Printemps des Sciences 2021 Faculté de Médecine - ULB
Sciences Biomédicales AYDIN Emmanuel, BENABDALLAH Khadija
IGADDOUREN Ines, SHEIKH MOHAMMAD Umair

DIALLO lIbrahima, ZALLA Souhaila

Greffes et cellules souches : jusqu’ou ira-t-on ?
Imprimer un os, fiction ou réalité ?

1. Introduction

De nos jours, le probleme majeur concernant les greffes d’organes est le nombre important de personnes
inscrites sur la liste d’attente par rapport au nombre d’organes disponibles. En Belgique, au cours de I'année
2019, 1225 patients se sont inscrits sur la liste d’attente pour une greffe. Cependant, seuls 984 patients ont
subi une greffe d’organe provenant d’'un donneur décédé (1).

Un autre probléme pouvant survenir lors d’'une transplantation est le rejet de greffe, c’est-a-dire que le tissu
biologique greffé sera pergu comme étranger et ne va pas étre accepté par I'organisme du receveur. En effet,
les patients greffés sont susceptibles de faire un rejet de greffe et celui-ci peut survenir a n’importe quel
moment dans la vie du patient greffé. Les rejets de greffes ont cependant pu étre diminués au cours des
années notamment grace au développement de médicaments tels que les immunosuppresseurs qui
préviennent le rejet de greffe (2).

La bio-impression pourrait &tre la solution a ces problémes de liste d’attente et de rejets de greffes ainsi qu’a
certains problémes médicaux tels que des déformations osseuses ou des problémes vasculaires. La bio-
impression peut également étre utile dans le domaine de la recherche médicale en modélisant par exemple
des tumeurs afin d’analyser leurs comportements et donc d’élaborer des traitements contre ces cancers (3).

Qu’est-ce que la bio-impression ? C’est I'impression en 3D de tissus biologiques vivants qui seront utilisés
pour traiter les patients ayant besoin d’'une greffe. Bien que la bio-impression soit un sujet de recherche
assez récent, elle se développe rapidement notamment grace aux nouvelles avancées technologiques
(3,4,5). Plusieurs transplantations de tissus bio-imprimés tels que la peau, les os et le tissu cartilagineux se
sont déroulées avec succes, notamment en Belgique avec un enfant atteint d’'une pseudarthrose congénitale
(déformation osseuse) (6). Dans ce dossier, nous nous focaliserons sur la création de tissu osseux par bio-
impression a partir de cellules souches extraites du tissu adipeux, c’est-a-dire de la graisse.

2. Principe et fonctionnement :

Le principe de la bio-impression consiste a reconstituer, a partir de cellules vivantes, un tissu vivant couche
par couche. Il faut bien faire la différence entre I'impression 3D et la bio-impression. La bio-impression est la
création d’un tissu vivant a partir d’'une bio-encre tandis que I'impression 3D permet de créer une plus grande
variété d’objets non-vivants a partir de matériel non-vivant comme du plastique ou du métal (5). La méthode
la plus courante dans la bio-impression est la méthode de jet d’encre. Cette méthode consiste a I'éjection de
microgouttelettes de bio-encre provoquée par une variation de chaleur ou une variation électrique sur une
plateforme (7). La bio-encre a pour but de garder les cellules qu’elle contient dans des conditions maintenant
leur survie et favorisant leur développement. Sa composition, toujours en amélioration, reste variable et
differe selon le type de cellules. Plusieurs équipes de recherche essayent d’améliorer I'organe/tissu imprimé
en rajoutant des biomatériaux spécifiques a cet organe. La composition de base de la bio-encre peut se
classer en deux catégories : la matrice et les cellules d’intérét. La matrice est composée de biomatériaux,
principalement les hydrogels. Les hydrogels ont pour but de créer une structure 3D reliant et connectant les
cellules (7). La bio-encre est produite, dans la majeure partie des cas, a partir de cellules provenant du patient
dans le but d’éviter toute forme de rejet (1). Ces cellules peuvent étre des cellules souches. Les cellules
souches sont des cellules non spécialisées qui peuvent donner n’importe qu’elle type de cellules du corps.
Celles utilisé sont: 1. des «induced pluripotent stem cells » (iPSC) qui sont des cellules adultes de
I'organisme qui vont subir, dans un laboratoire, un retour vers un état moins différencié, plus proche de I'état
embryonnaire; 2. des cellules souches mésenchymateuses (qui sont les plus utilisées en bio-impression
notamment grace a leur facilité de culture et leur solidité) et des cellules souches neuronales (8).



Avant d’entamer la bio-impression, il est nécessaire de réaliser un scanner ou une IRM (imagerie par
résonance magnétique) de l'organe concerné pour avoir une image médicale. A partir de celle-ci, les
chercheurs vont créer un tissu/organe sur mesure pour le patient (7). Les cartouches de I'imprimante
biologique sont ensuite chargées de cellules, d’hydrogel (alginate), de gélatine (qui est liquide lors de
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Figure 1 : Bio-impression d’un os par jet d’encre

'impression mais qui se gélifie lors de la maturation de I'organe) et de fibrinogéne dont le rble est de
permettre I'adhésion cellulaire. Cette cartouche constituée de ces différents éléments (sous forme liquide)
sera ensuite placée dans une seringue reliée a un ordinateur sur lequel on retrouve le modéle numérique de
l'organe (7, 9). Comme illustré sur la figure 1, 'impression consiste au dépét couche par couche de cellules.
Au fur et a mesure de ce dépdt de cellules, 'organe imprimé va passer de la forme liquide a une forme de
geélatine, étape essentielle appelée maturation. L’impression dure en moyenne 15 a 40 min a une température
de 28°C et I'étape de maturation dure quant a elle 60 min a température ambiante. Cette étape de maturation
consiste en la polymérisation de I'’hydrogel, solidifiant ainsi le tissu imprimé (7).

3. L'utilité de la Bio-impression dans le traitement des pathologies osseuses

Les défauts osseux sont des pathologies pour lesquelles la bio-impression va étre d’'une grande aide grace
a différentes méthodes qui consisteront notamment a cultiver des cellules souches avant de les implanter
dans le patient pour réparer des Iésions de tailles et d’épaisseurs différentes (10).

Rappel sur la structure et la composition du tissu osseux

Le tissu osseux est un constituant important de I'appareil squelettique. Il est essentiel sur le plan mécanique
mais aussi sur le plan métabolique. Ce tissu est une structure dynamique en perpétuel remaniement. En
effet, il est continuellement produit par les ostéoblastes, modifié par les ostéocytes et détruit par les
ostéoclastes (11).L’os est donc constitué de ces cellules ainsi que d’'une matrice extracellulaire. Celle-ci est
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Figure 2 : Processus du remaniement osseux

produite par les ostéoblastes et forme des lamelles qui s’'interconnectent et conférent a I'os sa résistance a
I'étirement et a la pression. Les ostéoblastes sont des cellules dont le cytoplasme est rempli d’organites
impliqués dans la synthése et la sécrétion de macromolécules matricielles. Durant la synthése de cette
matrice, une large part des ostéoblastes meurent, d’autres retournent a un état de repos principalement sur
les surfaces osseuses, d'autres encore sont emprisonnés dans la matrice qu'ils ont synthétisé. Ceux-ci sont
appelées ostéocytes. Les ostéoclastes sont des cellules géantes dérivant des monocytes sanguins. lls
liberent des hydrolases acides qui digérent la matrice organique (12). On a donc un processus de
renouvelement grace a I'équilibre entre I'action des ostéoblastes et des ostéoclastes. En effet, quand les
ostéoclastes éliminent le tissu osseux vieillissant, les ostéoblastes synthétisent la matrice osseuse (Figure
2). Ce processus donne donc a I'os des propriétés d’autoréparation le rendant capable de se régénérer en
cas de lésion. Ainsi, aprés une fracture, ce processus d’autoréparation suffit généralement a la guérison.
Cependant, dans certains cas, il est insuffisant (13).Certaines pathologies (comme la pseudo-arthrose) ou
interventions chirurgicales (ablation de tumeurs, de kystes) peuvent aboutir a d’importantes pertes de
substance osseuse que l'ostéogenése ne suffira pas a combler. La reconstruction de I'os doit alors étre
assistée (14).

Comment obtenir des cellules osseuses a partir de tissu adipeux

Les cellules osseuses proviennent de 2 types de cellules souches : les cellules souches mésenchymateuses
(CSM) et les cellules souches hématopoiétiques (Figure 3). Les CSM sont dites « multipotentes », c’est-a-
dire qu’elles peuvent se transformer en différents types de cellules qui auront une fonction précise. Comme
illustré sur la figure 3, elles peuvent se différencier en adipocytes (cellules du tissu graisseux), chondrocytes
(cellules du tissu cartilagineux) ou ostéocytes (os) en fonction notamment des facteurs de transcription
présents (protéines qui vont provoquer la transformation de la cellule souche) (15). Il est donc possible
d’obtenir des cellules osseuses (ostéoblastes et ostéocytes) a partir des CSM si ces dernieéres sont mises
en présence de facteurs de transcription spécifiques (ici Cbfa1/Runx2) (16). Un des avantages des CSM est
leur présence dans plusieurs tissus, notamment la moelle osseuse et le tissu adipeux. La graisse corporelle
est d’ailleurs 100 a 500 fois plus riche en CSM que la moelle osseuse et son prélévement présente moins
de risques pour le donneur (15,16). Les CSM ont par ailleurs d’autres fonctions justifiant leur utilisation en



P

-

P [ ad

Adipocytes

(graisse)

Cellules souches
meésenchymateuses

MOELLE

OSSEUSE o

‘ . ® o

Chondrocytes
Cellules souches (cartilage)
hématopoiétiques

Ostéoblaste
(s
‘ B
Ostéocyte

Monocytes Osteoclaste (0s)

(sang) )S )
Created in BioRender.com bio

Figure 3 : Origine des cellules osseuses et principaux facteurs de transcription (en vert) impliqués dans leur différenciation

bio-impression. Elles ont notamment des propriétés immunomodulatrices, c’est-a-dire qu’elles peuvent agir
sur le systéeme immunitaire en favorisant la guérison de la lésion et en réduisant les réponses immunitaires
impliquées dans le rejet du tissu greffé (16). Les CSM utilisées en bio-impression ne doivent donc pas
nécessairement provenir du patient : elles peuvent étre prélevées d’'un donneur sain (15). De plus, les CSM
communiquent avec les cellules environnantes en libérant des substances qui vont guérir les lésions
osseuses et stimuler la formation de vaisseaux sanguins, ce qui permet d’intégrer le tissu greffé au corps
(15,16). En effet, dans le cas ou I'os greffé n'est pas alimenté par le sang, 'os meurt et doit étre enlevé
rapidement. La présence de vaisseaux sanguins dans le greffon est également importante pour les
ostéoclastes. Ce type de cellules osseuses est issu des monocytes sanguins produits par les cellules
souches hématopoiétiques (Figure 3). Les monocytes arrivant vers I'os via le sang vont fusionner pour créer
des ostéoclastes qui s’attachent a I'os afin de maturer et acquérir leur fonction compléte (17).D’un point de
vue technique, pour obtenir des cellules osseuses a partir du tissu adipeux, un échantillon de graisse est
prélevé du patient ou du donneur et passe par différents processus de purification pour en extraire les CSM.
Ces dernieres sont ensuite cultivées dans des conditions similaires a celles du corps (18). Ce détail est trés
important car une modification du milieu de vie habituel des cellules souches représente un stress qui peut
provoquer leur transformation en cellules cancéreuses (19).Les CSM sont ensuite ajoutées a la bio-encre.
Celle-ci contiendra également des facteurs de croissance qui sont ici des protéines favorisant le
développement des vaisseaux sanguins telles que le VEGF et la croissance et maturation de I'os telles que
la BMP-2. Les vaisseaux sanguins devant se former avant le tissu osseux, il est important de contréler la
libération des facteurs de croissance osseuse. A cet effet, différentes techniques ont été développées
consistant notamment a encapsuler les CSM et/ou la BMP-2 impliquée dans la formation de I'os, permettant
ainsi de retarder leur action (10). Une fois le tissu imprimé implanté dans le patient, les vaisseaux sanguins
se formeront en premier et seront suivis par la transformation des CSM en ostéoblastes, transformation
nécessitant la présence du facteur de transcription Runx2. Pour étre fabriqué par la cellule souche, le géne
de Runx2 doit étre apporté par un rétrovirus (20).




Cette technique a-t-elle déja été utilisée en Belgique ?

En 2018, un petit garcon de 5 ans a bénéficié d’une greffe osseuse par bioimpression. |l était atteint de
pseudarthrose congénitale caractérisée par une courbure de la jambe avec une perte de substance osseuse
importante du tibia soit une maladie rare et invalidante ou une fracture du tibia ne guérit pas. L’enfant a été
pris en charge par les Cliniques universitaires Saint-Luc et a bénéficié d’'une technologie innovante de la
spin-off UCLouvain Novadip : un implant tissulaire en 3D de plus de 18 cm3. Le greffon, qui pourrait étre
comparé a une sorte de plasticine, a été directement implanté dans la fracture non cicatrisante. Un an aprés
l'implantation, les résultats montrent un remodelage osseux suffisant pour permettre a I'enfant de marcher
sans douleur et sans récidive apparente de la maladie. Aujourd’hui, 2 ans plus tard, le petit bonhomme
marche normalement, I'opération est une réussite (6).

4. Complications possibles et limitations

L’utilisation des rétrovirus pour provoquer la transformation des CSM en ostéoblastes n’est pas sans danger.
En effet, pour que la cellule souche puisse produire le facteur de transcription nécessaire a sa transformation,
le virus doit pénétrer dans la cellule et intégrer son ADN viral a un endroit de 'ADN de la cellule a un endroit
non-codant, c’est-a-dire un endroit de I’ADN qui n’est pas essentiel au fonctionnement de la cellule. Il arrive
malheureusement que ’ADN viral s’intégre dans une région codante de 'ADN, ce qui peut provoquer des
dysfonctionnements de cette cellule et étre responsable de cancers (20). Un probleme majeur de la bio-
impression est le manque de précision : la reproduction d’organes entiers complexes tels que le ceeur, le rein
et le foie ainsi que leurs réseaux veineux, artériel et capillaire associé est actuellement impossible (3,4). En
fonction de la méthode de bio-impression choisie, des limitations techniques peuvent s’ajouter, notamment
dans la composition des bio-encres. En effet, une quantité de cellules trop élevée augmente la viscosité de
I'encre et présente ainsi un risque d’obstruction de la seringue (3,4). Le colt des bio-imprimantes, souvent
proportionnel a leur précision, peut également présenter un obstacle a I'accessibilité de cette technologie au
grand public (10). Enfin, une limitation importante de la bio-impression est I'absence d’études sur le long
terme. En effet, cette technologie ayant vu le jour au cours de cette derniére décennie, les conséquences
sur le long terme d’une greffe par bio-impression sont encore inconnues (4).

5. Conclusion

La bio-impression est une technique innovante qui posséde des perspectives intéressantes dans le
traitement des pathologies osseuses. Cependant, les limites existantes et les effets sur le long terme encore
inconnus nous montrent qu’il y a du chemin a parcourir.
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