
série 2 qui présentent une absence totale de cfom@cernant le passage 2, le nombre de
clones semble augmenter |égerement en condition &R8&urnageant notamment. Nous
n‘avons pas observé de différence entre les sérets3 (Tableau 18). Le SVF présente un
grand nombre de CFU-F mais de tailles réduites(fRds non montrés). Le Lp mix génére
moins de clones par rapport aux autres conditions.

Pour la souche CSM 2, le nombre de clones est lglolemt plus important que celui obtenu
pour la souche CSM 1 et en patrticulier dans leslitions PRP1, CryoPRP1, S/IPRP1, PRP3,
CryoPRP3 et S/IPRP3 (Tableau 19).
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CSM1 SVF Lpmix Plasma PRP1 CryoPRP1 S/PRP1 PRP2 CryoPRP2  S/PRP2  PRP3 CryoPRP3 S/PRP3
Passage 1 3 2 0 3 4 2 0 0 0 5 3 0
Passage 2 11 1 0 7 2 9 \ \ \ 9 1 7
CSM 2 SVF Lpmix Plasma PRP1 CryoPRP1 S/PRP1 PRP2 CryoPRP2  S/PRP2 PRP3 CryoPRP3  S/PRP3

Passage 1 15 15 0 12 10 17 \ \ \ 16 7 18
Passage \ 14 \ 14 11 11 \ \ \ 14 9 16

Tableau 18 & 19°: Tableaux récapitulatifs des CFU-E nombre de clones pour cent cellules ensemencées.

1.1.3 Phénotype cellulaire des CSM

Les cellules ont été phénotypées a l'issue desepsos de culture soit en fin de passage 2. Le
phénotype cellulaire reste dans I'ensemble ideptiquelle que soit la souche de CSM, et ce,
indépendamment des conditions de culture. Quellessqient les conditions et les souches de
CSM, les cellules expriment les marqueurs membrasacD29, CD44, CD73, CD105 et
CD90 (pourcentage d’expression et MFI). Le caracteématopoiétique est absent (les
cellules sont CD45 et HLADR négatives) (Figure 2£28). Notons qudvec les conditions
CryoPRP, de facon inattenduene sous-population cellulaire exprime HLADRquelle que
soit la souche cellulaire (CSM 1&2) (Figures 26 ®).2

Pour que l'interprétation des résultats de cytoméiit la plus claire possible, il faut préciser
gue lintensité de la fluorescence des fluorocherddfere les unes des autres. Le PC5
devient une source lumineuse trés intense quaadt iexcité en comparaison du FITC qui
émet une plus faible lumiére. Ainsi, un ratio d®@®btenue avec le fluorochrome PC5 est
tout aussi significatif qu’un ratio de 100 avedlismrochrome PE et un ratio de 30 avec FITC.
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Phénotype des CSM aprés expansion in vitro : MFI de la population
CSM 1

10% SVF

5% Lpmix3
5% Plasma
5% PRP1

5% CryoPRP1
5% S/PRP1
5% PRP3

5% CryoPRP3
5% S/PRP3

BENELRNOND

R S
P C? \y.o (9 é)'\ (9.@ é)@

Marqueurs membranaires

Figure 24 : Intensité moyenne de fluorescence degtechromes associés a I'expression de protéines
membranaires des CSM 1 aprés le second passage sessdifférentes conditions de supplémentation

Phénotype des CSM aprés expansion in vitro : MFI de la population

CSM 2
3000.
4000 E B 5% Lpmix3
3000 -
| Illlﬁl BN 5% PRP1
1500 F 5% CryoPRP1
2 1000- 3 5% S/PRP1
@ 500 I lEL BN 5% PRP3
| Ao M . 5% CryoPRP3
1007 il =3 5% S/PRP3
50+
0 T n-
e °
SN

Marqueurs membranaires

Figure 25 : Intensité moyenne de fluorescence degtechromes associés a I'expression de protéines
membranaires des CSM 2 aprés le second passage desdifférentes conditions de supplémentation
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Phénotype des CSM apreés expansion in vitro : Pourcentage de la
population CSM 1 exprimant les marqueurs membranaires

110
100-
90_
® :g: 1 10% SVF
& 604 Bl 5% Lpmix3
S 504 B 5% Plasma
S 40 Bl 5% PRP1
3 L. 5% CryoPRP1
20- G2 5% S/PRP1
10- Em 5% PRP3
0- 5% CryoPRP3
10l . . . . . : B 5% S/PRP3
S 5
P o & & o &

Marqueurs membranaires

Figure 26 : Pourcentage de la population de CSM Xxprimant les clusters de différentiation en fonctio
des conditions de culture

Phénotype des CSM apreés expansion in vitro : Pourcentage de la
population CSM2 exprimant les marqueurs membranaires

110
100 . i ) Hl 5% Lpmix3
||t E LA ' EE 5% PRP1
so-{JlHl ; ! i il 5% CryoPRP1
o 7ok | & E 3 5% S/PRP1
T SOYpEHI: " o (i 1 BN 5% PRP3
i (1 i i l: 5% CryoPRP3
3 30 g 8 5% S/PRP3
2011 r i it
o e
o JHELE L L
_10' T 1 L L) L) L) T
o @ o
¥ & F &S s

Marqueurs membranaires

Figure 27 : Pourcentage de la population de CSM Zprimant les clusters de différentiation en fonctio
des conditions de culture
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1.1.4 Discussion intermédiaire

Ces expériences, qui ont posées les premiers jderette thése, démontrent que des CSM
cultivées en présence de certains suppléments likundie culture élaborés a partir d’'un
produit plaguettaire proliferent plus rapidemene gles CSM cultivées avec des conditions
classiques de culture en SVF et de facon équivalaaut rapport au Lpmix de référence. Nous
avons postulé que les traitements usuels des Pidésitdans les centres de transfusions,
modifient la composition biochimique de ces prosiugte répercutant sur la « qualité » pour
la culture cellulaire du produit de départ.

Ainsi une diminution du taux de plasma dans un pitodiminuerait les propriétés de
supplémentation de milieu, de méme que les prosts de la cryoprécipitation ne seraient
pas forcement de meilleure facture que le prodititi (cryoprécipité vs PRP).

La conclusion principale de cette premiére série dxpériencesest quela présence de
plasma dans un concentré plaquettaire est essenteepour obtenir un supplément de milieu
de culture favorisant la prolifération de CSM (séti> série 3 > série 2), mais dagroduit

doit également contenir de protéines plaquettairesun milieu supplémenté uniquement
avec du plasma ne permettant pas la prolifératdinlaire.

Nous avons émis I'hypothése que les difféerence®rgbses en culture cellulaire avec les
différents suppléments de milieu de culture élaba@éartir d’'un produit plaquettaire sont
liées & leur composition en protéine.

Pour caractériser biochimiguement ces différenBRR », une comparaison par analyse
protéomique a été effectuée par étude d'électr@seosur gel 2D aprés une quantification

protéique de tous les échantillons.

1.2 Caractérisation de différents suppléments de mi  lieu de culture

élaborés a partir d’'un produit plaquettaire

1.2.1 Dosages proteéiques des différents suppléments de milieu de

culture élaborés a partir d'un produit plaguettaire

L’analyse de la quantité en protéines des diffé&réypes de lysats plaquettaires issus d’un
PRP montre que leurs concentrations sont tregeiftés (Tableau 20).

Les produits de la série 1 sont trés concentréP (P& S/PRP1) et sont tres proche de la
concentration du plasma. Les produits de la sésenB plus dilués (d’'un facteur 1,6 environ)

et ceux de la série 2 sont presque dépourvus démpes.
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Produits Concentration (mg/ml)
Plasmi 79,1¢
PRP: 74,1¢
CryoPRP 26,4%
S/IPRP 72,52
PRP: 1,17
CryoPRP: 0,66t
S/IPRP: 1,1t
PRP 43,5¢
CryoPRP: 15,0:
S/PRP: 45,2¢

Tableau 20 : Concentration protéique des différentsuppléments plaquettaires

1.2.2 Analyses protéomiques des différents suppléme  nts de milieu de

culture élaborés a partir d’'un produit plaquettaire

L’analyse des gels d’électrophoréses bidimensidesiel permis de mettre en évidence deux
grandes tendances en fonction des procédés d'abtadds différents suppléments de milieu
de culture élaborés a partir d'un produit plaquetta

La série numéro 2 adopte un profil protéique déiférde tous les autres produits (Tableau
21). La présence de plasma dans le produit entna@meediablement I'expression d’un profil
plasmatique, gommant la présence de toute tragaratéines plaquettaires (Tableau 21 &
Figure 28). Ces derniéres sont seulement visibées des profils de la série 2, qui sont
typiguement des profils plaquettaires. Le gradigatpH 5-8 permet de bien séparer les
protéines plasmatiques, générant une meilleureluttso du profil plasmatique en
comparaison avec le gradient de pH 3-10. Par caestgradient de pH 5-8 n’est pas adapté au
profil plaquettaire. La majorité des protéines plettpires ayant un pl plutdét acide, sont
regroupées sur le bord acide du gel, générant anwarse résolution des gels. Le gradient de
pH 3-10 est plus adapté pour le profil plaquettdige dissemblance des deux profils est telle

gu’il est impossible de trouver des similitudesreres profils.
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Condition

Gel 2D pH 3-10

Gel 2D pH 5-8

Plasma

S/PRP1
(= série
série 3)

1 &

S/PRP2

(= série 2)

Tableau 21 : Exemples de gels 2D obtenus en fonctides séries et du pH d'étude.
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Figure 28 : Protéines identifiées sur les deux typede profil protéique. A: profil plasmatique du

PRP3; B: profil plaguettaire du PRP2
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1.2.3 Discussion et orientation

Les dosages protéiques effectués sur 'ensemblepabekiits ont permis de constater une
gamme de concentrations de protéines trés vargbfenction des différents suppléments de
milieu. Une corrélation a pu étre établie entre pesduits plaquettaires les plus riches en
protéines et une plus forte production de cellRRP1 et S/PRP1). Il existe donc dékets

de dose dépendanceDe plus, les protéines issues de la lyse desuetss sont
indispensables pour générer une production de A®plasma, exempt de ces protéines,
bien que concentré en protéines ne permet pasradagtion efficace de cellules.

Il faut noter que les produits contenant uniquentkss protéines plaquettaires ont une trés
faible concentration en protéines en comparaisonaaires suppléments de milieu, ce qui
sous-entend que la proportion en protéines plagjuedt dans un PRP cryolysé est
négligeable. Ces observations sont confirmées ‘paalyse protéomique des différents
produits.

L’analyse protéomique par électrophorese bidimergdie ne permet pas de détecter des
protéines plaquettaires dans les produits contedgatement du plasma. Les protéines
plasmatiques, trés majoritaires en termes de comatiem protéique, masquent les protéines
plaquettaires détectables seulement apres déptatiplasma.

Cependant, le rapprochement direct entre les edsuksus de I'analyse protéomique et la
production cellulaire n’est pas envisageable, lesdyits d'intéréts étant légérement
différents. En effet, les produits, en vue de &ude protéomique, ont subi une déplétion en
débris plaquettaires (résidus de la lyse des pteeg)eet il n’a pas été démontré que ces débris
n’influencent pas la prolifération des CSM.

D’un point de vue global, une déplasmatisationl¢ofaun effet délétere sur le PRP utilisé a
des concentrations conventionnelles et la cryopitdtion ne permet pas, quant a elle,
I'élaboration d’'un produit de meilleure qualité que produit d’origine en termes de

prolifération cellulaire.
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La poursuite de ce travail a consisté a :

Comparer chacun des produits a goacentration protéique égalele ratio entre les
concentrations en protéines plaquettdplesmatiques doit étre le seul facteur influengant
productivité cellulaire. Pour cela nous avons deé® solutions composeées de différents ratios,
a savoir :

o des solutions composées par de faibles ratiosmouer les solutions de la
série 1, série non déplasmatisée (100% de plasma)

0 des solutions composées par de forts ratios pomremies solutions de la
série 2, série déplasmatisée totalement (0% denplas

o des solutions composées par des ratios intermésligiour mimer les

solutions de la série 3, série déplasmatisée pantient (30% de plasma)

Pour répondre a cette question, il nous fallaibdid définir cette concentration. Pour cela,
nous avons initié une nouvelle série d’expérieneesutilisant comme référent un Lpmix

modifié, c'est-a-dire centrifugé et filtré, en is@nt comme témoin un Lpmix

2 Mise au point d’'un produit de supplémentation de milieu
de -culture a partir de produits plaquettaires et

plasmatiques

2.1.1 Détermination de la concentration d’utilisati  on du produit

La deuxieme étape de nos travaux a donc consistétede du comportement de CSM
cultivées (prolifération, clonogénicité et phénatgp) en présence de différents taux de
Lpmix débarrassés des débris cellulaires (jusqrsdks cultures sont réalisées en présences
des débris cellulaires plaquettaires) afin de déitesr la concentration protéique de ce Lpmix
modifié permettant d’obtenir une croissance des @G8Mogue a celle des Lpmix bruts.

2.1.1.1Effet sur la prolifération des CSM

Les expériences ont été réalisées sur deux sodeh€SM. Les résultats obtenus permettent
de mettre en évidence que la prolifération des @Sihbien dépendante de la concentration en
protéines, et donc en facteurs de croissancesldansgieu (Figure 29 & 30), et ce, quelque
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soit le passage. Toutes les conditions permettéstitehir avec la méme cinétique la

confluence, excepté la condition Lpmix modifié 3%ur laquelle la croissance s’est infléchie
entre 24 a 48 heures. Nous avons pu constateequ@SM cultivées avec du Lpmix standard
(condition témoin) permet une production de cefluguivalente a celle obtenue avec les

Lpmix modifiés 5 et 7%.

Enumération cellulaire en fin de primoculture

1.2x10° , .

1.1x10° o & kk O 3% Lpmix modifié

1.0x10° B 5% Lpmix modifié

9.0x104 o . i
* 8.0x10* O 7% Lpmix modifie
S 70x10¢ 8 O 9% Lpmix modifié
9 6.0x10¢ B 12% Lpmix modifié
= 5.0x104 — . e s
8 4.0x10% | | } B 15% Lpmix modifié

3.0x104 @ 5% Lpmix standard

2.0x104

1.0x104

0 ) ) ) !
12 14 16 18 20

Jours de culture
Figure 29 : Densité cellulaire des CSM aprés conflunce en primoculture en fonction de différentes

concentrations de Lpmix modifié
(n=2) ; Test statistique : Anova puis Tukey ; *<0p05 ; ** = p<0,01

Enumération cellulaire en fin de passage 1

6.0x10% _ -

5.5x104 o O 3% Lpmix modifié

5-0X181‘ B 5% Lpmix modifié
« pprs B B 7% Lpmix modifié
o 3.5x104 o o O 9% Lpmix modifié
&  3.0x10* o . o
o 300 ; 8 12% Lpmix modifié
g 2 0x10% @ 15% Lpmix modifié

1.5x104 B 5% Lpmix standard

1.0x104

5.0x103

0 ) ) ) !
7 8 9 10 11

Jours de culture

Figure 30°: Expansion de CSM au passage 1 en forati de différentes concentrations de Lpmix modifié
(n=1)
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2.1.1.2Effet sur la clonogénicité des CSM

L’étude clonogénique a été réalisée en parallétude de I'expansion aux passages 1.

Le nombre de clones cellulaires ne semble pas taffpar 'augmentation du ratio

(volume/volume) de Lpmix modifié composant le miligle culture (Tableau 22). La

meilleure clonogénicité est observable sous la itiondLpmix « brut» au niveau de la

population de la CSM 1, mais cette tendance n’adppas avec la population de la CSM 2.

CFU-F 3% Lpmix 5% Lpmix 7% Lpmix 9% Lpmix 12% Lpmix 15% Lpmix 5% Lpmix
modifié modifié modifié modifié modifié modifié standard

CSM1 9 12 13 8 11 13 20

CSM 2 2 3 3 2 8 5 2

Tableau 22°: Pourcentage de CFU-F au passage 1 patlraque souche cellulaire

2.1.1.3Effet sur le phénotype des CSM

Quelgues soient les conditions expérimentalescddlsiles obtenues en fin de processus de

culture n'ont pas dérivé phénotypiquement et comserun phénotype caractéristique des
CSM (CD29+, CD90+, CD44+, CD105+, CD73+, CD45-, HhR-) (Figure 31 et 32)., Les
marqueurs hématopoiétigues ou endothéliaux somntb$CD31, CD34, CD117, CD144,

CD133).

Ratio de MFI des cellules en fin de passage 1

5004
400
300
200
100

IllI[llWl will

mUU

2

1 :
__\_ui_\_\l______ﬂn_muu_
(9'\9 &b'-; Sl é)fb &09 bP‘ é) 9@5\0 b?cp.;b"’&«"&.\b?’

Marqueurs membranaires

3% Lpmix modifié
5% Lpmix modifie
7% Lpmix modifié
9% Lpmix modifie
12% Lpmix modifié
15% Lpmix modifié
5% Lpmix standard

Figure 31°: Histogramme représentant le MFI des CSMaprés culture au passage 1 sur différents

marqueurs membranaires en fonction des conditionsedculture
(n=1)
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Il est intéressant de noter la présence d’'une gopalation de cellules exprimant le CD200.
L’expression de ce marqueur est inversement prigoortlle & la concentration de Lpmix
modifié utilisée dans les cultures.

Nous avons également mis en évidence une sous ghigoulexprimant le CD146.

L’expression de ce marqueur semble proportionreella concentration de Lpmix modifié

dans le milieu de culture (Figure 32).

Pourcentage de cellules exprimant chaque marqueur membranaire

1104 '

100 3 3% Lpmix modifié

90 BN 5% Lpmix modifié

80 = 7% Lpmix modifié
S 70 3 9% Lpmix modifié
‘E 60 == 12% Lpmix modifié
S 50 3 15% Lpmix modifié
§ 40 mm 5% Lpmix standard
o 30

20 ' H

12 il 0 o.Ml | | il || _ _ nAlol |||

*’o Q R
P »:': 58P PP S g

Marqueurs membranaires

Figure 32 : Histogramme représentant le pourcentagde CSM exprimant différents marqueurs
membranaires en fin d'expansion au passage 1 en fdion des conditions de culture
(n=1)

2.1.1.4Vers la conception d'une préparation d’extrait plaquettaire en
équivalent de protéines

Les résultats de prolifération, clonogénicité eémitypage ont permis de déterminer que
I'équivalent en Lpmix 5% (v/v) correspond a un Lprmodifié avec un ratio volume/volume
compris entre 5 et 7%.

Nous avons dosé la concentration protéique du Lpnuxifié et établi que la concentration
protéigue moyenne était de 54,4mg/ml (Tableau 24)s concentrations protéiques
correspondant a un milieu supplémenté a 5% et 786 donc de 2,72 et 3,8 mg/ml,

respectivement (Tableau 23). Ces résultats nousperhis de définina concentration
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protéigue de référencede I'ordre de3 mg/ml & utiliser en milieu de culture dans la suite de

cette étude.

Pourcentage de Lpmix modifié Concentration protéioggml
100% (Lpmix modifié brut) 54,4
3% 1,63
5% 2,72
7% 3,8
9% 49
12% 6,5
15% 8,2

Tableau 23°: Extrapolation des concentrations en mtéines dans le milieu de culture en fonction du
pourcentage de complémentation en Lpmix modifié

2.1.1.5Discussion et orientation

Cette partie du travail de these a permis d’étdblmuantité de protéines théorique a mettre
dans le milieu de culture, permettant de mimerclesditions classiques d’utilisation d’un
Lpmix.

Nous avons mis en évidence que la présence desdadhguettaires améliore légerement la
gualité¢ de la supplémentation. Il faut donc enwsad’augmenter la concentration en
protéines en solution pour aboutir & un effet siirgl sur la croissancea cellulaire (supérieur a
5% mais inférieur a 7%). Nous avons fixé une cotration de 3 mg de protéines de solution
de supplémentation par millilitre de milieu. L'iné® de procéder ainsi est d'obtenir un
protocole plus standardisé. En effet, jusqu’altes,produits de complémentation de milieu
étaient utilisés selon un ratio de volume, ne amérpas en compte le fait que leurs
concentrations en protéines pouvaient varier ddii lun autre.

Concernant la présence de cellules exprimant le 0OD@nciennement OX 2), molécule
impliquée dans l'immunomodulation (Gorczynski et, d41998), le CD271 (NGFR : nerve
growth factor receptor), marqueur essentiellementvié sur CSM du tissu primaire, a fort
potentiel clonogénique (Buhring et al., 2007) oaaa le CD146, un MCAM exprimé par les
cellules stromales directement impliqué dans ldeibématopoiétique (Sorrentino et al.,
2008; Buhring et al., 2009), il semble que ces wwks soient exprimées différenciellement
en fonction des conditions de culture. Les prot®iapportées par les plaquettes pourraient
avoir un role sur I'expression de certains margsi@xprimés par certaines sous populations

de cellules et souleve I'importance de la compaositdu milieu de culture pour la production
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de CSM a visée d'immunomodulation. En effet on saié le « priming » in vitro de ces
cellules peut pré-conditionner leur efficacité gpmutique.

La suite de ce travail de thése s’est orientée velgélaboration du supplément de culture
cellulaire en se basant sur les quantités de protds dans le miliey définies grace aux
expérimentations précédentas3mg/ml de milieu de culture Sachant qu'un Lpmix est
composé de protéines plaquettaires et plasmatigloes, de protéines ayant des origines et
fonctions bien distinctesjous avons formulé des produits avec des ratios tifents de
protéines plaquettaires et plasmatique®t les avons testés sur des cultures de QEMs
avons appelé ces produits Solution d’extrait plagutaire et plasmatique (SEPP)et la
suite du travail évalue I'effet de ces SEPP surctétsires de CSM.

2.1.2 Mise au point d’'un nouveau produit de supplém  entation de milieu
de culture a partir de PSL : La SEPP

2.1.2.1Concentration protéigue des solutions plasmatiquest plaquettaires

Le dosage des protéines des solutions d’extranpdtiques et plaquettaires (aprés cryolyse)
par technique de Bradford a permis de déterminersleoncentrations protéiques. Les
solutions obtenues a partir du plasma sont 4 dssplas concentrées que celles produites a
partir des concentrés de plaquettes, soit issdkeou de MCP (Tableau 24). La différence
de concentration entre les deux SEP (CPA et MCPJles une concentration plaquettaire
différente entre les deux, 54 @our le CPA contre 9.1bpour le MCP, rendant le rendement

d’extraction protéique supérieur avec une pocheodeentration de 5.1plaquettes.

Solutions Concentration (mg/ml)
Solution plasmatique (n=2) 61.05 mg/ml (£ 1.05)
SEP (CPA) (n=2) 14.2 mg/ml (+ 0.8)
SEP (MCP) (n=1) 25.1mg/ml

Tableau 24°: Concentration protéiquedes solutions qui constitueront les SEPP et SEPP’

2.1.2.2Concentration des lots d’extraits plaquettaires

La détermination des concentrations protéiquesetesémble des solutions plasmatiques et
plaquettaires permet d’élaborer plusieurs solutipnstéiques aux concentrations finales

connues (Tableau 25), permettant de définir lesntifga de chaque solution d’extrait
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plaguettaire a utiliser pour une concentrationlénde 3mg de protéines/ml de milieu de

culture.

Lots d’extraits plaquettaires

Concentration protéiques totales

SEPP1 (100% P.pla)

61.05 mg/ml (+ 1.05)

SEPP2 (1% P.plg-99% P.pla)

59.09 mg/ml (£ 0.82)

SEPP3 (3% P.plq-97% P.pla)

55.42 mg/ml (x 0.56)

SEPP4 (10% P.plg-90% P.pla)

45.84 mg/ml (% 0.3)

SEPP5 (25% P.plg-75% P.pla)

33.41 mg/ml (x 0.88)

SEPP6 (100 % P.plq)

14.2 mg/ml (x 0.8)

SEPP'3 (3% P.plgq-97% P.pla)

61.04 mg/ml

SEPP’4 (10% P.plg-90% P.pla)

54.24 mg/ml

Tableau 25°: Concentration finale en proiées de chaque lot d’extrait de lysat plaquettaire

SEPP : solution d'extrait plaquettaire provenantGieA. SEPP’ : solution d’extrait plaquettaire proaet de
MCP. P.plq : protéines plaquettaires. P.pla : pnet®plasmatiques.

2.1.2.3Aspect qualitatif du milieu de culture

Contrairement au Lpmix qui présente des débrisiledles pouvant altérer I'observation des

cellules au microscope, la SEPP présente un medigpect « qualitatif » avec une limpidité

du milieu de culture. Le Lpmix présente des paltisen suspension dans le milieu alors que

les milieux enrichis en SEPP et SEPP’ n’en ont pas, qui facilite I'observation

microscopique des cellules en cultures (Figure 33).

Figure 33°: Observation de CSM cultivée en LPmix wsus SEPP (x 40).

105



Résultats et Discussion

2.1.2.4Prolifération des CSM en présence du concept de sitibn d’extraits

plaquettaires et plasmatiques

2.1.2.4.1Source plaquettaire : le CPA

Les CSM cultivées avec les lots de solution d’'aetdrplaquettaires et plasmatiques montrent
gue le taux de protéines plaquettaires dans lemile culture a des répercussions directes sur
leurs capacités de prolifération. La gamme utilisépermis d’obtenir des productions de
cellules en quantité tres variables en fonctiorratio protéines plaquettaires / plasmatiques

présent dans le milieu (Figures 34 et 35).

Densité cellulaire en primoculture

8.0x104- N +
o 1.0%10%- _ -a- SEPP1
£ 6.0x104- x T*
% 5.0104- A SEPP2
T 3.0x104- -a—- SEPP4
© 5 # o~ SEPP5
o 2.0x104+
o -a- SEPP6
s  — -a—  Lpmix (5%)
£ 1.0x1044 . o # 8- SVF (10%)
Z " f’_'_,_,_,__lr#

0'_l_l‘|l_a—'— T T T T T &

0368 10 12 14 16 18 20 22
Jours de culture

Figure 34°: Prolifération en primoculture de CSM saus différentes conditions de SEPP
(n=4). Courbe composée de deux points, A gaucheetsié cellulaire a Jfixe, a droite la den
cellulaire & confluence. Le jours de culture repnés  le temps passé par les cellules a exp:
Tests statistiques Anova et Tukey: j<0,05, statistiquement différent a la densitfutzre sou
condition SVF a confluence. :#p<0,05, statistiquement différent a la densitdutz@re sou
condition SEPP4. # p<0,05, temps d’expansion pour obtenir la comfage statistigueme
différent.

Tous les échantillons d’extraits plaquettaires aemettent pas d’obtenir une production de
cellules puisque l'ajout de SEPP6 (100% protéindaguettaires) ne permet pas

I'enrichissement cellulaire en primo-culture voiéme la survie des cellules. Avec le SEPP1
(100% proteines plasmatiques), les cellules ontgoeliférées que ce soit en primo-culture ou

au passage 1. La capacité proliférative des csllefeprésence de SEPP1 est équivalente a
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celle rencontrée en présence de SVF, qui est langemférieure a celle du Lpmix pour les
deux passages. Il en est de méme pour I'échan8lEElRP2 en primo-culture, mais au passage
1 la prolifération des cellules sous cette conditivest pas significativement différente de
celle obtenue sous la condition Lpmix, méme si d¢bad a étre moins prononcée
(significativité non montré).

L’échantillon SEPP3 entraine une croissance célukguivalente au Lpmix que se soit en
primo-culture qu’au passage 1 et cette prolifératst supérieure au SVF. La condition
SEPP4 (10% de protéines plaquettaires) génere eilkeune prolifération des CSM que le
Lpmix et le SVF. En primo-culture, les proliférat® cellulaires avec le Lpmix et le SEPP4
sont équivalentes mais avec une tendance a unenudioni du temps de culture, en
comparaison au SVF, cette prolifération est plupartante avec un temps d’incubation
nettement inférieur). Par contre au passage 1 peitiéération est simplement supérieure aux

deux conditions témoins.

Densité cellulaire au passage 1

1.0%10%1 + -8~ SEPP1
E :'E::Ei: — o~ SEPP2
__E . * o SEPP3
o 7.0%10% 1 B« = SEPP4
% 6.0%104~ s~ SEPP5
: 5.0x104- *# + -o- SEPPG
E 4.0x104 s =~ Lpmix (5%)
'E 3.0x104- n# o SVF (10%)
S 2.0%104 0

1.0x104-

B —%
0 2 4 6 8 10 12 152025
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Figure 35°: Densité cellulaire durant le passage dous différentes conditions de SEPP

(n=4). Courbe composée de la d&ns I'ensemencement, au Jfixe et a confluencs.jtugrs de cultui
représente le nombre de jours passé par les cefloler s’expandre. Tests statistiques Anova eeyuk
Comparaison a Jfixeo. : p<0,05, statistiquement différent a la densabutaire sous condition SVF
Jfixe. B : statistiquement différent & la densité cellulaoris condition SEPP4 a Jfixe. Comparais
confluence : * p<0,05, statistiquement différent a la densitéutzére sous condition SVF a confluen
# . p<0,05, statistiquement différent a la densidlulaire sous condition SEPP4.. $<0,05, temg
d’expansion pour obtenir la confluence statistigeptdifférent.

107



Résultats et Discussion

Concernant la condition SEPPS5, durant la primoucaltla production cellulaire n'a pas
montré de différence significative que ce soit aleetpmix ou avec le SVF. Par contre le
temps de culture pour I'obtention de la conflueese nettement inférieur a celui du SVF.
Cependant au passage 1, la capacité proliferaggecdllules sous SEPP5 est supérieure a

celles des deux conditions témoins et équivalertdla de la condition SEPP4.

2.1.2.4.2Source plaquettaire : le MCP

La condition SEPP’4, est la condition qui permetriailleure prolifération cellulaire quelle

gue soit le passage (Figure 36 a 38). En primoayltlle permet d’obtenir la confluence plus
rapidement pour une population cellulaire équiviEeau Lpmix mais supérieur au SEPP’3.
Au passage 1 et 2 cette population de cellulesnakté confluence est plus importante que
celle du Lpmix et du SEPP’3. Par contre la conditto3% de protéines plaquettaires n’est

tout simplement pas assez enrichie pour étre affgsace que le témoin Lpmix.

Densité cellulaire en primoculture

1.0%1051
g S0x10% Figure 36°: Densité cellulaire durant la
2 8.0%10% primoculture sous différentes conditions de
@ 7.0x104 .
ERDY SEPP
s (n=2). Jours de culture corresponds au nombre
x4044 . . .
2 i'g :g‘ " de jours en cours d'expansion. Tests statis
X b -, .

o * o , Anova et Tukey sur la densité cellulairé =
8 3.0x104 SEPP'3
E 2 0x1044 -=- SEFPP'4 p<0,05.
Z 4 0x104 -=~ Lpmix (5%)

04rmit T T 1

024689 10 11 12
Jours de culture
Densité cellulaire au passage 1
8.0x1044

T 7.0%104 Figure 37°: Densité cellulaire durant le
B 6.0%104 passage 1 sous différentes conditions de SEPP'
[:5)
S 5.0x104] _(n=2). Jours de culture co_rresponds au ngmb
S 4 ox104] jours en cours d’expansion. - Tests s_Uque
S 3.0%10¢ Anova et Tukey sur la densité cellulairg =
£ 2.ux1ud s sgppz P<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001.
E ~ - SEPPY
Z  1.0x104 -~ Lpmix (5%)

u L] T T T 1

0 2 4 6 8 10
Jours de culture
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Densité cellulaire au passage 2

8.0x1044
7.0x104
6.0x104
5.0x104
4.0x104
3.0%x104
2.0%x1044
1.0x104

Nombre de cellulesicm?

Résultats et Discussion

Figure 38°: Densité cellulaire durant le passac

2 sous différentes conditions de SEPP'

(n=2). Jours de culture correspsnau nombre ¢
jours en cours d’expansion. . Tests statis
Anova et Tukey sur la densité cellulairé =
p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001.

- SEPP'3
-a— SEPP'4
8= [ pmix (5%)

2 4 6 8

Jours de culture

10

2.1.2.5Etude de la clonogénicité des CSM en présence duuveau concept

de solution d’apport de croissance

2.1.2.5.1Taux de clonogénicité en fonction des extraits desdt plaquettaire

provenant de CPA

Le taux de clonogénicité d’une souche cellulairehdine le pourcentage de cellules gardant

le caractere souche/progéniteur et donc, proliféaat sein d’'une population donnée. Cette

étude a été menée en étudiant le nombre de CFUrkefdDeux études distinctes ont été

réalisées : étude du nombre total de CFU-F et &udeombre de CFU-F de taille supérieure

a 4 mm de diameétre (Tableau 26).

Seule la condition SEPP4 a pu générer un taux ateogénicité significativement supérieur

aux autres conditions que se soit en termes de mond clones totaux qu’en nombre de

clones de taille > 4mm (17% et environ 8% respeatient).
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SEPP1
SEPP1 § 0
SE_F'P:I
SEPP2 3+1% 0.25 +0.375
SEPF3
SEPP3 6.5 + 4% 1.5+1.25 r
SEPP4
& ¥ )
SEPP4 17.75+0.8%5 8.25 + 1.875* " 08
SEPP5 NC NC
SEPP6 0 0
Lp Témain
Lp témoin 9+48 1.25+1.25 o]
E)
.
SVF
SVF 1+0.78 0 ( j

Tableau 26 : Etude de la clonogénicité des CSM dates différentes conditions de SEPP au le premier
passage
Photo représentant des exemples de puits de celtunégatif. Valeur moyenne + SEM ; (SEPP1 :n=EPB2,
3, 4 et témoin :n=4 ; SVF :n=2). Tests statistigiiesva et Tukey pour un P<0.05 sur pourcentage Flg-Een
fonction des conditions et sur pourcentage de CEtJ4mm en fonction des conditions. Nba statistigereim

differents de Nbb.
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2.1.2.5.2Taux de clonogénicité en fonction des extraits desdt plaquettaire

provenant de MCP

SEPF'3 P1
SEPP’3 passage 1 105 05+05
. /4
*-\& . 7
SEPF4 P1 >
" S
SEPP’4 passage 1 185+0.5 6+2 e ﬁ
(RN
Lp témoinP1
Lp témoin passage 1 17515 35+05
- -~
SEPP'3 P2 ’
SEPP’3 passage 2 55+05 05+05
SEPP'4 P2 >
) -
SEPP’4 passage 2 155+ 0.5 7+2 e # .
- L
Lp témain P2
/4
&
Lp témoin passage 2 14515 1+0 (
e

Tableau 27 : Etude de la clonogénicité des CSM dates différentes conditions sur 2 passages succéssi
Photo représentant des exemples de puits de celtunggatif. (n=2). Valeur moyenne + SEM. Testistigue :
Anova et Tukey p>0.05,(pas de significativité) sipourcentage de CFU-F en fonction des conditetndu
passage. p>0.05 (pas de significativité) sur lergentage de CFU-F > 4mm en fonction des conditeindu
passage.
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Dans cette étude les pourcentages de clonogéammiédu en condition SEPP’4 et Lpmix sont
les plus importants et équivalents entre eux. Cagngnle pourcentage de clones supérieurs a
4 mm de diametre est supérieur pour la conditiorPFBE mais le faible nombre

d’échantillons ne permet pas de prouver statistiggre cette différence (Tableau 27).

Phénotype des cellules sous condition SEPP4:
Pourcentage de positivité

HLADR

CSM1 35 jours
CSM1 & confluence
C3M2 25 jours
CSM3 35 jours

GSM3 & confluence
CEM4 a5 jours

4 |
oy |
7 < n
cD271 '\‘Tﬁ g cD105 - CSMM 3 confluence
\
[\

Phénotype des cellules sous condition Lp témoin (5% ):
CD45 Pourcentage de positivité

CSM2 4 confluence
CSM3 a5 jours

- CSM3 4 confluence
—— CSM4 46 jours
e CSM4 & confluence

es cellules sous condition SVF (10%):
Pourcentage de positivité

CDg0

g ST & conflugnce
C3M2 4 canfluence

CD105

Figure 39°: Graphiques en radar représentant le porcentage de cellules exprimant les différents
marqueurs membranaires durant le passage 1 sous dditions SEPP et témoin
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2.1.2.6Etude phénotypique des cellules

2.1.2.6.1Phénotype de type CSM apres conditionnement paiSE®P

Le phénotype cellulaire est étudié au cours dugupesg. Pour plus de commodité, seules les
cellules cultivees en SEPP4 sont étudiées et caaapaux témoins. Les cellules, quelle que
soit la condition de culture, gardent le phénotgeecellules stromales mésenchymateuses
(CD73+, CD90+, CD 105+, CD45-, HLADR-. (Figure 39uelques variations sont
observées avec des marqueurs déja observés audeoceste étude comme étant sujets a des
variations d’expressions tels que CD146, CD200.sMags variations semblent dépendre

davantage de la souche cellulaire que de la condike culture.

2.1.2.6.2Phénotype cellulaire apres conditionnement en SEPP’
Pour I'étude des SEPP’, le phénotype a pu étreiétuieks la primoculture, au Jfixe et a la
conflence des passages 1 et 2 (Figures 40 a 48)q@usoit le moment de la phase de culture
in vitro, le phénotype CSM CD73+, CD90+, CD 105+, CD45- ABIR- est conserveé. Les
expressions des autres marqueurs membranairesitvanefonction des conditions et de la

souche de cellulaire.
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Phénotype des CSM
condition SEPP'3 en cour de primoculture:
Pourcentage de positivité

Phénotype des CSM
conditions SEPP’4 en cour de primoculture:
Pourcentage de positivité

Phénotype des CSM HLADR
condition Lp témoin (5%) en cour de primoculture:
Pourcentage de positivité

s C5M' & O jours

—CEh'2 & 9 jours

Figure 40°: Graphiques en radar représentant le phdotype des cellules cultivées en
primoculture sous différentes conditions de SEPP’
Pourcentage de cellules exprimant les divers dlsiste différentiation.

Une sous population importante de cellules CD14€6+apparue en Lpmix, sous population
qui diminue légerement en présence de SEPP’4, gidevec SEPP’3, elle correspond a un
faible pourcentage. Une sous population CD271+tivel@ment importante dans une des

souches de cellules est mise en évidence en camdé&moin mais tend a disparaitre au fur et
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a mesure des passages. A noter également desese@l200+ mises en évidence dans
certaines souches cellulaires en présence de SE&RI|ation persistant au fur et a mesure
des passages. Seul Stro 1 n’est pas exprimé quedlsoit la condition et la souche cellulaire

étudiée.
Phénotype des CSM
condition SEPP’3 au cour du passage 1:
Pourcentage de positivité
HLADR

Phénotype des CSM
condition SEPP’4 au cour du passage 1:
Pourcentage de positivité

Phénotype des CSM
condition Lp témoin (5%) au cour du passage 1:
Pourcentage de positivité

oS & 4 jours
oS24 jours CcD271

CSM" & confluence
s CSh'2 & confluence

Figure 41°: Graphiques en radar représentant le phéotype des cellules cultivées au
passage 1 sous différentes conditions de SEPP’
Pourcentage de cellules exprimant les divers dleidie différentiation au moment du Jfixe
a confluence.
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Phénotype des CSM
condition SEPP’3 au cour du passage 2:
Pourcentage de positivité

Phénotype des CSM
condition SEPP'4 au cour du passage 2:
Pourcentage de positivité

Phénotype des CSM
condition Lp témoin (5%) au passage 2:
pourcentage de positivité

o5 4 4 jours

2 A 4 jours
CSM'1 & confluence

—CE5M'2 8 confluence

Figure 42°; Graphiques en radar représentant le phdotype des cellules cultivées au
passage 2 sous différentes conditions SEPP’
Pourcentage de cellules exprimant les divers disighe différentiation au moment du Jfixe
confluence.

2.1.2.7Discussion sur ce nouveau concept et orientation

Cette étude a permis de répondre aux questionepase |'effet de la déplasmatisation. La
différence a soutenir une culture de CSM, entr@madluit amoindri ou non en plasma utilisé

sous ces conditions, était du a un effet dose, roaes certaine teneur en protéines
plasmatiques associée aux protéines plaquettaisés indispensable (SEPP6 contenant 100%
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de protéines plaquettaires ne permet pas aux eelllg proliférer). Il existe cependant un
ratio de protéines plaquettaires et plasmatiqueasnap pour soutenir une forte expansion
cellulaire. Il s’est avéré que le ratio 10% (SERP&ur une utilisation a 3 mg/ml était le plus
efficace et le plus homogéne pour une productiooetlales. Le ratio 25% trop hétérogene en
termes de production, et trop demandeur en praéieguettaires est donc peu interessant.
Avec ces concentrations, on limite la dilution dulien de culture tout en augmentant la
gualité du milieu supplémenté nous rapprochanti @ieda teneur en protéines par millilitre

de milieu souhaitée.

La déplasmatisation d'un MCP diminue I'efficacité delui-ci a supporter les cultures dans
des conditions conventionnelles de dosage a caesdadfaible teneur en protéines
plasmatiques. Contrairement aux CPA, les MCP sabissobligatoirement cette
déplasmatisation, ils ne sont donc pas a utiliserpeu efficaces en comparaison avec leurs
homologues d’'aphérese. Cette procédure pour déaiopn ratio unique en utilisant un
produit de plaquettes totalement dépourvu de plastnfartement concentré, rend les MCP
utilisables et tout aussi efficaces que les CPA. f&sultat est important car
I'approvisionnement en MCP semble plus aisé d’'afgéapport d’activité de 2011 de 'EFS
(le nombre de dons est de l'ordre de 3190000 dentement 601000 sont réalisés par
aphérése, le quart étant des aphéréses plaguBttale SEPP a 10% de protéines
plaquettaires provenant de MCP s’est révélé sufiisant efficace pour supplémenter un
milieu de culture destiné a la production de CSM. MCP devient donc un produit
potentiellement exploitable en termes de capaaqioduire la SEPP. Le concept d'une SEPP
(10%) a base de MCP utilisé a 3 mg/ml de milieeulaure est donc le candidat de choix.

Pour que la SEPP puisse répondre aux attente&AN&M pour une utilisation thérapeutique
chez 'Homme, il est important de la sécuriser yamprocédé d’inactivation virale. Dans un

premier temps nous nous sommes intéressés a tmaictvation de la fraction plasmatique.
2.2 Seécurisation des produits de supplémentation

L’objectif principal de cette étape est la sécuiisade la SEPP pour minimiser les risques
potentiels de transmission de pathogenes. La tigegm pouvant survenir lors de
ladministration des CSM chez le receveur aprées léicgiion in vitro sous SEPP

contaminée. Pour sécuriser la solution, deux aatets ont été étudiées, la viro-inactivation
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directe de la SEPP apres fabrication ou la viratimation au préalable de chaque composé.
Dans un premier temps nous avons étudié I'impadadsécurisation de seulement un des
deux composants sur la capacité de la SEPP a stitauprolifération des CSM. L'objectif a
ete d’étudier I'impact de la viro-inactivation departie plasmatique de la SEPP pour estimer
si ce traitement peut étre intégré dans la proeederfabrication de la SEPP. En parallele
nous avons étudié I'utilisation d’'un sous-produitglasma obtenu par cryoprécipitation pour
améliorer la qualité de I'apport plasmatique esaaméliorer la qualité de la supplémentation
par la SEPP.

2.2.1 Evaluation de la sécurisation et de la cryopr  écipitation de la partie

plasmatique

Deux traitements de viro-inactivation ont été ébsdila pasteurisation et le traitement
photochimique par bleu de méthylene, deux procgddsico-chimiques différents, mais
efficaces dans I'atténuation virale.
Pour valoriser le cryoprécipité du plasma, compa®énue en quantité limitée trés restreinte
en comparaison a son surnageant correspondantamons étudié différentes concentrations
de la composante plasmatique sur la conceptioa 8&PP. Les concentrations protéiques de
référence sont celles de la SEPP (10%), ainsi depgn protéines plaquettaires utilisées dans
cette étude reste de 0,3 mg/ml de milieu de culture
17 conditions ont été étudiées, conditions qui wanter selon :
- leur traitement de viro-inactivation (sans traitempetraitement au bleu de
méthyléne ou pasteurisation) ;
- leur composante plasmatique (cryoprécipité ou geaat de la
cryoprécipitation) ;
- leur quantité de protéines plasmatiques proposssitdncentrations finales de ces
protéines de 2,7 mg/ml de MEy11,35 mg/ml de MEM ou 0,3 mg/ml de MEM.

2.2.1.1Volume des difféerentes solutions plasmatiques et Ues
concentrations

Les volumes des différentes solutions plasmatig@éespérees sont trés variables, notamment
concernant le cryoprécipité et son surnageant essbes différences sont de l'ordre d’un
facteur 16,75 (Tableau 28). Les volumes des cryppités correspondent aux quantités
récupérées apres resuspension dans les 10 mL de & concentrations protéiques des
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cryoprécipités sont également plus faibles de terd'un facteur 1,9. Les composantes
plasmatiques pasteurisées présentent les plusegaibbncentrations protéiques, toutes
composantes plasmatiqgues confondues. La SEP eshusbta partir de 4 MCP aux

concentrations plaquettaires équivalentes.

» Volume Concentration protéique
Source protéique
(mL) (mg/mL)
Solution d’Extrait Plaquettaire
47 13,5
(SEP)
Surnageant de cryoprécipité de plasma non viraadtén

250 66,5

(SNcryoP norm)

Cryoprécipité de plasma non viroatténué

yopreeip P 17,5 37,7

(CryoP norm)

Surnageant de cryoprécipité de plasma viro-attéaugleu de
méthyléne 250 72
(SNcryoP BM)

Cryoprécipité de plasma viro-atténué au bleu de yieitle

15 38,5
(CryoP BM)
Surnageant de cryoprécipité de plasma pasteurisé
g yoprecip p p 290 53.8
(SNcryoP past)
Cryoprécipité de plasma pasteurisé
yoprecip p p 15 25.8

(CryoP past)

Tableau 28 : Volumes et concentrations des différémcomposants des SEPP

2.2.1.2Prolifération des CSM en présence de SEPP aux myites
composantes plasmatiques

Que ce soit en primoculture ou durant le passag@glure 43 et 44) (Tableau 29 et 30), les
conditions permettant les proliférations de CSM lglsis productives correspondent
essentiellement aux solutions les plus enrichiepretéines plasmatiques (correspondant a
2,7 mg de protéines plasmatiques dans un millilikee milieu de culture) suivies par les
conditions aux concentrations plasmatiques interfaméd (1,35 mg). Les conditions
appauvries en contenu plasmatique (0,3 mg) engendnee faible quantité de cellules
associée a un temps d’incubation plus importariteveas de prolifération pour la condition
sans composante plasmatique. La condition sousnatiel) bien que tres concentrée (2,7 mg)

ne permet cependant pas l'accroissement de la aopul cellulaire. Les témoins SVF
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génerent une prolifération cellulaire du méme odfrggrandeur que les conditions appauvries
en plasma (0,3 mg), I'héparine n’ayant aucun effetla qualité de la supplémentation.
Concernant I'effet du sous-produit plasmatique uaecdifférence n’est démontrée. Qu’elles
soient composées du cryoprécipité ou du surnagdantryoprécipité, les solutions de
supplémentation permettent un taux d’accroisserdenta population des CSM élevé, du
moment que la quantité de protéines plasmatiqués isportante, a I'exception du
cryoprécipité pasteurisé.

Enfin, la viro-inactivation, quel que soit le proé n’altére pas la composante plasmatique. A
'exception de la pasteurisation qui semble avdtéré les propriétés du cryoprécipité. En
effet malgré la forte concentration en protéinesplatiques du « CryoP past 2,7 », les CSM
cultivées sous cette condition ont une croissanfi&iéure aux autres conditions de méme
concentration (population cellulaire inférieure pawn temps d’incubation équivalent ou

inversement).
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Jours en culture

Nombre de cellules/em?

Résultats et Discussion

Densité cellulaire en fin de primoculture et jours d'incubation

1.2x105

1.0x10%

8.0x104

6.0=x104

4.0=104

2.0x104

Supplémentations

Figure 43 : Densité cellulaire a confluence en priotulture et temps

d’incubation pour I'obtention de la confluence
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SN cryoP norm 1,3% *+* | xkx ns | ns| ns|ns|ns|ns|ns| ns|ns|ns| ns | ns| ns [** ns | *** ns | *Rk | ok
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SN cryoP past 0,3 ng n: il s I 1 * ik ns | ns| ns|ns|ns|ns| ns| ns| ns| ns | ns [** ns | ns
SN cryoP past 1,3§  *  * ns ns| ng n: ns b ns [ ns| ns|ns | ns| ns| ns |** ns | *** ns | *Rk | ek
SN cryoP past 2,7 ***  ** ns ns * ns| ng ** ns| ns | ns | ns| ns | ns | ns [** ns | *** ns | *Rk | ok
CryoP norm 0,3 * ns| **[ ** | ng ns| *| ns * hid ns [ ns | ns|ns|ns | ns | ns | ns[** ns [ ns
CryoP norm 1,35 il * ns ns ns ng n *H ng ng * ns ns ns ns | *** ns | *** ns | *** L
CryoP norm 2,7 Frk | ke s ns | **| ns ns| **| ns ns| ** | ns ns | ns | ns | *** ns | *** ns | *Rk | ek
CryoP BM 0,3 ns ns| ¥ ekl g * ** 1 ns wx | PR s ki okk ns [ ns | ns | ns | ns | ** ns | ns
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CryoP BM 2,7 x| o | ns | ns | ™ |ns | ns| ™ | ns | ns| | ns | ns| = * % | s | | ns | o | o
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Lpmix (5%) o o {ns |ns | ™ |ns | ns| ™ |ns | ns| * | ns | ns | ™ | ns | ns| = | = |= S|
SVF (10%) s sl | | ns | = | * | ns | * | |ns |=* o | ns | = | |ns |ns | ns | = s
SVF (10%) + hep sl e o ns| | | ng | o | s | = [ ** |ns | [ |ns |ns |ns | |ns

Tableau 29 : Comparaison statistique des différenteexpansions cellulaire & confluence en fonction sle
conditions et de leurs temps d’incubation en primoalture
Un test de Tukey apres analyse Anova,.
Légende : les comparaisons statistiques des expeneellulaire sont représentés dans la partieeldissableau
(fond blanc) ; les comparaisons statistiques degps$ed’incubation sont représenté dans la partigehdu
tableau [[SHEIIEE:t)
*:p<0,05
**:p<0,01
**p<0,001
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Figure 44 : Densité cellulaire a confluence au coudu passage 1 et temps

d’'incubation pour I'obtention de la confluence
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SN cryoP past 1,34 ns | ns ns ns ns n: * ns | *** ns | ns | *** ns [ ns | x| eex ns | ns | ns
SN cryoP past 2,7 ns | ns ns ns ns n: * n: ok ns | ns | *** ns [ ns | x| eex ns | ns | ns
CryoP norm 0,3 ns | ns * | ns ns hid ns * * k| ok ns | ¥ | R ns | ns k| k|
CryoP norm 1,35 ns | ns ns ns ns n; * n: ns ns | *** ns ns | *** ks ns ns ns
CryoP norm 2,7 ns | ns ns ns ns n: * n: ns ok ns [ ns | x| eex ns | ns | ns
CryoP BM 0,3 ns | ns = | ns > | = | ns * > | ns * * | = | ns | ns TR
CryoP BM 1,35 ns | ns ns ns ns n: ns s S ns ns ns ns | ¥R | okkx ns | ns | ns
CryoP BM 2,7 ns | ns ns ns ns n: * n ns S S [* k| ok ns | ns | ns
CryoP past 0,3 ns | ns * | ns ns hid ns * * ns * * ns ng * ns dhk | k|
CryoP past 2,7 ns | ns ns| ns ns n: ns s S ns ns ns ns ns ns ok ns | ns
Albumine 2,7

Lpmix (5%) ns ns ns ns ng n: ng s S ns ns ns ns ns ns ns ns | ns
SVF (10%) ns | ns ** 1 ns * | ** | ns i ns hid bl ns ns bl ns ns ns ns

SVF (10%) + hep ns | ns * | ns ns hid ns * * ns * * ns nsg * ng n: ns ns

Tableau 30 : Comparaison statistique des différenteexpansions cellulaire & confluence en fonction sle
conditions et de leurs temps d’incubation au cour d passage 1.
Un test de Tukey aprés analyse Anova,.
Légende : les comparaisons statistiques des expeneellulaire sont représentés dans la partieeldhissableau
(fond blanc) ; les comparaisons statistiques degps$ed’incubation sont représenté dans la partigehdu
tableau [[SHEIIEE:t)
*:p<0,05
**:p<0,01
** . p<0,001
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2.2.1.3Etude de la clonogénicité

L’étude clonogénique est réalisée en paralleleétudie de I'expansion aux passages 1. Le

taux de clonogénicité dans chaque condition estéléordans I'ensemble a la capacité
proliférative des conditions (Tableau 31).

Conditions Pourcentage
SN cryoP norm 0,3 4+3
SN cryoP norm 1,35 16+1
SN cryoP norm 2,7 19.5+1.5
SN cryoP BM 0,3 3.5+3.5
SN cryoP BM 1,35 16+3
SN cryoP BM 2,7 17.5%1.5
SN cryoP past 0,3 0
SN cryoP past 1,35 8.5+8.5
SN cryoP past 2,7 19.5%2.5
CryoP norm 0,3 0.5+0.5
CryoP norm 1,35 16+1
CryoP norm 2,7 19+2
CryoP BM 0,3 0
CryoP BM 1,35 746
CryoP BM 2,7 545
CryoP past 0,3 0
CryoP past 2,7 616
Lpmix (5%) 14+1
SVF (10%) 7.542.5
SVF (10%) + hep 1.5#1.5

Tableau 31 : Pourcentage de CFU-F de la populatiocellulaire au cour du passage 1 en fonctions des
conditions de supplémentation

Les pourcentages de clones dans les conditionsyBR@,7 (norm, BM et past) et CryoP

norm 2,7 sont élevés de l'ordre de 18% (le pousgmie plus haut étant celui de SNcryoP
norm 2,7 avec 19,5+1,5%), conditions dont les f#dtions étaient importantes. Les

pourcentages de clones dans les conditions SNd@yet CryoP 0,3 (norm, BM, past) sont
faibles avec une moyenne de 1,33 toutes conditmmy¥ondues, conditions dont les

proliférations étaient faibles. Méme remarque plaucondition CryoP past 2,7. Mais les

conditions CryoP BM 1,35 et CryoP BM 2,7 ont unxtale clonogénicité bas (respectivement
76 et 515), non représentatif de la prolifératitas CSM en culture.

125



Résultats et Discussion

2.2.1.4Etude phénotypique

L'étude phénotypique des CSM est réalisée sur Hhiles obtenues a confluence en
primoculture et au passage 1. Dans les différemaslitions testées les cellules répondent
aux conditions définissant les CSM selon I'ISCTluspde 90% sont CD73+, CD90+,
CD105+, moins de 5% expriment un marqueur de typmatopoiétique (CD45), ou
endothélial (CD31). Les cellules n’expriment pa€MH de classe Il (HLADR). Les milieux
testés n’entrainent donc pas I'amplification deetygellulaires potentiellement contaminant

comme les monocytes ou les cellules endothéliales.

Pourcentage de cellules exprimant le CD146 sous différentes conditions de culture en
primoculture

SEP
SN cryoP past 2, fTva \‘_I\S‘}‘I\\icryoP BM 1,35

CryoP past 0, 3<

CryoF BM C, 3// /’( Y

CryoP 27 ,g/ /

ryoPnorm 2, Y
P~

CryoPnorm 0,3

CryoPBM 2,7

)§)<.r

SN cryoP past 1 35\( \%»f;\

SN cryoP norm 1, 35 \ '\ t
\
SN cryoP norm G, 3\‘

>/ 7 SVF + hep

:’S/
CryoP BEM 1,25

CryoPnorm 1, 35

Albumme 27

—+—=CD146

====-Ecartype +

SN cryoP BM C,3

===-Ecartype-

Figure 45 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant le CD146 a la fin de
primoculture selon les conditions de culture

n=2.

Certaines sous populations se distinguent par fésgion de certains marqueurs
membranaires. L'expression de MCAM (CD146), unetdne également présente sur les
cellules endothéliales, décroit comme attendujlale$ passages et passe d’entre 50 et 60 %
des cellules en fin de primoculture en Lpmix ou S¥Fespectivement 45 et 15% au passage
1 (Figures 45 et 46). S’il ne semble pas évideétatilir un effet dose ou une hiérarchie entre
les différentes conditions en primoculture, il ieséressant de constater qu’a la fin du passage
1, il existe un effet dose croissant, les concéntia 1,35 et 2,7 permettant en moyenne
d’obtenir une proportion de CD146+ supérieure decdli Lpmix. Il ne semble pas y avoir

d’effet trés net des autres conditions (Figurestd&s).
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Pourcentage de cellules exprimant le CD146 sous différentes conditions de culture au

passage 1
SEP
CryoPnorm 0 3/‘_311,09 Albumine 2,7
CryoP BM 0, 3< Q\}CWOP norm 2,7

CryoPpast0,3 .~ » SN eryaP norm 1,35

AN XEW
S
hve oo - .
oNcryoPBMOBA// 7N 71\7\ %

><\ '/%O 05 .
%7/\ / /<‘/></2 Iﬂx> ¢

SN cryoP past 1,35

\& o "\/‘:N cryoP past 2,7
~.
SN cryoP nerm 0,3 4\\ )SN cryoP BM 1,35 =—t=CD146
CryoP BM 1,35 ————CryoPnom 1,38 —~-Ecartype +
Lpmix
==+~-Ecartype-

Figure 46 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant le CD146 a la fin du
passage 1 selon les conditions de culture

n=2.

La proportion de cellules CD200+, une protéine egsoa l'inhibition de cellules myéloides,
décroit elle aussi entre les 2 passages, de 20%4_paix et SVF en primoculture, a 7 et 15%
respectivement au passage 1 (Figures 47 et 48).

Il ne semble par contre pas exister d’effet dosdehiérarchie entre catégories que ce soit en

primoculture ou au passage 1.
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Pourcentage de cellules exprimant le CD200 sous différentes conditions de culture en
primoculture

SEP
SN cryoP past 2,7 T CryoP norm 0,3

CryoPpast2,7 r A — \N cryoP past 0,3

SVF+hep/ A
Albumine 2 7,%//{//>< /
~

\\vryoP BM 0,3

N \
SN cryoP norm 2.7

CryoPnorm 2,7 CryoPBM 1,35

CryoPBM 2,7 SN cryoP norm ,3

CryoPpastO?,‘(\ AN >\

/\ . ){ / 7/CryoP norm 1,35
\/K‘ \4 / S
SN cryoP past 1,35, \/\ ) >/SN cryoP BM 0.3

SN cryoP BM 2 7 “\ 7\/j OGN cryoP norm 1,34
SVF

SN ecryoP BM 1.35

== D200

====Ecartype +
Lpmix
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Figure 47 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant le CD200 a la fin de
primoculture selon les conditions de culture

n=2.

Pourcentage de cellules exprimant le CD200 sous différentes conditions de cultures au
passage 1

SEP
CryoP past 2 L;mof——— Albumine 2,7

SVF + hep )\aw_;\/& \KSVF

SN cryoP norm 0,3 / \ CryoPBM 1,35
/N g < / \

X/\ >\ CryoPnorm 0,3

/-

/ \ CryoP BM 0,3
CryoPpast(0,3

: j/ 7/ SNeryeP BM 1,35
NV

CryoPBM 2.7
SNcryoP BM 0.3

SN cryoP norm 2,7 \( AN
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SNecryoP past 2, T< /l\/\ SN cryoP norm 1,35
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Figure 48 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant le CD200 a la fin du
passage 1 selon les conditions de culture

n=2.
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Le récepteur de faible affinité au NGF (CD271), guaur de primitivité exprimé par une tres
faible sous population a la fin de la primocult(gaviron 5%), est plus faiblement exprimé au
cours du passage 1 (Figures 49 et 50). Dans lafitmors en présence d’albumine et SVF, les
cellules proliferent trés peu, ce qui peut explidadorte proportion de CD271+.

Les SNcryoP semblent meilleurs que les cryoP poamtenir cette sous-population en
primoculture. Globalement le mode d’inactivation bleu de méthyléne semble révéler
d’avantage de cellules positives au CD271 qu'uiitetmgent a la pasteurisation ou sans
traitement du plasma (Figure 49) ce qui pourraijgéuer que le bleu de méthylene soit plus
toxique pour les cellules les moins primitives. Maette tendance ne se retrouve pas au
passage 1, et globalement les différentes conditidantrainent pas d’amélioration sur ce
parameétre par rapport au Lpmix ou au SVF (Figune 50

Pourcentage de cellules exprimant le CD271 sous différentes conditions de culture en
primoculture

SEP
CryoPpast2,7 __= Albumine 2,7
SN cryoP past 1 35/ _ 30— §\/F
\\ XSVF +hep

/

/\/ -,
SNcryoF past2,7 f‘/\\y /\/ﬁj
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Figure 49 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant le CD271 a la fin die
primoculture selon les conditions de culture

n=2.
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Figure 50 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant le CD271 a la fin du
passage 1 selon les conditions de culture

n=2.

Stro-1 par contre varie peu globalement entre Ipasdages, le Lpmix étant la condition qui
permet la plus forte expression. Si un effet-dogste au passage 1, il n'est toutefois pas

evident la non plus de catégoriser les différeateslitions (Figures 51 et 52).

Pourcentage de cellules exprimants Stro1 sous différentes conditions de cultures en
primoculture
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Figure 51 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant Strol a la fin de la
primoculture selon les conditions de culture

n=2.

130



Résultats et Discussion

Pourcentage de cellules exprimant Stro1 sous différentes conditions de culture au
passage 1

SEP
Cr yoP past2, T{jm@rh\‘TAlbumme 2, T
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Figure 52 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant Strol a la fin du
passage 1 selon les conditions de culture

n=2.

Pourcentage de cellules exprimant MSCA1 sous différentes conditions de cultures en
primoculture
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Figure 53 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant MSCAL a la fin de la
primoculture selon les conditions de culture
n=2
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MSCA1, la phosphatase alcaline non spécifigue digssu, permet de discriminer une
population a plus fort potentiel clonogénique. Sasations d’expression entre les différentes
conditions sont plus importantes que les autregjuears fonctionnels étudiés, allant de 20-
30% de positivité  pour le SVF, a plus de 80% dbass conditions traitées au bleu de
méthylene sans baisse notable entre les 2 pas@ageses 53 et 54). Parmi les conditions
approchant ou dépassant le Lpmix, on retrouve kwditions les plus concentrées en
protéines plasmatiques (1,35 et 2,7), les condittcaitées par du bleu de méthyléne et le SN

cryoP norm 2,7.

Pourcentage de cellules exprimant MSCA1 sous différentes conditions de culture au
passage 1
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Sﬁf,_mf Albumine 2,7
SVF + hep/( ﬁ(q\ Cr‘/oP BM 1.35

SNcrvoPpast03< 7 yiﬁ)«—%\i\ N
~
/>// > AL

SNcrycPBMDSf( / /I 7(\‘

CryoP past 2.7
CryoPpastD.3

CryoP BM 0,3 W\ A , ></ :. / SN cryoP norm 2,7

SN
CryoPnorm C,3 \ N

Cr,foP norm 1,35

L e /)(/ s
SN eryoP norm 0,3~/ ——— />CryoP norm 2.7 =+=MSCA1
SN cryoP past 1 3B SN cryoP past 2.7 -=--Ecarype +
SN cryoP norm 1,35
==+=-Ecartype-

Figure 54 : Graphique en radar représentant le poucentage de cellules exprimant MSCAL1 a la fin du
passage 1 selon les conditions de culture

n=2.

Globalement, aucune condition ne se démarque clamedes méthodes de culture standard
sur ces marqueurs qui ne discriminent pas tousmémes sous populations. Il semble
toutefois que les milieux aux concentrations poptés les plus élevées, la viro-inactivation
du plasma au bleu de méthyléne ou I'absence diertrant par rapport a la pasteurisation
aient des effets sur I'expression de certains neangusans que l'on puisse en tirer des

conclusions particuliéres.
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2.2.1.5Conclusion et discussion

Nous avons pu constater qu'un procédé de virodiwvetain peut étre compatible avec le

processus de fabrication de la SEPP. Cependantastiitements ne sont pas utilisables, la
pasteurisation entrainant un effet délétére surpleséines du plasma, notamment sur les
protéines composant le cryoprécipité. Cette observaconfirme bien la dénaturation des

protéines plasmatiques par la pasteurisation (MaadLlet al., 1984), et démontre par ailleurs
gue les protéines plasmatiques ont un role et atiété biologique essentiels dans la qualité
de notre substitut de SVF pour la culture des CEMomposition égale, le traitement par

pasteurisation du plasma diminue la qualité deHRFS en comparaison au traitement par le
bleu de méthylene. Le traitement photochimique evamche ne semble pas affecter la
propriété de notre substitut et permet d’obtenirppoduit partiellement sécurisé. Hélas ce
procédé d’inactivation a été considéré comme in@ddpans le traitement du plasma par

’TANSM, et son utilisation a pris fin en mars 2012.

Concernant la composition de la partie plasmatiquee haute teneur en protéines
plasmatiques est un élément déterminant dans lgpasition de la SEPP, ainsi le taux de
protéines plasmatiques a 90% (soit 10% de protétaguettaires) pour une utilisation a 3
mg/ml reste le meilleur ratio pour I'obtention dRISEPP permettant une production optimale
de CSM. Concernant la fraction dont proviennent pestéines plasmatiques, aucune
différence n'a pu étre observée entre le cryopitcipt le surnageant, les protéines du
cryoprécipité ne semblant donc pas étre des acteyertants pour l'efficacité de notre
produit. Le surnageant reste plus intéressant&geybprécipité en termes de volume obtenu
a partir d’'un don de plasma, volume compatible ales procédés de viro-inactivation tels
gue le traitement photochimique par amotosalensureageant parait également intéressant
pour remplacer le plasma, car il est amoindrie ibrinbgéne, protéine impliquée dans le
processus de formation de fibrine pouvant potdatient apparaitre dans le milieu de

culture.

Aucun effet majeur sur le phénotype mésenchymaties cellules n’a peu étre mis en
evidence en fonction des conditions de culture. ®mpu cependant constater qu’une
importante sous-population exprimant MSCA1 appaya#nd les cellules sont cultivées dans

les milieux composées de protéines plaquettaires pdsmatiques humaines.
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CONCLUSION GENERALE

L'objectif principal de ce travail de thése est maise au point d'une solution de
supplémentation de milieu de culture. Ce supplérdentilieu a été élaboré dans le but de
favoriser la croissance des CSM.

Pour réaliser ce projet, les travaux ont été réalen 3 étapes :

- La premiére étape fut d'étudier I'impact des migdiions apportées a un PRP
issu d’un CPA avant de subir une cryolyse et satgirsupplément de milieu de
culture. L'une de ces modifications est la déplasaton (totale ou partielle), ou
le volume de plasma, composant de base le PRRereptacé par une solution de
conservation des plaquettes. Les résultats ontipetendéduire que la composante
plasmatique est essentielle pour la prolifératioalluaire. La deuxieme
modification, la cryoprécipitation, n’apportait queu d’intérét : le surnageant,
plus efficace pour supplémenter le milieu de celtque le cryoprécipité, était
d’'une efficacité analogue au plasma avant cryopitation.

- La deuxieme partie fut de mettre au point un proftumulé selon les teneurs en
protéines plaquettaires et plasmatiques. L'intétéht d’augmenter son efficacité
de supplémentation, de minimiser les volumes dgatilon, uniformiser les lots.
Ainsi fut élaborée une solution a partir d’'un méarml’extrait plaguettaire riche en
protéines issus de la lyse des plaquettes sangeirgss plasma, a des proportions
de 1/10 de protéines plaquettaires. Le protocoleide au point de ces SEPP a été

réalisé a la fois avec des CPA mais également d&8.M

- Latroisieme étude nous permis d’élaborer une&gratde sécurisation de la SEPP
pour éviter tout probleme de transmission de patheg. La partie plasmatique fut
traitée (bleu de méthyléne et pasteurisation) at ppprécier I'impact de la viro-
inactivation sur le pouvoir de supplémentationa&EPP, la pasteurisation s’étant
avéréee peu concluante alors que le bleu de métyierobjet d’'un arrété pour la
cessation de son utilisation. En paralléle fut rfiédila partie plasmatique en la

cryoprécipitant. Chaque produit de la cryopréctpta fut utilisé en temps que
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partie plasmatique. Pour compenser la faible gtéirtitiale de cryoprécipitée, le

taux de protéines plasmatiques composant le SEPBbfiet d'une variation dans

le but de diminuer sa concentration au sein deElaFSet donner au cryoprécipité
un intérét. Mais le fort pourcentage de la par@smatique dans la composition de
la SEPP guarantissait un meilleur pouvoir de supetéation de la solution. C’est
au final le surnageant du cryoprécipité qui a neteatre intérét, permettant par la
méme occasion de diminuer le taux de fibrinogeaetelir pouvant entrainer la

gélification du milieu de culture.
1 Un composé riche en facteurs de croissance

La SEPP se révele étre idéale pour remplacerisation du SVF en culturex vivode CSM
humaines. La forte présence de facteurs de craeganésents au sain des plaquettes (PDGF-
AA, PDGF-BB, PDGF-AB, b-FGF, IGF-1, TGF%, VEGF) (Fekete et al., 2012; Su et al.,
2009), facteurs impliqués dans le processus déris@aton tissulaire (Sanchez et al., 2003),
est une des raisons principales sur la forte gmalifon des CSM sous conditiomsvitro et
leur maintien dans un état primitif et indifférediciL’équipe de Doucet a montré que les
cellules stromales mésenchymateuses en présendgsate plaquettaire, enrichi en ces
facteurs, expriment les récepteurs de ces protéimeseurs surfaces membranaires (PDGF-
AR, PDGF-BR, TGBRII, IGF-R, VEGF-R) (Doucet et al., 2005), preuverg intéraction
directe entre les facteurs de croissance et |ade=l

Le fort taux en facteurs de croissance associéues lactions en synergie entraine un
comportement des cellules spécifique. En effetédsiles passent d’'une forme fibroblastique
au soma évase sous conditions SVF a une formeetiitge. Le taux de clonogénicité reste
identique en termes de nombre de CFU-F, mais te®esl proliferent d’avantage, observation
déja démontrée dans les études de Bianco (Biaradq 8001) et observée sous les conditions
en SEPP. N'oublions pas que des chimiokines lilsérgar les plaquettes telles que
CCL5/RANTES et CXCL1/2/3, des interleukines teltpse G-CSF, GM-CSF, IL4l, IL-7,
IL-8 ou encore IFNy intéragissent également avec les CSM (Fekete.,,e2@l2). Certaines
études ont montré que les CSM exprimaient les téaep aux CCL5/RANTES, ayant pour
effet une augmentation de la migration des cell(fRemte et al., 2007; Kroeze et al., 2009).
Cependant il s’est avéré que ces facteurs ne soffgas pour permettre la prolifération des

CSM mais restent essentiels. En effet la quanétprdtéines issues de la fraction plasmatique
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a montré son importance. Leur présence c’est avi@dispensable, a des concentrations
supérieures aux protéines plaquettaires ; une SEFPP% de protéines plaquettaires se
montrant étre la proportion la plus aboutie poutenls une prolifération de CSM efficace.

Mais les protéines impliquées restent a determir@nt-elles une action directe sur les
cellules ? Permettent-elles d’accroitre I'acces$isibiles facteurs plaquettaires aux cellules ? Il
est envisageable que la composante plasmatiqueujpudle également dans I'apport en
acides aminés (exception concernant le plasmayrastecelui-ci étant dyalisé) nécessaires a

l'intégrité de la cellule et nécessaire a son dgyatment.

2 Une solution de supplémentation pertinente pour | a

production de CSM a usage thérapeutique

La SEPP évite le croisement interespece, les dondide culture s’approchent d’avantage
des conditions thérapeutiques établies par les emrreanitaires (AFSSAPS, 2009)
(EUROPEAN COMMISSION, 2011). En effet, les cellulesltivées en SVF peuvent
internaliser des proteines du sérum, molécules ati gouvoir antigénique. Une fois
implantées, une réponse immunitaire peut subvéwz ¢e receveur orientée contre les CSM
et entrainer leur rejet (Spees et al., 2004; Suedtial., 2007). Le SVF est par ailleurs un
vecteur potentiel d’agents infectieux (zoonosedy tpie les encéphalopathies spongiformes
transmissibles (EST) dont fait partie la maladie Geeutzfeldt-Jakob et transmissible a
'Homme (Asher, 1999; Brown et al., 2001). Réceminam lot entier de sérum s’est réveélé
contaminé par un pestivirus bovin (Xia et al., 2011

L'un des points fort de la SEPP est qu’il est gassd’utiliser des composant viro-atténué
permettant de limiter la transmission de pathogeBesplus les PSL sont obligatoirement
gualifiés pour s’assurer qu’aucun produit ne présem risque de transmissions virales ou
d’autres pathogénes listés. Tout produit présentaat marqueurs de ces agents est
obligatoirement écarté de la chaine de transfusiaétruit. Les concentrés de plaquettes et
les plasmas thérapeutiques ont un risque minimabdemination de tout pathogenes viraux
du type VIH, VHB, VHC, VHA, parvovirus B19 et augreparasites du typ&reponema
pallidium. Grace a la QBD et aux avancés technologiques détectibn telles que
I'amplification des acides nucléigues des élémemtsux, les risques de transmission sont
devenus trés faibles, estimé 1:360000 pour le VHB,3 millions pour le VIH ou encore

1:10,88 millions pour le VHC (Hourfar et al., 2008)
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Certains traitements de viro-inactivation peuvariter dans le processus de fabrication de la
SEPP, ainsi un contréle qualité sur chaque don ldgupttes et de plasma, associé a un
traitement photochimique comme I'amotosalen pemnéttle traiter aussi bien les plaguettes
gue le plasma (kit Intercept® pour plaquettes ymattant de s’affranchir de la fenétre
sérologique du donneur ou de la présence de patasg®n controlé a ce jour, fait que la
SEPP est un produit de sécurité optimale. D’auna@tements de viro-inactivation pouvant
étre joint & la fabrication d’'un lysat plaquettagent a I'étude comme par exemple le
traitement par solvant/detergeant (Burnouf et24110; Su et al., 2009). Ce procédé est dut a
I'action du TnBP et du triton X-45 sur des concéstde plaquettes d’aphérese engendrant un
lysat plaquettaire, puisque ces deux produits dékittéres pour les thrombocytes. Cependant
le procédé de récupération du solvant/détergentetdépe lysat de certains facteurs de

croissance, a savoir le PDGF et le VEGF.
3 Une homogénéité des lots de SEPP

Les concentrations des différentes protéines, qudigrement celles d’intérét, demandent a
étre définies dans la SEPP. Mais la préparatiola d®lution a été pensée pour atténuer les
variations inter-dons. La quantité de plaquetteseetolume d’extraction sont fixés pour
obtenir une solution de protéines plaquettaires @dncentration pré-determinée. Solution
meélangée a une quantité de protéines plasmatigliegussi pré-déterminée. Quelque soit les
lots qui pourront étre produits, nous pourrons g@Eraine qualité plus ou moins homogenes
grace au ratio fixé entre protéines plaquettaitgdasmatiques. Cette méthode nous a permis
d’élargir notre éventail de matiere premiere. Ld3ACétaient jusqu’'a maintenant les seuls
produits exploitables, les MCP s’avérant moinsceffes particulierement a cause de la
présence de la solution de stockage qui compo9d@#3 comme nous avons pu le constater.
Maintenant, selon notre procédé de fabricationSteRBP, ils ont un intérét particulier d’autant
gu'’ils sont plus accessibles en termes d’appronisment.

4 Perspectives

Cette étude a permis d’élaborer un complément dieurde culture destiné a étre utilisé en
culture de CSM pour l'usage clinique de part sausggation. Une sécurisation de tout les

composants de la SEPP, plaquettes et plasma, war k& Intercept® (Cerus) respectifs
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permettrait d’aboutir a un produit sécurisé. Cestteurisation permettrait d’utiliser la SEPP
dés sa conception, sans attendre les délais de enispiarantaine qui était le moyen de
sécurisation du lysat plaquettaire (Fekete et 2012) utilisé jusqu'a ce jour. Il seras
nécessaire de confirmer la viabilité¢ des CSM apudsire par une étude de leurs phénotypes
membranaires, leur faculté a se difféerencier (Qapl&2007), ou leurs capacités
immunomodulatrices (Flemming et al., 2011; Djouadle 2003), et si bien sir elles sont

efficaces une fois administrées dans des modeéiemanr de lésions tissulaires.

La procédure de fabrication de la SEPP doit éttanigee pour minimiser les pertes lors de
'acquisition de I'extrait plaquettaire ou encomadliorer I'étape de filtration de la solution.
Bien entendu l'aspect commercial et I'aspect clieicsont deux destinées bien distinctes,
mais les deux sont envisageables avec ce concefEBR®. D’'un coté on peut utiliser les
concentrés de plaquettes périmés, méme si leur neoneiste faible. Pour une utilisation
clinique, le produit peut étre fait a la demandegmrés validation du produit par TANSM en
tant que Produit Thérapeutique Annexe (PTA), unkciation de dérogation sera faite pour
ecarter les produits nécessaires a I'obtentiom &HPP de la chaine de transfusion voire pour

faire un produit totalement autologue.
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It is known that protein adsorption is the initial interaction between implanted biomaterials and bio-
logical environment. Generally, a complex protein layer will be formed on material surfaces within a
few minutes and the composition of this layer at the interface determines the biological response to
the implanted material, and therefore the long-term compatibility of the biomaterial. Despite different
technigues exist to observe protein adsorption on biomaterials, none of them led to the identification of

ﬁeyur;;:; T adsorbed proteins. In this paper, we report a chromatographic technigue coupled to proteomics to analyse
Eizmaterial DETAPIY and identify proteins from complex biological samples adsorbed on biomaterial surfaces. This approach
Titanium is based on (1) elaboration of the chromatographic support containing the biomaterial (2) a chromatog-
Proteamic raphy step involving adsorption of proteins on the biomaterial (3} the high-resolution separation of

eluted proteins by 2-DE gel and (4) the identification of proteins by mass spectrometry. Experiments
were performed with proteins from platelets rich plasma (PRP) adsorbed on a biomaterial which consist
in titanium bioactivated with PolyNaS5. Our results show that chromatographic approach combined to
2-DE gels and mass spectrometry provides a powerful tool for the analysis and identification of proteins
adsorbed on various surfaces.

Platelets rich plasma

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Titanium (Ti) and its alloys are commonly used in dental
implants and artificial hip joints, because of their biocompatibility
and biomechanical properties [1-3]. However, several years after
implantation, a local host response to titanium can be occurred,
leading to the fibrous isolation of the implant from the healthy
bone tissue, and progressively, the loss of ossecintegration [4].
Therefore, to improve bone cell attachment and proliferation,
and finally osseointegration of Ti implants, numerous surface
maodification of titanium has been developed including chem-
ical treatments, topographic modifications and electrochemical
methods [5,6]. Recent studies in tissue engineering biomaterial
development have focused on coating peptides or proteins onto
biomaterials. The primary intention of these methods is to ensure
the transmission of signals from extracellular environments into
cells, and improve bone cell attachment, proliferation and differ-
entiation at the Ti surface [7]. Currently, extracellular matrix (ECM)

* Corresponding author. Tel.: +33 148 38 77 54; fax: +33 1 48 38 77 53,
E-mail address; lutomski@smbh.univ-paris 13.fr (D, Lutomski ),
! Contributed equally to this work.

1570-0232/% - see front matter © 2011 Elsevier BV. All rights reserved.
doi: 10.1016/j. jchromb. 2011.10.006

molecules or the minimum adhesion motif on ECM molecules rep-
resented by RGD (arginine-glycine-aspartic acid) are coated on
the material surface [8]. To immobilize biomolecules onto tita-
nium surfaces, physical adsorption and covalent attachment are
commonly used [9]. However, these approaches are not success-
ful for long-term implantation because of the weak interactions
involved during adsorption process, or the reduction of the bioac-
tivity of biomolecules by the covalent immobilization method [10].
Therefore, elaboration of organic-inorganic composites or elabora-
tion of modified Ti surfaces able to improve adsorption of proteins
and protein ligands, generate a great deal of interest in the current
biomaterials research.

In our laboratory, we have shown that covalent grafting of
polymers such as poly(sodium styrene sulfonate) (polyNaSs) can
significantly modulate the cell attachment and the cellular activ-
ity of osteoblasts compared to un-modified Ti surfaces [11-14].
These results suggest that negative ionic groups along the macro-
molecular chains create new active sites which can interact
with extracellular proteins, such as fibronectin, implicated in cell
adhesion and cell response. If polyNass/titanium has a higher
level of protein adsorption than untreated titanium surface, pre-
treatment of polyNaSS/titanium with an appropriated mixture of
proteins (cell-matrix proteins, cytokines and growth factors) before
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surgical placement of biomaterials could be a powerful strategy to
improve the bioreactivity of Ti implants. Development of this strat-
egy imply (a) to demonstrate the efficiency of the polyMNaSs surface
to protein adsorption, (b) to pre-treat the polyMass/Ti surface with
various protein samples and testing them on cell response, and (c)
to identify proteins adsorbed on the more responsive pre-treated
polyNass/Ti surface. To analyse proteins adsorbed on biomate-
rial, different techniques such as radiolabeling [15], ellipsometry
[16,17], surface plasmon resonance (SPR) sensor [18-20], enzyme
immunoassaying [21], gold-colloid-labelled immunoassay com-
bined with micro-bicinchoninic acid protein assay [22] have been
used. However none of them led to the identification of adsorbed
proteins. Consequently, analytical methods useful for our strategy
have to be first developed and validated.

In this paper, we report a chromatography strategy coupled to
proteomics to first, evaluate the protein adsorption level of bio-
materials, and second, to analyse and identify proteins adsorbed
on biomaterial surfaces. This method is based on the elaboration
of the chromatographic support containing the biomaterial, the
affinity chromatography step involving adsorption on the solid
phase of proteins from the biological sample, the high-resolution
separation by 2-D gel of eluted proteins, and the identification
of eluted proteins by mass spectrometry. Platelets rich plasma
(PRP) was used in this study because this biological product is
clinically proven to enhance bone healing. Results obtained from
PRP adsorbed on modified polyMaS5/Ti material show that our
chromatographic approach combined to 2-D gels and mass spec-
trometry provides a powerful tool for the analysis and identification
of proteins adsorbed on various biomaterial surfaces. This strategy
could contribute to the elaboration of new biomaterials based on
protein layers deposition.

2. Experiments

2.1. Materials and reagents

Except when overwise indicated, chemicals and other reagents
were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallaviers,
France). Titanium granules were from Alfa Aesar™ (purity: 99.9%;
—15 mesh). Sodium styrene sulfonate NaSS, hydrogen peroxide
(30wt.%) were purchased from Fluka. Sodium styrene sulfonate
was purified by recrystallization in a mixture of water/ethanol
10/90vol.%. Carrier ampholyte mixture 5-8 was from Amersham-
Bioscience (Uppsala, Sweden). Immobiline dry strips 5-8 were
from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). lodoacetamide, sulfobetaines
3-10, CHAPS, thiourea, Triton X100, bovine trypsin were from
Sigma (St. Louis, MO, USA). Anti-proteases were from Roche (Basel,
Switzerland). DTT was from Biovalley (Marne-la-Vallée, France).

2.2. Samples

PRP were obtained from 10 different platelet apheresis col-
lections performed at the “Centre de Transfusion Sanguine des
Armées” (Clamart, France). All apheresis products were biologi-
cally qualified according to French legislation. The platelet number
of each product was automatically measured (ADVIA 120, Bayer
Pharma, Puteaux, France) and only samples containing about
1 « 10° platelets/mL were selected and frozen at —80°C to obtaina
PRP containing platelet released growth factors. PRP products were
then thawed, harvested and pooled to be used. Only one PRP pooled
sample was used for all experiments.

2.3. Grafting of bioactive polymers (polyNa5S) on titanium
granules

The method previously described [11,12,23] was used with
minor modifications. Briefly, titanium granules were ultrasonically

cleaned in hexane, acetone and water, for 20 min each. After drying
under vacuum for a few hours, they were kept under argon.

Oxidation of titanium granules was carried out initially by
immersion in a solution of sulfuric acid (H,50,) for 1 min stirring
and then adding hydrogen peroxide (30% v/v). Oxidized titanium
granules were washed 3 times 30 min in distilled water, immersed
in a solution of sodium styrene sulfonate NaSs (15% wjv), and then
heated to 70 °C with stirring for 15 h. After polymerization, grafted
titanium granule samples were cleaned 6 times 10min in distilled
water and dried under vacuum. Not grafted titanium granules used
in this study were submitted to the same oxidation step.

2.4. Quantification of grafting

Complexation of quaternary ammonium groups of toluidine
blue with sulfonate groups allows the amount of NaSS grafted
to titanium samples to be determined. According to Sano et al
[24], the toluidine blue is capable of making a complex through its
N*(CHa)z with the sample's carboxylate. This concept was trans-
posed to the sodium styrene sulfonate by preparing a network of
polyNaSs which was immersed in a solution of toluidine blue. After
rinsing, each sulfonate group was complexed with the N*(CH3); of
the marker. Grafted samples were immersed in an aqueous solution
of toluidine blue (5 » 10~* M) for 6 h at 30°C. Then samples were
rinsed with an aqueous solution of NaOH (5 « 10~ M) in order to
remove uncomplexed dye. A standard series was done with seven
different concentrations between 4 x 10°° and 5 « 107> M, which
allows us to determine the concentration of decomplexed toluidine
blue thanks to the molar extinction coefficient. Decomplexation of
toluidine blue occurs by immersing titanium samples in an agueous
solution of acetic acid (530vol.%) for 24 h. Concentration of decom-
plexed toluidine blue is measured by visible spectroscopy at 633 nm
using a Perkin-Elmer spectrometer lambda 25.

2.5. Scanning electron microscopy (SEM)

Biomaterials surfaces were investigated with support of the
environmental scanning electron microscope (ESEM, Hitachi S
3000N, Japan) in secondary electron (SE) mode. The microscope
was operated at 12-25kV under a 10E4-10E5 Torr vacuum. The
working distance (WD) between the microscope sensor and the
samples ranged between 8.7 and 11.2 mm. The observations were
performed atr 400« magnifications.

2.6. Affinity chromatography

Affinity chromatography was performed using an Akta Purifier
system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Two mL of the titanium
granules (133 g) grafted or not with polyMNaSs were packed into Tri-
corn columns (Tricorn 5/50 GE Healthcare), and equilibrated with
Phosphate Buffer Saline (PBS pH 7.4). Platelet Rich Plasma (PRP)
sample was diluted with PBS to obtain a final protein concentra-
tion of 5 mg/mL before to be passed through the column (1 mL). The
flow rate was set at 0.3 mL/min and the UV absorbance of the mobile
phase was monitored at 280 nm. The column was then washed with
PBS for an additional until baseline return. The adsorbed proteins
were eluted with PBS containing 3 M NacCl and the corresponding
fraction was recovered. Multiple affinity chromatographies were
performed with the same PRP sample to purify enough proteins for
2D-gel electrophoresis experiments. The collected fractions were
pooled, dialyzed against TBS 30 mM, then concentrated using Cen-
tricon (SE 10 kDa). The protein concentration was determined with
the commercial Bradford reagent (Bio-Rad) and BSA as the protein
standard [25].

144



5 Oughlis ¢t al /], Chromatogr. B 879 (2011) 3681 - 3687

TiOx

Annexes

3683

polyNaSS/Ti

Fig. 1. Scanning Electronic Microscopy (SEM) images. (A) pure titanium granules: Ti, (B) oxidized titanium granules: Ti0x, (C) grafted titanium granules: polyNas§/Ti, (D, E
and F) enlargements of SEM images corresponding to Ti, polyNaSS(Ti and TiOx respectively,

2.7. Two-dimensional gel electrophoresis

All the manipulations were performed under a laminar flow
hood, wearing gloves and mask, to prevent sample contamination.
Isoelectric focusing (1EF) was done using the IEFCell (Bio-Rad) and
linear 18 cm IPG strips pH 5-8. Protein extracts (150 u.g) were sol-
ubilised in a dry strip rehydration buffer for IPG strips (7 M urea,
2 M thiourea, 0.33% (w/v) CHAPS, 0.35% (v/v) Triton X100, 0.35%
{w/v) 5B 3-10, 10% (v/v) isopropanol, 12.5% (vfv] isobutanol, 0.6%
(w/v) of a mixture of ampholytes 5-8, 100 mM DTT, a trace of bro-
mophenol blue), to obtain a final volume of 350 pL. The entire
sample was applied in-gel for the welling of dry IPG strips for 9 h at
19°C. Then, damp electrode pads were positioned under the rehy-
drated strip over the electrode at the anodic and cathodic ends. An
in-gel incorporation step at low voltage (50V for 8 h) was intro-
duced. Focusing was carried out for a total of 80,000V h. Prior to
second dimension separation, the IPG strip were equilibrated for
15min under gentle shaking in 50 mM Tris—HCIl, pH 8.8, contain-
ing 6 M urea, 1% (w/v] SDS, 65mM DTT, 30% (v/v) glycerol. Strips
were then re-equilibrated for 20 min in the same buffer contain-
ing 53mM iodoacetamide instead of DTT. SDS-PAGE separation
was performed using a Protean Dodeca Cell (BioRad ) electrophore-
sis apparatus, using homemade vertical SDS gradient slab gels
(B-18.5%T; 200 mm = 200 mm = 1 mm). Electrophoresis was con-
ducted at 40V for 1h, and then was continued at 100V for 18h.
Polypeptides were in-gel fixed in 40% v/v ethanol, 5%v/v acetic
acid for 1h, and stained with silver nitrate (ProteoSilver™ Plus,
Sigma). Stained gels were digitized using a G5-700 densitometer
(Bio-Rad, Hercules, USA). The acquired images were analysed with
the Image Master 2D Platinum image analysis software (Amersham
Biosciences ).

2.8. Image analysis

Qualitative image analysis was performed using Image Mas-
ter 2D Platinum (Amersham Biosciences). Differential analysis
was performed between the 2-DE gels corresponding to the PRP

proteins purified by polyNaSS/Ti chromatography. Two classes of
zels were defined, namely class A for the eluated fraction and class
B for the flowthroughed fraction. Pairs of spots were automatically
created by matching 2-DE gels. Two categories of spots were con-
sidered (a) spots present only in the eluated fraction and (b) spots
present only in the flowthroughed fraction.

2.9. Mass spectrometry analyses

Spots to be identified were excised from 2-DE gels and digested
in-gel with trypsin using the automated Proteineer SPII (Bruker
Daltonik) and Ettan Digester {Amersham Biosciences) robots,
following the protocols of the manufacturers. NanoLC-MS/MS
analysis of the tryptic peptides was performed using an Agi-
lent 1100 Series capillary LC system (Agilent Technologies)
coupled to an Agilent 1100 Series LC/MSD lon Trap (Agi-
lent Technologies) equipped with the nanospray Chip Cube ion
source {Agilent Technologies). The peptide mass profiles obtained
by nanoLC-MS/MS were analysed using DataAnalysis software
(Agilent Technologies) and were submitted to the SWISS-Prot
database (http:/fwww.expasy.proteome.org) using MASCOT soft-
ware (Matrix Science ). The search parameters used were as follows:
carbamidomethylation for cysteine residues; oxidation for methi-
onine residues; tolerance on mass measurements of 100 ppm in
M5 mode and 0.5Da in MS/MS mode; 1 enzymatic missed cleav-
age maximum was allowed; and trypsin was used as a digestion
compound. The species of origin was restricted to the human.
To validate the identifications, three peptides with high-quality
MS/MS spectra (MASCOT ion score >25) were required.

3. Results/discussion

To evaluate chromatography coupled to 2-DE approach to anal-
yse and identify proteins adsorbed on biomaterials, the strategy
was first applied to a Platelet Rich Plasma (PRP) sample adsorbed
on the polyNass titanium surface. Platelet-rich plasma is a blood-
derived fraction that contains a high concentration of platelets and
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Fig. 2. Affinity chromatography profiles. Separation of PRP proteins on MaS5/Ti column (A) or TiOx column (B) equilibrated with PBS pH 7.4 at a flow rate of 0.3 mL/min. PRP
proteins (5 mg) were loaded to the column, and adsorbed proteins were eluted with PBS containing 3 M Na(l. UV absorbance was measured at 280 nm. Peaks are assigned
as followed: 1, 3. flowthrough, and 2. eluate, Multiple chromatographies were performed. Protein fractions 1 and 2 were collected.

growth factors able to modulate cell adhesion, cell migration, and
differentiation [26,27].

First, two chromatographic supports containing polyMass tita-
nium or pure titanium were constructed to evaluate protein
adsorption level of the polyNaSs titanium surface. After chromatog-
raphy, PRP proteins were eluted from the columns and analysed by
2-DE gel. Spots of interest were then excised from the 2-DE gel
and polypeptides were in-gel digested by trypsin. Corresponding
proteins were finally identified by nanoLC-MS/MS. NanoLC-MS/MS
was chosen instead of the MALDI MS because it is a very powerful
instrument to identify the different proteins that a 2-DE gel spot
may contain.

3.1. Elaboration of chromatographic supports

To increase the surface of contact between the titanium and PRP
proteins, the approach consists in using granules instead of plane
surface generally used in biomaterial studies. For this reason, chro-
matography based on columns packed with titanium granules is
the method of choice for the protein adsorption. The contact area
between titanium granules (15 mesh) and the PRP sample was

calculated according to the column volume {2 mL) and manufac-
turer's data. It corresponds to 100 cm? (50 cm? per em? of titanium).

Sulfonate groups were covalently attached to the titanium gran-
ule surface by radical polymerization of sodium styrene sulfonate
initiated by radicals issued from titanium peroxide as described
in Section 2. Amounts of grafted polymers were measured by
colorimetric method, and were considered as the yield of graft-
ing reaction. This procedure allows 79.1 (£8.1}ug/cm? of grafted
polymer to be obtained. Crude titanium samples and titanium oxi-
dized samples were used as control. No coloration was observed
with control samples, confirming that coloration is only due to the
decomplexation of the dye from monomer units of the bioactive
polymer (data not shown).

PolyNass titanium granules were compared to unmodified and
oxidized Ti surfaces by scanning electron microscopy (SEM). The
analysis of SEM images shows that Ti granules have similar size,
whatever the type of granule observed (Fig. 1A-C) indicating that
chemical reactions occurring during the oxidation step and the
grafting procedure do not break titanium granules.

Previous works have demonstrated that oxidation step increase
roughness of titanium during the grafting procedure [28]. Because

146



S Oughlis et al /], Chromatogr. B 870 (2011) 36813687

Annexes

3685

KDa El pH

8

250
150
100

75

=+

ey

Eluated fraction
=

7

=

R

15

1-A

A .‘" - -
aky -2

Kba

1

250
150

100
75

Flowthrough fraction
83 3.

1
~
[}

.
28 |

15

Fig.3. 2-DE profiles of PRP proteins adsorbed on polyNaSS/Ti chromatography. Proteins were separated on a linear pH 5- B IPG strip, followed by a 8-18.5% SD5-polyactylamide
gel, as stated in Section 2.7, Proteins were stained with silver nitrate. {1-A) 2-DE map of the eluted fraction. (1-B ) 2-DE map of the flowthroughed fraction. A-F windows

correspond to i areas with poly

ides interacting or not with the bioactivated biomaterial, Spots are indicated by labelled arrows for 1bis {polypeptides present

onlyin gel 1, and 2bis) for polypeptides present only in gel 2, The spots were excised and analysed by nanoLC-MS5/MS. Protein names are listed in Table 1.

it is known that roughness of Ti surfaces tends to increase pro-
tein adsorption [29], evaluation of the protein adsorption level of
the polyNass/Ti compared to untreated surfaces could be seriously
affected if non-oxidized Ti is used as control. Therefore, control
titanium granules used in this study were submitted to the same
oxidation step.

3.2. Protein adsorption on the polyNaS5/Ti surface

The protein adsorption level of the polyNasS(titanium sur-
face was evaluated by chromatography using two columns packed
respectively with polyNass/titanium granules and TiOx granules.
One millilitre of PRP sample (5 mg/mL) was loaded to the columns
as described in Section 2. Chromatogram profiles obtained by affin-
ity purification are shown Fig. 2.

with the polyNass/Ti phase (Fig. 2A), two peaks, 1 and 2,
were observed corresponding to the flowthrough and the eluate,
respectively. According to the total peak area (peak 1+2), pro-
teins absorbed to the polyMaSs/Ti surface (peak 2) corresponds
to 24% of the total PRP sample loaded to the column. With the
TiOx phase (Fig. 2B}, only one peak (peak 3) corresponding to the
flowthrough was observed, and no UV signal was detected for the
eluted fraction suggesting a very low adsorption of PRP proteins
on the TiOx surface. Chromatographic results demonstrate that

polyNass/Ti surface has a higher level of protein adsorption than
ungrafted titanium.

3.3. 2-DE gel analysis

The strategy applied in this study makes use of proteomic
technologies to reveal and identify proteins adsorbed on the poly-
NaSS/Ti surface. In this way, protein fractions (flowthrough and
eluate) from four distinct polyNaSS/Ti chromatographies were
collected and subjected to 2-DE experiments. Because the chro-
matographic process dilutes the proteins samples, direct proteomic
analysis by 2-DE was not possible. To reach a concentration suit-
able for 2-DE, protein fractions (6 mL per fraction) were dialyzed
and concentrated.

Qualitative image analysis was performed on a set of two gels
for the eluated fraction (EF gels) and two gels for the flowthroughed
fraction (FF gels). Fig. 3 shows a representative 2-DE image obtained
for each protein fraction. A mean of 221 spots+26 and 283 £ 20
were detected on EF gels and FF gels, respectively. Alarge amount of
spots is present in both EF and FF fractions indicating that a major-
ity of PRP proteins show an affinity for the polyNaSs/Ti surface. Two
other categories of spots were considered (a) spots present only in
the eluated fraction and (b) spots present only in the flowthroughed
fraction. Proteomic study evidenced that polyNass/Ti surface
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Table 1
Spots obtained by 2D-electrophoresis were subjected to tryptic digestion and identified by nanolC-MS/MS analysis. A-F zones correspond to areas on 2D electrophoresis
maps.
Sample type Zone Spotlabel Protein Theoretical Mr/pl  SwissProc Species  Mascot Matched Sequence ppm (M5}
identification accession # SCOTE peptide by coverage (&)
MS/MS
Eluate gel A al Indeterminate
al Indeterminate
B ai Complement BGA476.67 QoBxaz Human 67 3 3 28
factor B
a4 Complement B6847/6.67 aBxaz Human 100 q U] 33
factor B
2 a5 Serum Albumin ~ 71317/5.96 QOP157 Human B2 & 7 46
Flowthroughgel D bl Alpha-1- 46878/5.37 (BEU1E Human 126 10 21 49
antitrypsin
b2 Serum albumin ~ 71317/592 QOP157 Human 107 i1 16 52
SErum paracs- 30877/2.08 P27169 Human 52 G 18 54
onasefarylesterase
1
b3 Actin 42052/5.29 QIGHGS Human 164 9 30 54
cytoplasmic 1
Actin 42108/5.31 PE3261 Human 164 9 30 54
cytoplasmic 2
Beta-actin-like  42318/539 Q562R1 Human G4 5 15 57
protein 2
Serum albumin ~ 71317/5.92 QOP157 Human 34 5 G 52
Apolipoprotein~ 45371/528 POGTZ7 Human 33 4 9 7
b4 Actin 42052/5.29 QOEHGS Human 211 i9 37 56
cytoplasmic 1
Actin 42108/531 PE3IZ61 Human 211 19 7 56
cytoplasmic 2
Putative 42331)5.81 QOBYXT7 Human a3 4 12 41
beta-actin-like
protein 3
Beta-actin-like 42318/5.39 (562R1 Human 70 10 16 45
protein 2
Apolipoprotein 45371/528 POGTZY Human 29 3 7 36
E bS |E gamma-2 36505/7.66 PO1B5E Human 38 3 10 42
chain ¢ region
b Indeterminate
b7 Indeterminate
bE Indeterminate
b lg gamma-1 36506/B. 46 PO1857 Human 50 3 8 73
chain c region
Ig gamma-3 42287823 PO1BG0 Human S50 3 8 73
chain ¢ region
bB10 Ig gamma-3 42287/823 PO1BG0 Human 35 3 4 G4
chain ¢ region
bl Ig gamma-1 I659G/8.46 PO1B57 Human 54 3 8 62
chain ¢ region
bi2 g gamma-1 36596/8 46 PO1B57 Human o9 8 16 58
chain c region
Ig gamma-3 42287/823 PO18BED Human 89 E} 12 51
chain ¢ region
F b13 Transthyretin 15991/552 PO2766 Human 111 [} 48 31
bi4 Transthyretin 15991/5,52 PO2766 Human 123 4 18 58

modulated the adsorption of 19 polypeptides (Table 1). Among
them, 5 polypeptides appeared to be completely adsorbed on the
polyNass/Ti surface (spots a1-a5), while 14 showed an absence of
affinity for the same support (spots b1-b14). Spots of interest indi-
cated in Fig. 3 by arrows were subjected to tryptic digestion and
nanoLC-MS/MS analysis. In this way 29 spots were unambiguously
identified (Table 1). The presence of variants appeared on the gel
as multiple spots can be related to post translational modifications,
truncations or to differences in genomic sequence. Interestingly,
the adsorption of proteins on the polyNaSS/Ti biomaterial is inde-
pendent of their molar concentration: 10 spots corresponding to
high abundance plasma proteins (15-130 pmol/L) such as Ig G,
alpha-1 antitrypsin and transthyretin show an absence of affinity
for the polyNass/Ti surface, while 2 spots corresponding to com-
plement factor B(2-5 wmol/L) appeared to be completely adsorbed
on the same support [30]. These results demonstrate that our

polyNass/Ti surface modulates selectively the adsorption of pro-
teins.

4. Conclusion

In this work, we report a novel strategy based on chromatog-
raphy technique, 2-DE gel separation and mass spectrometry for
identification of proteins adsorbed on biomaterials. To evaluate
the feasibility of our approach, proteins from platelets rich plasma
(PRP) and columns packed with the polyNasSS/Ti biomaterial was
used as a model. Results demonstrated that (1) proteins adsorbed
on biomaterials can be easily purified; (2) the polyMaS5/Ti surface
has a higher level of protein adsorption than un-grafted titanium,
and (3) the polyNaS5/Ti surface modulate selectively the adsorption
of proteins in regard to 2-DE image analysis and mass spectrome-
try identifications. These results clearly show that our approach
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provides a powerful tool for the analysis and identification of
proteins adsorbed on various biomaterials (metallic alloys and
ceramic). In our laboratory, this work will provide a basis for further
investigations aiming at the development of a polyNaS5/Ti surface
pre-treated with an appropriated mixture of proteins to improve
the bioreactivity of the implant.
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Abstract: Osseointegration of metallic implants used in ortho-
pedic surgery requires that osteoprogenitor cells attach and
adhere to the surface, then proliferate, differentiate into osteo-
blasts, and finally produce mineralized matrix. Because the
ability of progenitor cells to attach to a scaffold surface during
early stages is important in the development of new tissue
structures, we developed in our laboratory, a strategy involv-
ing grafting of implants with a polymer of sodium styrene sul-
fonate (polyNaSS) used as a scaffold which enables human
mesenchymal stem cells (hMSCs) interactions. In the present
study, we investigated the cellular response of hMSCs to poly-
NaSS surfaces of titanium (Ti). In particular, cell proliferation,
cell viability, cell differentiation, and cell spreading were eval-

uated. Results showed that cell proliferation and cell viability
did not differ with any statistical significance between modi-
fied and unmodified Ti surfaces. Interestingly, culture of MSCs
on polyNaSS surfaces resulted in a significant increase of cell
spreading and cell differentiation compared with the other
tested surfaces. These results suggest that titanium surface
grafted with polyNaSS is a suitable scaffold for bone tissue en-
gineering. £ 2012 Wiley Periodicals, Inc. J Biomed Mater Res Part A:
00A:000-000, 2012.

Key Words: human mesenchymal stem cells, titanium bioma-
terial, cell differentiation, cell proliferation
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INTRODUCTION

Human mesenchymal stem cells (hMSCs) are multipotent
stem cells and represent a particularly attractive source for
tissue engineering. Present in blood, bone marrow, and other
tissues at low levels, they are nevertheless readily isolated
and expanded. Under the control of specific cues (e.g., cyto-
kines, growth factors, or micro-environment), hMSCs can dif-
ferentiate into several mature cell types, such as adipocytes,’
l:hDndn(.‘u:)«"r:(-ss,2 osteoblasts,® and 1':['1)!(:»!31:15':5.4 Known to be
the first cell to colonize the biomaterial surface after implan-
tation and associated with their osteogenic differentiation
capacity, MSCs have been utilized in numerous studies as a
source of osteogenic cells for bone repair®~”

Titanium and some of its alloys are widely used in dental
and orthopedic surgery because of favorable mechanical and
biocompatible properties. Numerous attempts have been
made to improve bone prosthesis contact because biological
fixation is considered to be a prerequisite for implant-sup-
ported prostheses and their long-term success. To promote the
osseointegration of implants, various surface treatments have
been proposed. The objective of these surface treatments is to

Correspondence to: D. Lutomski; e-mail: lutomski@smbh.univ-paris13.fr

prolong the life span of an implant, or shorten the recovery
time of a patient to reduce the need for revision surgery. Many
studies have been devoted to increasing the osseointegration
by modifying surface properties (surface 1"|:mghness,S surface
charges,” hydroxylapatite coatings,'® and surface immobiliza-
tion of biochemical molecules [e.g, bone morphogenetic pro-
teins, adhesion sequences like “arginine-glycine-aspartic acid”
(RGD), collagen,’*®]. The main difficulty is to ensure the sta-
bility of biomolecules binding to the surface of the implant
and its accessibility to active sites or receptors of cells.

Early approaches to surface modification focused on
adsorbing bioactive molecules at the implantation site of the
prosthesis (fibronectine, RGD sequence)."” ** The main dis-
advantages of these techniques were the need for a large
quantities of products as well as the inability to control the
orientation of active sites for a physiological response more
quickly and accurately to the bone implant interface. The
covalent attachment of biomolecules to the titanium surface
resolves these problems but requires the use of different
chemical reactions that could affect biomolecules or biocom-
patibility of the material.

Contract grant sponsors: Ministere de 'Education Nationale, de la Recherche et de la Technologie (MENRT); ANR Actisurf, CNRS
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In a previous study, we showed that polymers bearing
appropriate chemical functions can modulate the cell attach-
ment, the spread onto these bioactive polymers as well as
the cell activity.?®?? The distribution of these ionic groups
along the macromolecular chains leads to affinity properties
toward proteins implicated in cell response.

Preliminary results were obtained with cell lines (MG63)
and MC3T3%? but the behavior of cell hMSC on polyNaSS
surfaces has not been investigated. Because of the fact that
hMSC are promising cells for bone replacement and can dif-
ferentiate toward osteoblasts depending on their environ-
ment, we studied the behavior of those cells with a bioma-
terial scaffold corresponding with polyNaSS titanium. The
aim of this study was to analyze the effects of Ti surfaces
on adhesion, proliferation, viability and osteogenic differen-
tiation of human mesenchymal stem cells in contact with
polyNaSS titanium (Ti) compared to crude and oxidized tita-
nium used as control,

With respect to cell spreading analysis, alkaline phosphate
activity measurements and calcium/phosphate titration, poly-
NaSS/Ti surface improve cell-adhesion and osteoblastic dif-
ferentiation of hMSCs. Moreover, no negative effects were
measured on cell proliferation and cell viability of hMSCs.

Considering these results, preculture of hMSCs on poly-
NaSS/Ti before surgical placement of implants, could be a
powerful strategy to improve Ti cell attachment and prolif-
eration, and finally osseointegration.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Titanium (Ti) foil from Alfa Aesar (purity: 99.7%; 0.5 mm
in thickness) was cut into squares of 1 cm? in size. Sodium
styrene sulfonate (NaSS), hydrogen peroxide (30 wt %)
were purchased from Fluka. Sodium styrene sulfonate was
purified by recrystallization in a mixture of ethanol 90%.

Grafting of polyNaSS on titanium

PolyNaSS was grafted on titanium according to Helary et al,
2009, with modification.? Titanium plates were ultrasoni-
cally cleaned in the following solvents: hexane, acetone and
water, for 15-min each. Titanium plates were ultrasonically
cleaned in the following solvents: hexane, acetone and water,
for 15 min each. After drying under vacuum for a few hours,
Tigraned and Tigaizea plates were kept under argon. Oxidation
was performed by immersion in sulfuric acid for 1min before
addition of an identical volume of hydrogen peroxide solu-
tion. Then Ti plates were rinsed extensively with water. After
drying, only Tiudizea plates were immersed in an aqueous
solution containing NaSS monomer units at a concentration
of 0.7M. The solution was heated at a temperature of 70°C
for 15 h. Ti plates were rinsed three times under gentle shak-
ing with water to remove nonreacted monomers.

Grafting control

Complexation of quaternary ammonium groups of toluidine
blue with sulfonate groups allows the amount of NaSS
grafted to titanium plates to be determined. According to
Ikada et al,*® toluidine blue staining makes a complex
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through its N'(CH3); with the sample’s carboxylate. This
concept was transposed to the sodium styrene sulfonate by
preparing a network of polyNaSS immersed in a solution of
toluidine blue. Grafted Ti plates were immersed in toluidine
blue solution (5 x 10 *M) for 6 h at 30°C and rinsed with
an aqueous solution of NaOH (5 x 10 3M] to remove
uncomplexed dye. A standard series was done with seven
different concentrations between 4 x 10 “ and 5 x 107°
M, to determine the concentration of decomplexed toluidine
blue thanks to the molar extinction coefficient. Decomplexa-
tion of toluidine blue occurs by immersing titanium plates
in an aqueous solution of acetic acid (50%) for 24 h.
Concentration of decomplexed toluidine blue is measured
by visible spectroscopy at 633 nm using a Perkin-Elmer
spectrometer lambda 25.

Fourier-transformed infrared (FTIR) spectra, recorded in
an attenuated total reflection (ATR), were obtained using a
Thermo Nicolet Avatar 370 Spectrometer. Spectra were
obtained with a 4 em ™! resolution using a 45° Ge crystal. Ti
plates were pressed against the crystal using a smart Omni
sampler. Data presented are averaged from 128 spectra.

Cell culture on titanium

Prior to cell culture, all Ti plates were washed with 1.5M
NaCl, 0.15M NaCl, pure water and phosphate-buffered saline
(PBS), three times each, and sterilized by ultraviolet (UV)
irradiation under a germicide 30 W UV lamp applied for 15
min on each titanium face, which is not enough to degrade
the polymeric coating.

Human mesenchymal stem cells (hMSCs) used in the
present study were obtained by plastic adhesion from bone
marrow samples collected from hematologically normal
patients undergoing routine total hip replacement surgery.
All samples were obtained, after informed consent, from
donors of the “Department of Orthopedic surgery, Hopital
d'Instruction des Armees Percy” (Clamart, France). The cells
were cultured in Dulbecco’s modified Eagle's medium
(DMEM, Gibco) containing 109% fetal bovine serum (FCS,
PAN-Biotech GmbH) and 1% penicillin/streptomycin (Gibco)
at 37°C in an atmosphere of 5% CO,. The media were
exchanged every 3 days. Only early passage cells were used
for these experiments. A total of 10% cells mL™* (spreading
analysis) or 2 x 10° cells mL™" (viability, proliferation,
and differentiation analysis) was added to titanium plates
(Tiungrarteds Tigrasieds 0T Tiogidizea) and placed on the bottom
of a 24-well plate (Costar). Three plates per group were
used and the experiments were reproduced at least three.
Cells were cultured at 37°C under a humidified atmosphere
in a 5% CO; incubator for different periods of time, accord-
ing to the study underway.

For mineralization experiments, at 7 days of culture, the
medium was exchanged by FCS medium supplemented with
0.1 pM dexamethasone, 0.05 mM r-ascorbic acid-2-phos-
phate, and 10 mM [-glycerophosphate (osteogenic media).

Cell proliferation and cell viability
After 1, 4, 7, 10, 14, 21, and 28 days on titanium plates, su-
pernatant cell culture medium was collected. The adherent
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cells from Ti supports were enzymatically detached in one
stage using 1 mM EDTA, 1.3 mg mL™! collagenase, and
0.25% trypsin solution (Gibco, Invitrogen). The total num-
ber of cells per sample, and the percentage of viable and
nonviable cells were determined following Trypan blue
staining using a handheld automated cell counter [Scep-
ter™, Millipore). Supernatant cell culture medium was cen-
trifuged at 500 g and non-adherent cells were counted
using a Malassez counting chamber. The data was averaged
with the standard error to the mean.

Cell spreading

After 2 h of culture in Ti plates, the cell culture medium
was removed and the cells were rinsed three times with
PBS, and fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma) for 45
min at 4°C. Fixed cells were rinsed two times with PBS/BSA
0,04% (Sigma) and were first permeabilized with 0.5% Tri-
ton X-100 (Sigma) in PBS at 4°C for 15 min. To reduce non-
specific background, cells were incubated with PBS/BSA 3%
(Sigma) for 30 min at room temperature and rinsed three
times with PBS/BSA 0.04%. Cells were then incubated for 4
h in the dark with rhodamine-phalloidin-547H FluoProbes
(Interchim) at a dilution of 1:40 in PBS. Finally, cells were
washed twice with PBS and deionized water.

After staining, fluorescent images observed under a fluo-
rescence microscope (Axioplan, Zeiss, Germany) were taken
with a digital camera (Olympus Camedia C-5050). The cell
areas were calculated with Scion imager software (Scion
Corporation, USA) according to ideli
Moreover; based on the measurement of area and perimeter
of each cell on the titanium surface, cell shape measure-
ments are expressed as the form factor (FF), 4 n (area)/
(perimeter)2, which gives a value of 1 for a perfectly cirau-
lar perimeter and decreasingly smaller positive values for
less circular perimeters®*

turer g

Alkaline phosphatase activity quantification

ALP activity was evaluated (repeatedly after 7, 14, 21, and
28 days of culture) in accordance with the transformation
of p-nitrophenylphosphate into p-nitrophenol at 37°C and
pH 102, The enzyme was isolated from the cell membrane
by reaction with cold Triton X-100 for 1 h under shaking.
Then, 50 pL of the supernatant were added to 50 pL of
p-nitrophenylphosphate substrate in  2-amino-2-methyl-1-
propanol buffer (20 mM, pH 10.2), After incubation at 37°C,
the p-nitrophenol produced was measured by absorbance
measurements at 405 nm. Enzymatic activity (nmol of
p-nitrophenol produced per min), was standardized to the
mass of protein (mg). Protein content was measured using
a commercially available colorimetric assay (DC protein
Assays, Biorad). Thus, enzymatic activity is expressed in
nmol of p-nitrophenol produced per min per mg of protein.

Calcium and phosphate levels measurement

After 7, 14, 21, and 28 days of culture of hMSC in Ti plates,
culture media were removed and 400 pL of trichloroacetic
acid (15% w/v) were added on plates to dissolve caleium-
phosphate crystals.

ORIGINAL ARTICLE

1m{
s
Lyl .
e i DR e S
b
st o =
7 % A g
] \ !
=, A ) .irl'
P | | I.'I £
v
i Al
= Ao \ | imia 2 "
| s 2
= \;/ i o  a
187 w3
() N ~ H 0.
\ / . i
n bt
R o
| JA | i ° "
w f, | e —_—
[irse}
I 1483
i
i ) 5
]

FIGURE 1. Control of the grafting. FTIR/ATR spectra of (1-4) ungrafted
titanium, {1-B) oxidized titanium, (1-C) polyNaSS grafted titanium,
(1-D) monomer of NaSS. PolyNaSS is characterized by a peak at
1038 em ' of sulfonic group and a peak at 1008 cm ™' from aromatic
ring. Molecular structure of grafted polyMaSS (2). [Color figure
can be wviewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]

After 60 min of continuous gentle shaking, 10 pL of the
supernatant was added to 1 mL of arsenazo-lll ({Sigma)
containing calcium reagent to measure the concentration
calcium. The absorbance of the resulting samples was meas-
ured at 650 nm and compared to a linear standard curve of
CaCl, from 50 to 1000 pg mL™' in trichloroacetic acid
(15% w/v).

After 48 h under gentle shaking, 100 pL of solution sam-
ple was added to 800 pL of AAM solution (acetone-acid-mo-
Iybdate) containing phosphate reagent supplemented with
B0 pL of citric acid (1M) on order to measure phosphate
concentration. The absorbance of the resulting samples was
measured at 355 nm and compared to a linear standard
curve of Na;HPO, from 10 to 200 pg mL™" in trichloroace-
tic acid (15% w/v).

Statistical analysis

For cell viability, cell proliferation, and osteoblastic differen-
tiation assays, three titanium plates for each type of surface
modification (ungrafted, oxidized and grafted) are used and
two assays are performed by plates. In addition, each
experiment was repeated three times independently. Thus,
for each assays, the number of titanium samples for each
type of surface (n) is 9.

The data was averaged with the standard error to the
mean. Statistical analysis was performed using ANOVA, fol-
lowed by the post hoc test of Bonferroni (GraphPad Prism
5.00 software) and considered significant for p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Elaboration of Ti supports
Sulfonate groups were covalently attached to the titanium
surface by radical polymerization of sodium styrene
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FIGURE 2. Cell proliferation. Results of the proliferation assay of

hMSCs in contact to different titanium plates (ungrafied, oxidized,
and grafted) after 0, 4, 7, 10, 14, 21, and 28 days of culture.

sulfonate initiated by radicals issued from titanium peroxide
as described in materials and methods. FTIR/ATR spectra of
grafted titanium Tiganeq surfaces show the presence of two
bands characteristic of the sulfonate groups at 1009 and
1039 cm ™' (Fig. 1). To characterize grafted titanium surfa-
ces, the spectrum FTIR/ATR was completed by measuring
the amount of graft polymers by the colorimetric method as
described in Materials and Methods. The average density of
grafting was measured at 52 + 8.3 pg cm™” for grafted tita-
nium surfaces.

Crude titanium plates and titanium oxidized plates were
used as control. No coloration was observed with those con-
trol samples, confirming that coloration is only due to the
decomplexation of the dye from monomer units of the bio-
active polymer (data not shown). The improvement of graft-
ing compared to previous works® could be explained by a
better accessibility of the polymerization reaction on tita-
nium surfaces using a lower number of Ti plates in the
closed sample vial

Cell proliferation and cell viability

The number of cells was determined on the ungrafted, oxi-
dized, and grafted titanium from 0 to 28 days of culture
(Fig. 2). Around two hundred nonadherent cells were
counted in each supernatant culture media indicating that a
large majority of hMSCs adhere on the Ti surfaces (data not
shown). After 28 days of culture, the number of hMSCs
increased around 12-fold compared to day 0. No statistical
difference in cell proliferation between Ti surfaces was
observed during the trial, indicating that modified Ti surfa-
ces have no effect on the cell proliferation of hMSCs.

The cell viability was determined by Trypan blue stain-
ing for 7, 14, and 28 days of culture (Fig. 3). During the
entire trial, >90% of cell viability was measured whatever
the surface used. These results indicate that modified Ti
surfaces not affect the cell viability of hMSCs.

Cell spreading
Cell spreading analyses were performed by fluorescent
microscopy using phalloidin-rhodamine as a marker of the

4 DUGHLIS ET AL

filamentous actin structures for a general observation of the
cytoskeletal. Human mesenchymal stem cells were culti-
vated on grafted Ti, oxidized Ti and ungrafted Ti surfaces
during 2 h and submitted to a phalloidin-rhodamine stain-
ing [Fig. 4(A)].

After 2 h of culture, fluorescence images show a signifi-
cant change of the hMSCs spreading between Ti surfaces.
The polyNaSS Ti surface seems to improve significantly
hMSCs spreading in comparison with the others. To com-
plete the visual analysis, a dimensional investigation based
on the hMSCs size was also conducted. Each cell present in
the captured fluorescence images was analyzed individually
using Scion imager software. A group of 10 cells were
defined on the grafted Ti, the oxidized Ti and the ungrafted
Ti fluorescence image. The shape of the cells was delineated
and the area analyzed resulting in a graphic representation
reporting the average area of the cells after 2 h of contact
with the biomaterial surface [Fig. 4(B)]. Results shown that
after 2 h of culture, hMSCs started to expand above the
polyNaSs surface exhibiting a distinctly larger cell spreading
area (2133 + 286 pixels/cell} than on oxidized (1595 +
198 pixels/cell) and ungrafted (481 * 192 pixels/cell) Ti
surfaces. We notice that cell spreading area increased
around threefold on oxidized titanium compared to
untreated surface suggesting that topographic modifications
occurring during the oxidation step™ improve cell spread-
ing. Interestingly, cell spreading area on grafted titanium
surface increase of >30% compared to the oxidized one.
These results demonstrate the efficiency of the polyNaSs to
improve hMSCs spreading and consequently, cell-adhesion

Results clearly demonstrate an effect of the titanium
surface modification on the form factor of hMSCs popula-
tion. Indeed, when comparing the cellular distribution of
the form factor between different titanium surfaces, a distri-
bution shift of the FF values >04, from 0.15 to 0.25 was
observed with Ti-polyNaSS surfaces, This result indicates
that polyNaSS/Ti surface induces mostly less rounded cell
shape compared with other titanium surfaces.

Difference in cell spreading for polyNaSS grafted tita-
nium, may be attributed to its surface properties including
topographic and chemical medifications. The major topo-
graphic modifications of the PolyNaSS/Ti plate occur during
the oxidation step resulting in the improvement of the
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FIGURE 3. Caell viability. Cell viability of hMSCs cultured on titanium
surfaces ungrafled, oxidized and grafted) for 7, 14, and 28 days. Error
bars represent means = SEM. ( *Statistically significant, p < 0.05).
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FIGURE 4. Cell spreading. Representative fluorescence Images (A) of hMSCs adhered to different titanium plates (ungrafied, oxidized, and
grafted) after 2 h of culture. Staining of actin fibers to plalloidin was visualized by fluorescence microscopy. Cell spreading analysis (B) of hMSC
areas staining after 2 h of culture. Results expressed average cell area in number of pixels/cell determined by image-calculation software. Error
bars represent means + SEM. (*Statistically significant, p < 0.05). Form factor distribution (C} of hMSCs adhered to different titanium plates (un-
grafted, oxidized and grafted) after 2 h of culture. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com. ]

surface roughnes Because the roughness of biomaterials
surface was reported to improve the cell affinity, ™’ topo-
logical modifications observed after the oxidation step could
contribute to increase cell spreading of hMSCs. Results in
the present work are consistent with that, but also demon-
strate that Ti grafted with polyNaSS significantly improve
cell-adhesion. It is known that grafting of polyNaS$ increase
the hydrophilic character of the titanium by the presence of
anionic charges along the macromolecular chains. Moreover,

it is well documented that hydrophilic/hydrophobic balance
of a given surface is a major parameter affecting cellular
spreading at the cell-materials interface with a positive
effects of hydrophilic surfaces on cell-adhesion”™ More
recently, we have shown that polyNaSS/Ti supports modu-
lates selectively the adsorption of proteins®" This suggests
that hydrophilic properties of the polyNaSS could improve
cell-adhesion of hMSCs via interactions with extracellular
proteins such as fibronectin implicated in this process.
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FIGURE 5. Alkaline phosphatase activity quantification. Alkaline phos-
phatase activity of hMSCs adhered to different titanium plates (un-
grafted, oxidized, and grafted) after 7, 14, 21, and 28 days of culture
Results are expressed In nmol min~ ' mg ' protein. Error bars repre-
saft means = SEM. (*Statistically significant, g < 0.05)

Cell differentiation

Effect of Ti surfaces on osteoblastic differentiation was first
studied by measuring alkaline phosphatase (ALP) activity of
hMSCs. Figure 5 shows ALP activity after 7, 14, 21, and 28
days of culture. For all substrates, the best ALP activity
response was obtained at 14 days, and then decreased with
tme, Interestingly, whatever the day of culture the level of
ALP activity was higher on grafted Ti than on oxidized and
ungrafted Ti (p < 0.05). Mineralization, the second phase of
bone differentiation, was also studied by measuring phos-
phate and calcium jons liberated from mineral crystals
(Fig. 6). During the ALP activity, phosphate ions interact
with the calcium present in the medium and induce the for-
mation of the inorganic phase of bone. The mineralization
phase corresponds to the ECM maturation, which is the last
stage of the bone formation. To induce this stage of develop-
ment two components were added to the culture medium,
ascorbic acid and B-glycerophosphate (osteogenic medium).
No calcium and phosphate fons were measured between 0
and 21 days of culture (data not shown). However, a strong
improvement of both calcium and phosphate ions levels
was measured at the 28th day of culture. No dystrophic cal-
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cification was observed with acellular controls (data not
shown). The graphic representations (Fig. 6) show the phos-
phate and calcium concentrations after 28 days of culture in
osteogenic medium [Fig. 6{AB)]. Interestingly, concentration
of calcium and phosphate ions increase for the Ti surface
grafted with polyNaSS compared to ungrafted Ti Moreover,
the level of calcium and phosphate concentrations was
higher on grafted Ti than on the oxidized surface.

These results show that polyNaSs grafted on Ti surface led
to anincrease of both ALP activity and mineralization and con-
sequently, improve the osteoblastic differentiation of hMSCs.

Take together these results demonstrate the ability of
polyNaSS grafting to enhance osteoblastic differentiation of
hMSCs improving both ALP activity and in vitro mineraliza-
ton. The present data are in agreement with previous
reports on immontalized osteoblastic cell lines cultured on
polyNaSS/Ti surface such as MG63 and MC3T3-E12%%!
According to the literature, there has been significant
research to establish the correct biological stimuli required
to obtain osteoblasts from hMSCs by the use of supple-
mented media.™® =" More recently, studies have focused on
2D substrate-induced hMSC osteogenesis and substrate-
induced bioactivity.***" However, the current lack of knowl-
edge about substrate characteristics such as surface chemis-
try and topography control over hMSC differentiation has
largely restricted hMSC osteogenic differentiation to biologi-
cal intervention in the form of growth factors and cytokines.
Although mechanisms inducing osteoblastic differentiation
of hMSCs on the polyNaSS/Ti are not understood yet, direct
interaction between cell membrane proteins and the poly-
NaSS resulting in cell signaling pathways activation, could
be also a pertinent way to explain cell differentiation
observed on polyNaSS/Ti surface.

CONCLUSION
Because human MSCs play a crucial role in the process of
bone regeneration and bony fixation of biomaterials, possi-
bilities in clinical applications of hMSCs to differentiate into
osteoblasts seem more promising than cell lines.

In this work, cell viability, cell spreading, cell prolifera-
tion, and cell differentiation of hMSCs were compared on
crude, oxidized, and polyNaSS grafted titanium to evaluate
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FIGURE 6. Calcium and phosphate levels measuremant. Quantification of cell mineralization on different surfaces (ungrafted, oxidized, grafted)
after 28 days of proliferation. Phosphate contents (A) and calcium contents (B} of cells matrix. Error bars represent means = SEM. (*Statistically

significant, p = 0.05)
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advantages of NaSS/Titanium surfaces in the current bioma-
terials research. Results demonstrated that ttanium grafted
with polyNaSS modulate the behavior of the hMSCs in two
different ways improving cell-adhesion and osteoblastic dif-
ferentiation. Interestingly, polyNaSs/Ti surface have no neg-
ative effects on proliferation and viability of hMSCs.

In regard to these results, we could hypothesized that

titanium implants covered with polyNaSS can improve
in situ osseointegration activated by osteoblastic differentia-
tons without the use of exogenous mesenchymal stem cells.
Moreover, preculture of hMSCs on polyNaSS/Ti before surgi-

cal

placement of implants, could be a powerful strategy to

improve Ti cell attachment and differentiation, and conse-
quently osseointegration.
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Fiche technique

FICHE TECHNIQUE

Préparation du mix de lysats plaquettaires (Lpmix)

Matériels

Protocole

X poches de CPA (deleucocyté)
Tube Falcon 50 ml (TPP (Techno Plastic Productsss®)

Aliquotage des CPA en tube

Congélation a -35°C

Décongélation a 37°C des tubes de divers CPA
» Obtention de lysat plaquettaire (Lp)

Mélange des Lp des différents CPA
e Obtention d’'un Lpmix

Aliquotage

Congélation a -35°C
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Préparation d’extraits plaquettaires de grade clinque en vue d’une utilisation en bio-
ingénierie cellulaire et tissulaire

Résumé

La culture de cellules est une étape fondamentala thérapie cellulaire et de l'ingénierie tisgela

Les récents progres réalisés dans ce domaine ontspde faire passer la cellule souche d'un simple
outil de recherche a l'un des fondements de la cxéeleégénératrice. Des progres considérables ont
été réalisés dans les procédés de culture de gladpue mais malgré ces avancées, certains types
cellulaires sont encore difficiles a produire. Ajrta culture de cellules stromales mésenchymasease
des fins thérapeutiques nécessite encore de faiterscertains verrous en particulier sécuritaires.

Pour la thérapie cellulaire et tissulaire, I'éladtyn de nouveaux moyens de supplémentation en
facteurs de croissance est essentielle pour aeplifis cellules et pour répondre aux normes
drastigues en termes de sécurité sanitaire qui nidena d’éviter d'utiliser des produits d’origine
animale.

Cette thése a pour objectif le développement dauwveau produit standardisé de supplémentation de
culture a partir de concentrés de plaquettes gilalema pour améliorer la prolifération de cellules
stromales mésenchymateuses. Elle a permis d’obéemartir de plaquettes sanguines humaines,
contenant de nombreux facteurs de croissance gadma, une formulation de produit selon un ratio
plaquettes/plasma précis favorisant I'amplificatd®es cellules souches mésenchymateuses humaines.
Ce produit dénommé Solution d’Extraits Plaquettaiee Plasmatiques (SEPP) a de plus été élaboré
selon des critéres de sécurité répondant aux nesar@tires en vigueur pour le développement des
Produits de Thérapie cellulaire et les Médicamdrt$hérapie Innovante.

Mots-clés : Thérapie cellulaireellule stromale mésenchymateuse, facteurs desaruig, milieu

de culture, plaquette, plasma.

Preparation of clinical grade platelet extracts foruse in cellular and tissue engineering

Summary

The cell culture is a crucial step of cell theragayd of tissue engineering. The recent progress
accomplished in this domain allowed making sterfs@ekentral tool for regenerative medicine.These
last decades, considerable progress were accomgpliaithe techniques of clinical grade culture but
in spite of these advances, some cell types drdigficult to produce in GMP-compliant conditions
So, the Mesenchymal Stromal Cell culture for chhigse still requires blowing up some security olt
especially concerning the safety of the cell produc

For cell and tissue therapy, the elaboration of pevducts enriched in factors of growth is essétdia
amplify cells in sufficient number, and to answiee thore and more drastic norms in terms of health
security which recommend particularly avoiding tlse of products from animal origin.

The aim of this thesis was to develop of a newdstedized culture medium adjuvant obtained from
concentrated solutions of platelets and plasmantoease the proliferation rate of Mesenchymal
Stromal Cells.an innovative formulation of prodacicording to a precise ratio of Platelets/plasma
composition. This product named PPES (PlateletRlagmatic Extract Solution) has been developed
taking in account safety issues required by Ce#raipy Products (CTP) and Advanced Therapeutic
Medical Products (ATMP) production rules.

Key words:Cell therapy, mesenchymal stromal cell, growthdgculture medium, platelet, plasma



