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Des Cellules Souches pour tous les ages

Personne agée

Adulte
Feetus Nouveau né

i Enfant

CS totipotentes puis pluripotentes
De I'ceuf fécondé a |I'embryon

Dans chaque tissu, les CS multipotentes servent a
remplacer les cellules qui meurent et a réparer une
lésion pour assurer son bon fonctionnement

CS « adultes
multipotentes »
Chez le foetus et le
nouveau-né



http://www.independent.co.uk/multimedia/archive/00013/calment500_13521s.jpg

Cellules Souches Mésenchymateuses:
CS adultes multipotentes
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Cellules Stromales Mésenchymateuses

Di f féren ciation b. MsC/cell fusion.

d. Differentiation of MSCs to replace cells.
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CaZ+, Mg+, RNAs

From Liang. Cell Transplantation 2013
and Spees et al. Stem Cell Research & Therapy 2016
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Immunomodulation - Angiogenesis Anti-apoptosis Anti-oxidation Cell migration &
S— stimulation
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Différentes sources de CSM

Wharton's jelly

Epidermc { . & &

Derme ( | /

Hypoderme < RS f

Peau Os Tissus Feetaux

(Tissu adipeux) (Niche endostéale) (6elée de Wharton, chorion,

amnios)




Cellules Souches = Cellules Rares qui
doivent étre amplifiées en culture pour
une utilisation thérapeutique

- Cytokines recombinantes

- Plaquettes

- Technologie des « Bioréacteurs »

- Salles blanches agréées par I'ANSM

Expansion des CSM par des facteurs de

croissance plaquettaires (remplace le SVF)
J-J Lataillade et coll., J. Cell Physiol. 2005



Evolutions Réglementaires

Des produits de Thérapie Cellulaire vers les
Médicaments de Thérapie Innovante (MTI)

an.)m o EUROPEAN MEDICINES AGENCY
.I\‘:i:':'::.\l R atlenals da shoirioh i mbdicament SCIENCE MEDICINES HEALTH

1394/2007

Regulation (EC) No 1394/2007 of the European Parliament And of the
Council of 13 November 2007 on advanced therapy medicinal products
(ATMPs) and amending Directive 2001/83/EC and Regulation (EC) No

726/2004

® MTI :
des cellules qui ont fait 'objet d'une manipulation substantielle
pour en modifier les caractéristiques biologiques ou

fonctionnelles ou des cellules qui ne sont pas destinés a étre
utiliséees pour les mémes fonctions essentielles chez le receveur

et le donneur.
Et

Qui possédent des propriétés permettant de traiter, prévenir ou
diagnostiquer une maladie



Prérequis pour une autorisation a
produire des MTI

Preuve de sécurité et efficacité chez petit et gros
animal: Recherche amont solide

Définir la substance active:
Suspension pure de CSM

L'Unité de production doit étre agréée par 'ANSM et
établissement pharmaceutique (classe A dans B)

Procédé de production selon les BPF des médicaments

Obtention d'une AMM:

Comprend la mise en place d'un systeme de pharmacovigilance,
management du risque, tragabilité...



Production de CSM de grade thérapeutique

1) Prélévement
de moelle (40 mL)

3) Culture de
CSM

O

2) Pro.uctioh lde CSM
Unité de production MTI

Kol Cell France (CTSA-Hopital Percy)
AMM MTI-PP % 21 jours
Octobre 2015 _
et Septembre . 4) controles de qualité
2018 3) Injection (Sterilité, Phénotype,
de CSM CFU-F, Numération, karyotype,

test fonctionnel)



Isolement et
Mise en culture
des CSM de
Moelle

1
1




Bioréacteurs de culture: vers une
standardisation industrielle/pharmaceutique

Gaz, 02%,C0%, N?,
milieu de NaOH,
culture Milieu de
épuisé culture frais,
cellules

Systeme thermostaté: 37°C




Applications cliniques: 750 essais en 2017
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Phierzess, numbsar of shudiss [largeted snnolmesn)

Targeted cordition | U] I 8]l 1]
Bonsfcartilogs disonders
Bores opshs 1 [€] 1[40
Bo 1
Dn:rhl:ﬂ;ﬂﬂ:d 1 [=0] el 214 1 [0 B
Cmgeneralivs colmoanhri s 2 [ 1 [25]
Cisineolion ooleogsnssis 1 6]
Eira.-:b.reu_ ] 2 [15) 1 i 1 [-:-g]
ITI P4 I 4 \ . .
Emiscectomy Ostéogénese imparfaite 2 [+40]
¢ Qe carthritis D> ? [312] 2 [45] 4 [222) 1 [104]
Ol ogeressis i e 1
Dm-:-n-a-:r-:-ul'lu".I-F.=I " 1 [gli] e ey 1 [10]
el oo 1
Peeudoaritrosis 1

Hemmiolegic disordens

asdic ansmia z i
e — 2l e F
GYHD 2 &M & 1[40 |
S A =] [120] 1[&]{3] (1043 a0
[=0]

Spinal fusicn 1 B2 [&ﬁj]
fizky

Diabetes
IIEI' 1 1 5H 1 1 [&0]
Tpe 2 i 3]
Liver dizeases
&utoimmunes hepalitie 1 [{ 0]
Cirrhecesi a T 5 [2a5)
|-|;1:-urchudeu1emlﬂ'nh 1 [ﬁ] 1=
Liewsr faik 222 1M
Ln'a:1zmr-;lu-ﬂ 1 Enzi-I:I]El:I 1 A
Fri bii imhooi 1
Cardhomascular dosases el
Cilaed cardiormyopathy gﬂ‘:ﬁ] i[ﬁl:l]
g n.l'ﬂinﬁ'dnr-:l:i 1 [ 2 [45?52] 2 1 [20] 2 [H85]
Myccardial ischemia 2 [144] 2 ma] 1 [E]
st cindesling dvsnsss
; " oo
e 11 1
LAcerative collis 1 Eé:l]] [431
1]
2 i
:F [=]

= b

EE
Y
.E'._.“'"‘EE

T =TT =

TRANSFUSION 2014;54:1418-1437.




Réparation des blessures de guerre

12%

17%

13%

20%

32%

6%

Projectiles et engins explosifs

71% des blessures de guerre concernent les membres
(grave traumatisme avec fracture osseuse; brilure; etc)

Trois tissus concernés par |'atteinte des membres:
» Os

> Muscle _. >
> Peau | |

> + Blast

;\l | I‘Ji et el

Crédit photo: Prof. S. Rigal; Dr. P. Lainé (HIA Percy)



Apres les attentats du 13 novembre 2015
.. fout le monde est concerné !

i Police et justice iy

SOCIETE Ha eI W6 Antiterrorisme  Faits divers  Justice Police Prisons  Procés

Attentats a Paris : "Des blessures

A I'hopital Lariboisieére, « c’était de similaires a celles de la Premiere Guerre
la chirurgie de guerre » mondiale”

Christophe Prudhomme, médecin urgentiste au SAMU 93, était présent
aux abords du Stade de France, et a suivi l'organisation des secours toute
la nuit. Il raconte.

Professeur Sylvain Rigal : "De véritables
blessures de guerre !"

Le chef du service d'orthopédie-traumatologie de I'hdpital militaire

Percy raconte comment on accueille et soigne des blessés de guerre.
PAR JEROME VINCENT

BEAUMONT/SIPA)

'Paris, aprés les attentats du 13 novembre. (REVELLI




Les solutions thérapeutiques actuelles
des fractures osseuses

Avec perte de substance:
autogreffe osseuse

JO  JO+15 mois
Probléme de réparation/complications



Les stratégies d'amélioration de la

réparation osseuse

'.‘"\.
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Biomatériaux simples bioactivés

Optimisation d'une technique
chirurgicale orthopédique
< membrane induite de Masquelet »

- Patients
- Modéle rat

Modéle rat

Cellules
ostéogéniques
(= CSM)

Biomatériau

Microenvironnement
favorable (= lysat plaquettaire)

IRBA: Unité «Biothérapies Ostéo-Articulaires»
(Dr. Jean-Marc Collombet)



PCL-U fonctionnalisé avec Lysat Plaquettaire:
Modéle de fracture chez le rat

Défaut cavitaire fémoral 3 mm
Témoin (n=6)

PCLU (n=6)
PCLU + LP (n=6)

Sacrifice J7,
J15 ou J30

Microtomographie (LCT), Numérations sanguines,
Cytométrie, Histologie, Dosages cytokines.....

l l

CAR “ Réparation osseuse Inflammation
Angiogénese Effet LP?



PCL-U fonctionnalisé avec Lysat Plaquettaire:
Analyse histologique

PCLU J15 PCLU-LP J15
o e | {,""' 4 5 _': B N :

Trichrome de Masson

PCLU et PCLU + LP
améliorent la réparation
osseuse (fermeture corticale
et remplissage cavité)

Noir Soudan




Technique de la Membrane induite de Masquelet

> Bobigny, fin années 80 : technique chirurgicale par Pr. AC Masquelet
- 1= temps opératoire: insertion ciment PMMA (réaction a un corps étranger)

Création d'une membrane induite = incubateur biologique favorable a la réparation
osseuse
- 2ime temps opératoire: traitement habituel par greffon osseux autologue

Présence de la
membrane améliore |
1¢er temps opératoire 2" temps opératoire réparation

6-8 semaines - !
Al - —= -1

\ihu SV SR cimentpma N Sy &Y crorion Gy

Membrane induite (Ml)




Amélioration de la technique de Masquelet

> Modeéle de chirurgie de membrane induite chez le rat: analyse mécanistique
> Entretoises en différents matériaux (optimisation MI)
> Produire des membranes ex-vivo pour raccourcir a 1 temps opératoire?

feeiies :',:
ol e
g

e SO

Biomatériaux
inducteurs
possibles:

..-,
v e,
L)

PMMA (référence) T
Verre e
PVC



Les brilures cutanées

/ flamme \

£ |

/ radio-induite \

liguides chauds
; .y

Ces malades ont en commun d'avoir perdu tout ou partie de leur
peau et ne seront guéris que lorsque cette peau sera reconstituée



Irradiation cutanée localisée

Lesion characteristics Climical criterion of Mesenchymal Stem Cell therapy
surface dose route of | number of | MSC origin number combined
lecalisation severity > 20 - (Gy) injection cell of treatment
Metrepol 25 Gy injected injection
Patient 1
{Chili 2005) Left hand v 40 cm? Jqe Local Te.10¢ autologous 1 Skin
autograft
Patient 1 Left
{Chili 2005) buttock v 80 cm? 2000° Local 386.10% autologous 2 Surgery
Patient 2
(Sénégal 2007) Left arm v 250 cm? 53.5¢ Local 761,108 autologous 5 Surgery
Patient 3
{Tunisie 2008) Left hand IV 100 cm? Jge Lecal 406108 autologous 2 Skin
autograft
Patient 4
{Equateur 2009) Right leg IV 400 cm? 4700° Lecal 123B8.10% autologous & Surgery
Patient 5 (FJ) Left and
{(Veneézuéla right hand v 100 cm? 4= Lecal 260,108 autologous 5 Skin
2010) autograft
Patient & (EB)
{Gabon 2010} Left hand v 30 cm? 35 Lecal e 10¢ autologous 2 Skin
autograft
Patient 7 (FR) 1 Surgery
(Chili 2011) Right foot v 20 cm? 23° Local 18. 10° autologous

& EPR dose evaluation (bone), b: EPR dose evaluahion (nail], ¢ physical dose reconstruction (confact dose at the skin)

Autorisations compassionnelles (statut PTC)
1¢~ mondiale utilisation CSM dans la briilure (2005)

J-J lataillade et al. Regen Med 2007



Brilures cutanées radio-induites:
Autogreffe musculo-cutanée + CSM

. 4 F -I
r = \ | ) '

a20 jours PT

Accidental irradiation burn
(Venezuela 2010)




Brilures cutanées radio-induites

Bey_Figure 473

CRP
Ma/l
240

220
200 ~
160
160 +
140 +
120 ~
100
80 -
60 +
40 ~
20 A

%800 fours PT

@ MSC
‘ surgery

) Anfl-qularlnmaltonr'tla, - K»M | |
nmanimalglﬁﬂuem 50 6 70 8 % 100 10 120 430 Days Pl Fig. 4

J-J lataillade et al. Wound Repair and Regen 2010




Traitement chirurgical de la brilure
thermique étendue

+ Utilisation d'Autogreffes: « Gold Standard »

Excision precoce Prélévement du site Expansion de la Greffe

donneur surface prélevée
0.2a0.4 mm filet (x 1.5 a 8)

d'épaisseur

Inconvénients immédiats: Inconvénients lointains
Saignement Cicatrices en résilles sur la zone
Douleur greffés
Zone de prélevement problématique Cicatrices de la zone prélevée

pour un grand briilé



Technique de Cuono et utilisation de culture
d'épiderme autologue (CEA)

Préparation du socle dermique : technique de « Cuono »

Avulsion des Couverture Abrasion de g Pose de greffon
tissus bralés et temporaire par I'épiderme de la épidermique
biopsie de peau allogreffe ou greffe autologue sur

saine xenogreffe *Evite |a réaction un derme
inflammatoire de rejet régénéré

ascularisation du derme d,e Iépiderme de
l'allogreffe ou la

xenogreffe
\ Préparation en paralléle de feuillets ’ .

épidermiques autologues




Développement de substituts
épidermiques: Protocole de culture

Keratinocytes

aﬂ. : Bﬁpsie de L=
=3
Pﬁﬂen& " peau g
Cellules
nourricieres
Bank irradiées humaines
Greffe
sur Blood Plasma-
patients Transfusion Based
Bank Matrix

human Plasma-Based
Epidermal Substitute :
« hPBES »

PO

P1

Culture
JhPBES m
14 jours

n=4

Analyse de la

régénération
épidermique
sur un modele
animal

L'OR EAL'

Gold standard
Epicel ®

n=4

M. Alexaline et al. Stem Cell Translational Medicine 2015

Essai clinique multicentrique en préparation (APHP St Louis, HCL HEH




Cellules Stromales Mésenchymateuses
et Brilures Thermiques graves

Awvulsion des tissus
briilés et couverture
temporaire par
allogreffes

Préparation autogreffe
en pastille (Humeca) par
excision tangentielle

Autorisation MTI-PP 2018: 1¢r patient




Cellules Stromales Mésenchymateuses
et Brilures Thermiques graves

Couverture par
autogreffes expansées K ’
en pastilles (Humeca)

Autorisation MTI-PP 2018: 1¢r patient




