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REVUE GENERALE

Utilisation des cellules souches olfactives dans la régénération des nerfs périphériques

Using olfactory stem cells for repairing peripheral nerves
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Résumé Les traumatismes des nerfs périphériques peuvent étre extrémement invalidants et I'efficacité des traitements existants demeure tres
insuffisante. La greffe de cellules souches apparait comme une alternative prometteuse. Notre équipe travaille sur les cellules souches
olfactives, localisées dans la cavité nasale, appartenant au systéme nerveux périphérique et facilement accessibles chez tout individu vigile
(sans altérer le sens de I'olfaction). Elles sont apparentées aux cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse, présentent une activité
mitogéne élevée et détiennent un fort potentiel de différenciation vers des cellules neurales. Nous avons validé un nouveau procédé de
fabrication en grade clinique de ces cellules souches humaines isolées a partir d’une biopsie de 2 mm2. Récemment, nous avons montré, chez le
rat, que la greffe de cellules souches olfactives, adjuvante a la chirurgie de réparation du nerf facial et du nerf péronier, améliore la
récupération fonctionnelle et ce grdce aux pouvoirs immuno-modulateur et trophique des cellules transplantées. Aucune migration des cellules
exogeénes n’a été observée, ce qui, couplé a I'absence de prolifération des cellules greffées, indique un trés faible risque de tumoriginicité et de
métastases. Suite a ces résultats concluant chez I'animal, nous allons lancer un essai clinique multicentrique de phase I/lla. Les vésicules
extracellulaires sont des nanoparticules produites par les cellules. Leur utilisation permettrait de conserver les bénéfices paracrines des cellules
souches sans leurs inconvénients(immunocompatibilité ou culture longue). Nous avons validé leur extraction et sommes en train de tester leur
efficacité in vitro et chez le rat dans la régénération nerveuse périphérique

KEYWORDS Peripheral Nervous System; Regeneration; Olfactory Mucosa; Stem Cells; Extracellular Vesicles

Summary Peripheral nerve injuries can lead to severe functional deficits. Current treatments unfortunately remain insufficient. Stem cell
grafting is nevertheless a promising therapy. Our team works on olfactory stem cells, located in the nasal cavity. The latter belong to the
peripheral nervous system and are easily accessible in any awake patients, (without affecting the sense of smell). Having a high mitogenic
activity and differentiating potential toward neural cells,they are related to bone marrow stem cells. We validated a new production process of
human olfactory stem cells from a 2 mm2specimen for their clinical use in human peripheral nerve regeneration enhancement. We recently
demonstrated, using a rat model, that olfactory stem cells grafting as an adjuvant treatment to surgical repair of facial or peroneal nerves
improves functional recovery due to the immunomodulatory and trophic properties of these cells. Once grafted, the olfactory cells stop
proliferating and we found no migration to other peripheral organs in our animal model. These characteristics indicate a low associated
carcinogenic risk. Following these positive outcomes, we will soon begin a phase I/lla clinical trial using olfactory stem cells for sensitive
peripheral injuries or neuromas. Extracellular vesicles are nanoparticles produced by cells. Their use would enable to have the beneficial
paracrine effects of stem cells without their drawbacks (immunocompatibility issues and long culture time). We validated their extraction for
olfactory stem cells and are currently testing their efficiency for peripheral nerve regeneration on in vitro and in vivo models




Les conséquences des lésions des nerfs périphériques

Les lésions des nerfs périphériques sont associées a des séquelles fonctionnelles majeures et a des répercussions
psychologiques, sociales et économiques tres importantes [1,2]. Malgré des progrés dans le délai de prise en charge
et dans la qualité du geste chirurgical, les résultats en matiére de récupération nerveuse ne se sont pas améliorés
depuis plusieurs décennies. Une méta-analyse de 2005 a montré, apres réparation microchirurgicale des nerfs
ulnaire et médian, que seulement 51,6 % des patients avaient une récupération motrice satisfaisante (M4/M5) et
seulement 42,6 % des patients une récupération sensitive satisfaisante (S3+/54) [3]. Les étiologies les plus courantes
sont les accidents de la voie publique. Statistiquement, les lésions des nerfs périphériques les plus fréquentes se
situent au niveau des membres supérieurs (73,5 % des lésions traumatiques)et concernent majoritairement le nerf
ulnaire [4]. Les principaux mécanismes lésionnels sont la traction, la section, I'écrasement et, dans une certaine
mesure, I'ischémie. On observe moins souvent des Iésions thermiques, des lésions électriques (électrocutions), des
traumatismes balistiques et des avulsions. Si la chirurgie demeure un geste essentiel, les améliorations pourraient
venir d’'une meilleure maitrise des parametres biologiques impliqués dans la régénération nerveuse périphérique. En
effet, la prévention de I'extension des lésions, grace a des mesures médicales visant a limiter localement les
perturbations cellulaires et moléculaires liées au traumatisme, pourrait permettre d’améliorer le pronostic des
patients [5].

Thérapie cellulaire et régénération des nerfs périphériques

La régénération des nerfs périphériques passe par un processus complexe durant lequel les cellules de Schwann
jouent un réle crucial. Aprés un traumatisme axonal, les cellules de Schwann proliferent, phagocytent les débris et
recrutent des macrophages afin d’offrir un milieu optimal pour la régénération. Elles sécrétent ensuite des facteurs
de croissance, des composés de la matrice extra-cellulaire et des molécules d’adhérence qui aident la repousse
axonale et lui assurent un support physique. Les cellules de Schwann ont été précédemment utilisées pour améliorer
la régénération nerveuse. Cependant, compte tenu de la difficulté de leur prélevement et de leur culture in vitro, il
est difficile de les utiliser en clinique. Au vu de ces difficultés, de nombreuses équipes se tournent vers des cellules
souches (CS) ou des cellules précurseurs pour la régénération des nerfs périphériques. Les cellules souches adultes a
potentiel neuro-régénératif ont plusieurs origines :

¢ |es cellules souches neurales sont localisées :

o dans le systeme nerveux central. Chez I'adulte, des zones limitées et difficilement accessibles hébergent des
cellules ayant gardé, dans des conditions particuliéres, la capacité de se différencier in vitro et in vivo en neurones et
en cellules gliales. C’est le cas de la zone sous-ventriculaire (ventricules latéraux) et de I’hippocampe (gyrus dentelé),

o dans le systeme nerveux périphérique [6]. Suite a une Iésion nerveuse, les cellules de Schwann reviennent a un état
proche des cellules souches mais, d’apres Parrinello S. et al., elles sont isolément incapables de réparer les nerfs.

Elles ont besoin de l'aide des fibroblastes. Ces résultats encourageants font actuellement I'objet de nombreux
travaux de recherche ;

¢ les cellules souches mésenchymateuses qui ont des capacités de différenciation en neurones [7]. Elles sont
notamment retrouvées dans le tissu adipeux, la moelle osseuse et plusieurs organes de la face.

De nombreuses études précliniques animales prouvent I'efficacité des cellules souches dans la régénération des
nerfs périphériques apres un traumatisme. Les cellules souches favorisent :

¢ la régénération des neurones endommagés ou leur renouvellement grace a leur effet paracrine, via notamment, la
sécrétion de facteurs de croissance ;

¢ le recrutement des cellules gliales de soutien ;

¢ la constitution d’'un microenvironnement favorable a la régénération, autour de la Iésion nerveuse [8,9].



L’efficacité de nombreuses cellules souches (cellules souches de la moelle osseuse, adipeuses, du cordon ombilicale,
amniotique. . .) a été étudiée [8—10] (Tableau 1) mais leur difficulté de prélevement, les risques potentiels de
formation de tératomes et les résultats peu convaincants pour les cellules non neurales, nous ont amenés a
considérer de nouvelles cellules souches adultes, localisées dans un tissu nerveux (la muqueuse olfactive) et
facilement accessibles car situées dans la cavité nasale.

La muqueuse nasale olfactive

La muqueuse olfactive appartient au systéeme nerveux périphérique (SNP). C'est I'organe sensoriel qui a pour
fonction principale de reconnaitre les odeurs. Cette muqueuse est le siege d’'une neurogenése permanente. Chez
I’'homme, c’est le seul tissu nerveux capable d’auto-renouvellement. Quand un neurone meurt, il est remplacé par
une nouvelle cellule nerveuse ; quand I'épithélium est 1ésé, il ne lui faut que quelques jours pour retrouver son
intégrité. La naissance, la différenciation, la maturation, la survie, I'élongation axonale, la reconnaissance de la cible,
la formation de synapses et la mort des neurones peuvent étre observées dans le tissu adulte [11]. Elle constitue une
aire accessible de collecte de cellules souches adultes. La plasticité de la muqueuse olfactive est en partie assurée
par des cellules souches situées dans les deux strates—le neuro-épithélium et lamina propria— qui composent ce
tissu. Ces deux strates sont séparées par une lame basale (Fig. 1) :

o |’épithélium abrite trois types cellulaires principaux :les cellules de soutien, piliers de cet épithélium pseudo-
stratifié ; les cellules basales horizontales et glomérulaires ; les neurones sensoriels, immatures et matures ;

¢ |la lamina propria est constituée de cellules engainantes, qui nourrissent et guident les axones, de faisceaux
d’axones, de vaisseaux sanguins, de glandes de Bowman, sécrétrices de mucus, et de cellules souches olfactives
ecto-mésenchymateuses.

La lame criblée de I'éthmoide sépare le systeme olfactif périphérique (muqueuse olfactive) du systeme olfactif
central (bulbe olfactif).

Les cellules souches olfactives nasales

Il est actuellement admis qu’il existe deux types de cellules souches au sein de la muqueuse olfactive. Les premiéres
résident dans I'épithélium olfactif, dans sa partie basale. Il s’agit des cellules basales horizontales, situées au contact
de la lame basale qui sépare le neuro-épithélium de la lamina propria olfactive. Quiescentes en situation
physiologique, elles seraient capables de régénérer I'ensemble des cellules de I'épithélium olfactif aprés une lésion
importante [12]. Cependant, méme si ces cellules présentent au sein de leur niche des capacités d’auto-
renouvellement et de multi potentialité, elles proliférent faiblement et ont un potentiel de différenciation
relativement restreint. Le deuxieme type de cellules souches adultes est localisé dans la lamina propria. Grace a un
travail de caractérisa-tion poussé, il a été démontré que les cellules souches de la lamina propria peuvent étre
considérées comme un membrede la famille des cellules souches mésenchymateuses (CSM).Pour rappel, les CSM
ont été initialement caractérisées parleur adhérence au plastique, leur forme fibroblastique en culture et leur
capacité a former des colonies de type fibroblastique ou Fibroblasts Colony-Forming Unit (CFU-F).L’International
Society for Cellular Therapy (ISCT) a choisi de dénommer ces cellules multipotent mesenchymal stromal cells avec
I"acronyme MSC et d’établir des criteres minimums de définition [13] :

¢ 'adhérence au plastique ;

¢ |'expression des marqueurs de surface CD73, CD90,CD105 et I'absence d’expression des marqueurs hémato-
poiétiques CD34, CD45, CD19, CD11a et Human LeukocyteAntigen-DR (HLA-DR) ;

¢ la différenciation en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes in vitro [14].Ces cellules souches sont multipotentes,
selon les conditions environnementales dans lesquelles elles se trouvent,



Tableau 1

Tableau récapitulatif des résultats des différentes « cellules souches » dans la régénération nerveuse des nerfs périphérigues (48).

Type de cellule souche Description Mécanismes Résultats observés Notes Modéles
cellulaire animaux
(5 issue de la moélle Mésenchymateuse  Adopte le phénotype de cellules Améliore les scores de marche, le Procédure de prélévement Rongeurs
OSseuse Multipotente de Schwann poids musculaire et le nombre: invasif Lapins
(BMSC) (11—18) Sécréte des neurotrophines d’axones Primates
CS dérivées du tissu adipeux  Mésenchymateuse  Adopte le phénotype de cellules Ameéliore la myeélinisation Disponible par des procédés  Rongeurs
(ADSC) (8,9,19-21) Multipotente de Schwann Promeut la croissance des neurites  de prélévement mini-invasif
Produit des ARNm pour les in vitra avec rendement cellulaire
facteurs de croissance Améliore les scores de marche éleve
Efficacité dépendant de
I"age
Cellules amniotiques Mésenchymateuse  Adopte le phénotype de cellules Amélioration fonctionnelle Peu d'immunogénicité Rats
mésenchymateuses de Schwann supérieure a celle obtenue avec Efficacité pour des greffes Souris
stromales (AMSC)(22—33) ADSCs non autologues
Potentiel angiogénique important Obtention facile sans
nécessité d'intervention
invasive
Cellules mésenchymateuses  Mésenchymateuse Adopte le phénotype de cellules Augmentation de |"expression des Probablement deuwx Lapins
du cordon ombilical (34—36)  Multipotente de Schwann ARNm des récepteurs des populations distinctes Rats
Sécréte des neurotrophines neurotrophines
Amélioration des scores
fonctionnels sciatigues,
Amelioration de la myéelinisation
et de la sensibilité du membre
postérieur
Cellules souches de la pulpe  Mésenchymateuse  Adopte le phénotype neuronal et Ameliore la myeélinisation Les dents de sagesse sont Rats
dentaire celui des cellules de Schwann Ameliore la récupération une source potentielle Souris
(DPSCs) (37-39) fonctionnelle
Cellules souches derives des  Mésenchymateuse  Capable de se différencier en Ameliore les critéres histologiques  Dérives de cellules satellites  Rongeurs
muscles squelettiques cellules de multiples lignées de récupération des muscles squelettiques
(Sk-5C) (40—42)
Cellules souches issues de Pluripotente Capable de différenciation en Incorporation de cellules possible Cellules présentes dans le Souris
follicules pilews cellules multilignées au site lésionnel follicule pilew
(HAP) (43 ,44) Ameélioration de la régénération Probablement impliqué
NErveuse Non prouvee dans la formation du nerf
sensitif du follicule pileux
Cellules des crétes neurales  Pluripotente Capable de se différencier en Diamétre nerveux plus robuste Originaire dans le Rongeurs
(NCC) (45,46) cellules multilignées Ameélioration de la myélinisation développement
Promeut la croissance des neurites  embryonnaire de la zone
en in vitro entre "ectoderme neural et
l'ectoderme de surface
Cellules précurseurs Dérivées des Capable de différenciation en Améliore la récupération Originaire du derme Rongeurs

dérivées de la peau (SKP)
(47 ,48)
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Figure 1 La muqueuse nasale olfactive.

Ces cellules souches sont multipotentes, selon les conditions environnementales dans lesquelles elles se trouvent,
elles peuvent donner naissance a des cellules neurales (neurones, astrocytes, oligodendrocytes) mais aussi a des
cellules non nerveuses (coeur, foie, muscle) lorsqu’elles sont placées, in vitro et/ou in vivo, dans un environnement
propice. Ces cellules ont été identifiées pour la premiere fois en 2005 [15].Deux études (Murrell et al. [15] et
Delorme et al. [16])ont permis de caractériser ces cellules souches olfactives et démontrer leur similarité avec les
cellules souches mésenchymateuses. Etant donné leur origine ectodermique, leurs propriétés neurogéniques
marquées, et leur similarité avec les cellules souches dérivées de la moelle osseuse, ces cellules ont été nommées
cellules souches olfactives ecto-mésenchymateuses [16].Ces cellules posseédent une activité mitogéne élevée et un
fort potentiel de différenciation vers des lignées neurales. L'intérét de ces cellules réside également dans le fait que
la mugueuse olfactive est accessible chez I'individu vigile (Fig. 2), sans restriction d’age ou de condition. L'isolement
de la lamina propria et I'extraction des cellules souches olfactives (CSO) ont été réalisés avec succés par notre équipe
chez 8 mammiféres et chez 'homme [17].Leur potentiel thérapeutique a été testé avec succeés dans différents
modeles animaux de paraplégie, de la maladie de Parkinson, de surdité et d’amnésie [18]. Les mécanismes d’action
suivants ont été observés :

e leur transformation en cellules gliales (cellules de Schwann) et/ou cellules neurales, lors de la transplan-tation dans
le systéme nerveux [15,19—21] ;

e des actions immunomodulatrices [21] ;

* la sécrétion de nombreux facteurs impliqués dans la croissance et le guidage des axones [22].
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Figure 2  Biopsie de muqgueuse nasale sous anesthésie locale. A. Tamponnement du site de prélévement a ['aide d’un coton imbibé
de xylocaine naphazolinée pendant 15 a 20 minutes. B. Prélévement de la muqueuse nasale sous controle endoscopique. C. Vue
endoscopique : CM =Cornet Moyen, le cercle jaune = zone de prélévement de la muqueuse au niveau de 'arche du CM.

Les cellules souches olfactives nasales sont efficaces pour promouvoir la régénération nerveuse du systéme
nerveux périphérique

Les résultats encourageants, obtenus avec la greffe de CSO dans différents modeéles de lésion du systéeme nerveux
central, ont amené la communauté scientifique a évaluer le potentiel thérapeutique de ces cellules souches dans
d’autres types d’atteintes comme celles du systeme nerveux périphérique. Batioglu—Karaaltin et al. [23] ont
montré, sur un modele de section du nerf chez le rat, une amélioration de la récupération fonctionnelle lorsque la
section était réparée a I'aide d’un conduit de repousse avec greffe de CSO. Dans cette étude, les auteurs ont conclu
que cette récupération fonctionnelle est corrélée avec I'augmentation du nombre d’axones. De méme, chez des
souris dont le nerf facial a été comprimé, Esaki et al. [24] ont montré une récupération plus rapide lorsque celles-ci
recevaient des CSOavec du MedGel. Salehi et al. [25] ont également montré des résultats similaires sur un modele
de compression du nerf sciatique chez le rat. Pour sa part, notre équipe a réalisé deux études animales. La premiére
[26] a été menée sur un modéle de lésion traumatique du nerf facial chez le rat avec une perte de substance
nerveuse de 2 mm. Dans deux groupes, la réparation était induite par la mise en place d’'un conduit veineux (veine
fémorale) dans lequel étaient greffées ou non des cellules souches olfactives. Ces deux groupes ont été comparés a
un groupe de suture directe du nerf facial. Il s’agissait de rats syngéniques et de CSO purifiées a partir de muqueuse
nasale de rats sacrifiés. L'évaluation de la mobilité faciale a été faite par électromyographie et analyse du
mouvement assistée par vidéo, 3 mois apres la réparation du nerf facial. Les syncinésies ont été évaluées par
I’électromyographie et la mesure des mouvements buccaux involontaires pendant le réflexe de clignement et le
double marquage rétrograde des motoneurones régénérés. La greffe de CSO permet une amélioration de la
récupération fonctionnelle par rapport aux groupes manchon veineux sans greffe et suture directe. L’'amplitude
maximale des cycles de protraction et rétraction des vibrisses ainsi que la vélocité angulaire pendant la protraction
des vibrisses ont été augmentées de maniere significative. Elles ont également permis la diminution des syncinésies
buccales. Cependant la greffe de CSO n’a pas montré d’amélioration de la croissance axonale a 3 mois .Nous avons
mené une deuxiéme étude chez le rat[27], sur un modele de section du nerf péronier avec perte de substance de 3
mm, la réparation étant faite de maniere immédiate ou différée (deux semaines apres) parun manchon veineux
(utilisation de la veine fémorale contro-latérale), rempli ou non de CSO. Ces 4 groupes de rat sont été comparés a un
groupe de rats sains. |l s’agissait de rats syngéniques femelles dans lesquels étaient utilisées des cellules souches de
rats males. A 3 mois, la locomotion (peroneal functional index), les propriétés mécaniques musculaires
(électromyogramme), la masse musculaire, le nombre d’axones ainsi que la myélinisation ont été évalués. Nous
avons observé que la greffe de CSO avait significativement amélioré la récupération locomotrice, partiellement
maintenu le phénotype contractile du muscle cible et augmenté la croissance axonale. Par ailleurs, aucune migration
des cellules exogénes dans d’autres organes de I'animal receveur n’a été observée, ce qui, couplé a I'absence de
prolifération des cellules greffées, indique un tres faible risque de tumoriginicité et de métastase.

Cellules souches olfactives nasales et systeme nerveux périphérique : vers un essai clinique

Le procédé de fabrication de cellules souches isolées de la cavité nasale en vue d’un essai clinique chez 'homme a
été validé et standardisé. Les données de validation constitueront le Dossier du médicament expérimental associé a
cette étude clinique. Le recueil des biopsies nécessaires a ces validations a été faite dans le cadre de I'étude Nose «
Validation d’un procédé d’un procédé de fabrication de cellules souches isolées de la cavité nasale en vue d’une



thérapie cellulaire innovante des nerfs périphériques traumatisés :recherche « NOSE » » NeEudract 2018-A00796-49.
Cette étude Nose, réalisée a I’'AP-HM, est toujours en cours et a également permis de valider la faisabilité sans
risques des premieres biopsies et le procédé de fabrication ainsi que les contréles de qualité de ce Médicament de
Thérapie Innovante dans des conditions de Bonnes Pratiques de Fabrication pharmaceutiques (BPF) sans aucun
incident. Nous avons pu ainsi adapter la fabrication des CSO pour que ces cellules soient en grade clinique et nous
avons optimisé leur production pour diminuer le temps de culture. Ces changements ont notamment porté sur le
milieu de culture, le type de digestion, le type d’enzyme utilisée pour la digestion et la technique de dissociation. Nos
équipes Marseillaises sont prétes a débuter cet essai clinique de phase I/lla. Celui-ci sera le deuxiéme a considérer
I'administration de cellules souches dans une indication de réparation nerveuse d’un nerf périphérique chez
I’'homme (un autre essai avec des cellules souches hématopoiétiques est en cours). L’objectif principal (phase I) est
de vérifier la tolérance et la faisabilité de la greffe autologue de CSO. Par ailleurs, nous mesurerons (phase Ila)
I'efficacité de la greffe autologue avec des enregistrements électromyographiques et les habituels scores cliniques
(monofilament de Semmes-Weinstein, test de Weber et test de Dellon, signe de Hoffmann-Tinel, Cold Sensitivity
Severity Scale (CSSS)).Nous analyserons 10 patients. Le temps de participation maximale de chaque patient sera de
12 mois et 21 jours, la durée d’inclusion maximale est de 12 mois. L’inclusion des patients se fera dans le service de
chirurgie de la main et reconstructrice des membres de I’"h6pital de la Timone de I'Assistance Publique-Ho6pitaux de
Marseille, par les médecins investigateurs des équipes de chirurgie de la main. Les patients traités présenteront une
plaie nerveuse isolée négligée (délai apres la plaie supérieur a 30 jours)ou un névrome (au moins six mois apres la
suture nerveuse n’ayant pas bénéficié de reprise chirurgicale), sur un nerf digital ou sur la branche sensitive du nerf
radial. La biopsie de muqueuse nasale sera réalisée aprés anesthésie locale (patient vigile) sous endoscopie par un
médecin ORL du CHU de Marseille. Au sein du laboratoire de Culture et de Thérapie Cellulaire (LCTC) du CHU de
Marseille, les cellules souches ecto-mésenchymateuses nasales seront extraites et cultivées pendant 17 jours. Aprés
contrdle de la qualité des cellules, la greffe de cellules souches ecto-mésenchymateuses nasales sera réalisée chez le
patient au moment de la réparation chirurgicale du nerf (sous anesthésie loco-régionale ou générale). Celle-ci
consistera en une résection de la zone névromateuse avec mise en place d’'un conduit veineux. Quatre-vingt-dix
microlitres de thrombine et de fibrine contenant des cellules souches (70 a 100 millions de cellules/mL) seront
insérés au sein de ce conduit. Le suivi se fera a 2 semaines, 1 mois, 3 mois, 6 mois et12 mois par évaluation clinique
et par exploration neuro-physiologique. Un comité de surveillance aura pour fonction de suivre le bon déroulement
de I'étude, la conformité et le suivi du protocole, les caractéristiques des patients inclus, I'incidence des événements
indésirables (il passera en revue toutes les événements indésirables attendus et inattendus)ainsi que le respect de
I’éthique. Les résultats de cette premiére étude chez I’lhomme permettront d’affirmer la faisabilité et I'absence de
toxicité de ce traitement novateur et nous donnera une premiére idée de son efficacité. D’autres études seront
nécessaires pour mieux étudier I'efficacité, les relations dose-effets, et les variabilités éventuelles selon les
caractéristiques individuelles du patient. L’amélioration de la récupération fonctionnelle des Iésions nerveuses
constitue une contribution d’importance majeure dans le pronostic des traumatismes graves des membres. Vers
I'utilisation des vésicules extracellulaires. Le mécanisme exact par lequel les cellules mésenchymateuses facilitent la
régénération nerveuse n’est pas encore décrit avec exactitude. Bien que certaines études montrent que les cellules
souches se différencient en cellules de Schwann [28,29], d’autres en revanche, ont mis en évidence une
augmentation de la repousse axonale, de la formation de myéline et de la récupération fonctionnelle en I'absence de
différentiation en cellules de Schwann [30]. Cette derniére étude indique que I'effet des cellules mésenchymateuses
transplantées est probablement indirect, via la régénération des cellules de Schwann endogénes par le biais de
mécanismes paracrines, plutot que par différenciation des cellules souches. Parmi les acteurs de ces actions
réparatrices se trouvent les vésicules extracellulaires. Les vésicules extracellulaires (VEC) sont des nanoparticules que
I’on trouve dans quasiment tous les fluides biologiques comme le sang, I'urine, le lait maternel, le liquide d’ascite et
la salive. Des études récentes ont mis en évidence le role paracrine de ces vésicules dans différentes circonstances
physiologiques et pathologiques, comme les maladies neurodégénératives, les tumeurs et les fibroses tissulaires. Les
VEC sont formées d’une bicouche lipidique et contiennent de nombreuses molécules (protéines, lipides, mARN,
miARN, IncARN, ADN) qui jouent un réle clé dans la communication intercellulaire en transférant ces médiateurs
[31]. L'avancée de la recherche dans le domaine de la thérapie cellulaire a été particulierement rapide au cours des



dernieres années et de nombreuses équipes se tournent vers I'effet du sécrétome des cellules souches afin de
contourner les limites inhérentes a I'utilisation des cellules. L'une des préoccupations majeures concernant les
greffes de cellules souches chez I’homme est le risque néoplasique de ces cellules a activité mitogene élevée, méme
si ce risque semble tres faible pour les CSO qui arrétent de proliférer une fois greffées. L'utilisation de ces cellules est
soumise aux régles de transplantation tissulaire, que ce soit en transplantation autologue ou hétérologue avec
administration d’'immunomodulateurs. Les vésicules extracellulaires contiennent moins de protéines membranaires
qgue les cellules souches dont elles sont issues, et présentent trés peu de problémes d'immunocompatibilité. Leur
utilisation en allogreffe est donc envisageable [31]. Ces vésicules, en raison de leur petite taille (nanoparticules),
peuvent étre utilisées en intravasculaire sans risquer d’entrainer des microthrombi. De plus, elles possedent des
protéines d’adhérence et de perforation qui leur permettent de traverser des barriéres biologiques. La bicouche
lipidique de leur membrane favorise la stabilité et la disponibilité de leur chargement. Les VEC sont plus faciles a
stocker que les cellules et aucune toxicité n’est associée en cas de mauvaise conservation. A I'avenir, la mise en
banque et I'utilisation de VEC peut étre envisagée. Elles pourraient étre disponibles sans délai du fait de I'absence de
culture cellulaire autologue nécessaire, permettant une prise en charge optimale des lésions a la phase aiglie du
traumatisme. Leur injection in situ écho-guidée permettrait de ne pas avoir recours a une nouvelle chirurgie ou et de
les administrer sur toute la période de régénération nerveuse. Précédemment, les VEC issues d’autres cellules
souches mésenchymateuses ont montré leur efficacité dans la régénération nerveuse périphérique [31] via
différents mécanismes : la stimulation de la néo-angiogénése, la régulation de la croissance axonale et la modulation
de la neuro-inflammation [31,32,33,34].Les VEC des CSO ont déja été produites par trois équipes [35,36,37]. Xun et
al. [36] ont récemment étudié le contenu de ces VEC par chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse,
304 protéines ont été identifiées dont le plasminogen activator inhibitor 1 (SERPINE1), I'insulin-like growth factor
binding protein family members (IGFBP 4 and 5), 'epidermal growth factor receptor(EGFR), neurogenic locus notch
homolog protein 2 (NOTCH2), I'apolipoprotein E (APOE), et la heat shock proteinHSP90-beta (HSP90OAB1). Ces
molécules sont connues pour étre importantes dans la production de facteurs neurotrophiques, I'angiogenese, la
prolifération et différentiation cellulaire, I'apoptose et I'inflammation et sont fortement corrélées au mécanisme de
réparation tissulaire et a la régénération neurale. L’analyse du sécrétome des CSO que notre équipe avait réalisée en
2017 [22] avait généré des résultats concordants .Aucune étude n’a pour l'instant évalué les capacités de ces VEC a
améliorer la régénération des nerfs périphériques. Nous avons mis au point un procédé de production, d’isolement
et de purification des VEC produites par les CSO, en respectant rigoureusement les recommandations émises la
Société internationale des vésicules extracellulaires qui édicte les Minimal Information for the Studies of Extracellu-
lar Vesicles (MISEV 2018 [38]). Il est important de noter que le milieu de culture influence de maniere non
négligeable les caractéristiques des vésicules et leur contenu (et donc leurs potentiels effets thérapeutiques), il est
donc extrémement important de le préciser leur protocole de production. Nous testons actuellement I'efficacité des
VEC fraiches et congelées sur des modeles in vitro et in vivo.

Conclusion

Malgré les progrés apportés par I'avenement de la microchirurgie, les traumatismes des nerfs périphériques restent
associés a une récupération fonctionnelle partielle dont les conséquences sur la qualité de vie peuvent étre
majeures. Les voies d’amélioration de la régénération nerveuse passent par une diminution de I'intensité et de la
durée de la phase inflammatoire initiale et une stimulation de la phase de croissance axonale. Les cellules souches
olfactives sont des cellules souches ecto-mésenchymateuses qui appartiennent au systéme nerveux périphérique.
Elles possedent des propriétés particulierement intéressantes pour la régénération du systeme nerveux périphérique
et sont facilement accessibles chez un individu vigile. Des résultats prometteurs sur 'amélioration de la récupération
fonctionnelle, aprés traumatisme de nerfs périphériques, ont été obtenus lors de deux études chez le rat. Un essai
thérapeutique chez I’homme va débuter prochainement. Cependant I'utilisation des cellules est associée a un temps
de culture incompressible ainsi qu’a une utilisation obligatoirement autologue en I'absence d’immunosuppresseur.
Or, I'efficacité de ces CSO serait principalement secondaire a I'effet paracrine de ces cellules. L'utilisation de
vésicules extracellulaires issues de ces CSO permettrait de s’affranchir des problemes évoqués plus haut. La



conservation de ces vésicules est plus simple et facilitera une utilisation allogénique et immédiate, adjuvante a la
réparation chirurgicale du nerf. Déclaration de liens d’intéréts

Les auteurs déclarent ne pas avoir de liens d’intéréts.
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