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PREAMBULE

Ce mémoire de demande d’Habilitation a Diriger des Recherches est présente en trois
parties, la premiere correspond a un Curriculum vitae détaillé, qui fournit une synthése de
mon parcours professionnel jusqu’a aujourd’hui. Dans cette partie sont également listes les
étudiants que j’ai pu encadrer pendant ces années. Si leur position actuelle n’est pas indiquée,
la majeure partie d’entre eux sont toujours actifs dans la recherche, en contrat post-doctoral,
these ou recrutés a différents niveaux dans des entreprises publiques ou privées. La liste des
articles que j’ai publiés est également présente, le détail des travaux étant repris dans la
seconde partie du mémoire.

Dans cette seconde partie, j’ai choisi de présenter I’ensemble des thématiques que j’ai
eu I’occasion d’aborder lors de mon parcours de recherche. D’une part, cela me permet de
mettre en exergue I’ensemble des compétences que j’ai pu acqueérir et qui me rendent apte a
encadrer pleinement des travaux de recherche. D’autre part, des interconnexions nombreuses
peuvent étre établies entre ces différentes parties. Par exemple, j’ai abordé lors de ma theése
la physiologie des cancers et mes travaux de recherche depuis mon recrutement a Grenoble
m’ont permis de travailler a nouveau sur des thématiques liées au cancer, notamment la
thérapie cellulaire des cancers.

De méme, je me suis intéressée a la problématique des thérapies géniques et
cellulaires. J’ai pu approfondir cette derniere thématique, théme principal de mes recherches
actuelles, dans le cadre de la récupération post-ischémie cérébrale.

Afin de rendre la lecture de cette partie plus facile, ces travaux sont regroupés par
themes dans cing chapitres distincts plutdt que par ordre chronologique.

La derniére partie du mémoire présente mon projet de recherche actuel, dans I’équipe
« Neurolmagerie Fonctionnelle et Perfusion Cérébrale » dirigée par le Dr E. Barbier au sein
de I’unité Inserm U1216 a Grenoble. L’objectif de ce projet est de potentialisée la thérapie
cellulaire post-ischémie cérébrale grace a la protection des cellules greffees par des

biomatériaux.



PARCOURS PERSONNEL

J’ai effectué mes travaux de doctorat au sein du Laboratoire de Neurobiologie
Morphofonctionnelle, Unité Inserm 378, Université de Bordeaux 2, sous la direction du Dr.
Franck Couillaud. Le sujet portait sur I’é¢tude de 1’expression de polymorphismes d’ARNM
dans le systeme nerveux central des mammiféres et leurs conséquences biologiques et

implications physiologiques (notamment dans le cadre des tumeurs cérébrales).

Suite a I’obtention de mon doctorat, j’ai développé deux projets axés sur la mise au
point d’outils a visée thérapeutique, qui associent les performances des différentes modalités
d’imagerie a la puissance des outils de la biologie moléculaire, de la biologie cellulaire et du
génie génétique. Le premier post-doctorat, que j’ai effectué au « Laboratoire d’Imagerie
Moléculaire et Fonctionnelle : de la physiologie a la thérapie », m’a permis d’acquérir des
compétences en imagerie (optique, IRM, FUS). Le second, au « Laboratory of endocrinology
and molecular imaging », m’a permis d’acquérir des compétences dans le domaine de la

différentiation cellulaire des cellules souches mésenchymateuses.

Depuis ma prise de fonction dans 1’enseignement supérieur et la recherche en 2007,
mon activité de recherche s’est essentiellement intéressée a des problématiques liées a
I’utilisation des cellules souches mésenchymateuses humaines en thérapie anti-cancéreuse.
J’ai souhaité faire évoluer mes activités de recherche et c’est pour cette raison qu’en
septembre 2012, j’ai rejoint 1’équipe d’Emmanuel Barbier (DR Inserm, « Neurolmagerie
Fonctionnelle et Perfusion Cérébrale ») a I’institut des Neurosciences de Grenoble (GIN ;
Inserm/UGA U1216). L'équipe travaille au développement de techniques innovantes
d'acquisition et d'analyse en imagerie et spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire
(IRM et SRM) et sur leurs applications précliniques et cliniques en neurosciences. Sur le
versant clinique, les méthodes IRM développées par I’équipe sont utilisées pour caractériser
le microenvironnement cérébral (pH extracellulaire, volume sanguin, diamétre des
microvaisseaux, perméabilité des vaisseaux, réactivité vasculaire) et pour décrire les effets
d'innovations thérapeutiques (thérapie par microfaisceaux synchrotron, thérapie anti-
angiogénique et thérapie cellulaire...) dans le cadre des tumeurs cérébrales, de I'accident

vasculaire cérébral, du traumatisme cranien et du diagnostic de la maladie d'Alzheimer.



Mon arrivée au sein de cette équipe a permis de compléter les compétences de ce
groupe par mes connaissances en biologie cellulaire et moléculaire tout en me permettant de
mener mes propres projets de recherche dans un environnement enrichissant. En arrivant au
sein de cette équipe, j’ai retrouvé 1’environnement multi-disciplinaire semblable a celui que
j’avais connu au cours de mes postdocs dans lequel se cotoient physiciens, informaticiens,
médecines et physiologistes. C’est dans ce contexte enrichissant que je peux développer mes
thématiques de recherche. Dans un premier temps, j’ai participé a des projets en lien avec
les radio-thérapies anti-cancéreuses en m’intégrant dans une collaboration entre 1’équipe et
une équipe de I’ESRF. Dans ce cadre, mes compétences a ’interface de la physiologie, la
biologie cellulaire et ’IRM m’ont permis de participer activement a ce projet. Puis,
rapidement, j’ai pris en charge les thématiques de thérapies cellulaires par les CSMh dans
I’accident vasculaire cérébral. Le développement de mes axes de recherche au sein du
laboratoire se font en étroites collaboration avec le Prof Detante (chef de service
neurovasculaire au CHU de Grenoble et membre de I’équipe). Ma principale priorité est de
potentialisée cette thérapie gréace a la protection des cellules greffées par des hydrogels. Ceci
est possible gréace la une étroite collaboration avec le Prof Auzély du CERMAYV a Grenoble
et avec qui nous avons obtenu plusieurs financements en Co-P1 et avec qui je co-encadre des

étudiants de Master 2, these et des post-docs.
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« Bicolor imaging with X-Rays to Evaluate A repair Kit THRroUgh dedicated labelling of
stem cells and hydrogel »

Co-PI d'un financement FRM « Chimie pour la médecine 2018 » avec la Prof. Auzély
(CERMAYV)

« Hydrogels a base de polysaccharides injectables et auto-réparant a capacité d'imagerie

pour la thérapie cellulaire »

Subvention : 126 000 euros/289 o054 euros

Appel a projets IDEX Glyco@Alps,

Subvention : 5000 euros (Financement d'un étudiant de Master 2 et fonctionnement entre

deux laboratoires : co-financement)

Projet européen H2020 : consortium RESSTORE (Regenerative-stem-cell-therapy-stroke ;

Coord : Prof. Detante) : en charge d’une des parties du WP Experimental

Subvention : 10 000 euros

Appel a projets Grenoble Innovation Recherche (AGIR) (Université Joseph Fourier et Institut

polytechnique de Grenoble)

« Controle spatio-temporel de protéine thérapeutique pour lutter contre la récurrence des

gliomes aprés radiothérapie »

Subvention : 15 000 euros

Association « Vaincre la mucoviscidose »

« Vectorisation du géne cftr pour une expression a long terme in vivo grace a Sleeping

Beauty »

Subvention : 20 0oo euros

P6le Chimie-Science du vivant de I'Université Joseph Fourier

Subvention : 27 0oo euros

2004- 2006 Financement postdoctoral de la Fondation Florindon

PUBLICATIONS ET PRODUCTION SCIENTIFIQUE

1)

Potez, M., A. Bouchet, M. Flaender, C. Rome, N. Collomb, M. Grotzer, M. Krisch, V. Djonov, J.
Balosso, E. Brun, J.A.Laissue & R.Serduc R (2020). Synchrotron X-ray boost delivered by
Microbeam Radiation Therapy after conventional X-ray therapy fractionated in time improves
Fg98 glioma control. Int J Radiat Oncol Biol Phys. S0360-3016(20)30222-4

Figueiredo, T., J. Jing, . Jeacomine, J. Olsson, T. Gerfaud, J.G Boiteau, C. Rome, C. Harris, R.
Auzély-Velty (2020). Injectable self-healing hydrogels based on boronate ester formation
between hyaluronic acid partners modified with benzoxaborin derivatives and saccharides.
Biomacromolecules. 21(1):230-239

Rome, C., J. Gravier, M. Morille, G. Divita, A.L. Bolcato-Bellemin, V. Josserand & J.L. Coll (2019)
Near-infrared optical imaging of nucleic acid nanocarriers in vivo. Methods Mol Biol, 948, 49-65.
Piazza, I., A. Cupane, E.L. Barbier, Rome C., N. Collomb, J. Ollivier, M.A. Gonzalez & F. Natali
(2018). Dynamical properties of water in living cells. Frontiers of Physics 13, 138301.

Detante, O., C. Rome & J. Papassin (2017). How to use stem cells for repair in stroke patients.

Revue neurologique. 173(9):572-576
Bouchet, A., M. Potez, C. Rome, N. Coquery, B. Lemasson, E. Brauver-Krisch , C. Remy, J.A.
Laissue, E.L. Barbier, V. Djonov , and R. Serduc (2017). Permeability of brain tumor vessels



induced by uniform or spatially micro-fractionated synchrotron radiation therapies.
International Journal of Radiation Oncology, Biology, Physics

7) Moisan, A. and Favre, |., C. Rome, F. de Fraipont, E. Grillon, N. Coquery, H. Mathieu, V. Mayan,
B. Naegele, M. Hommel, MJ. Richard, E.L. Barbier, C. Rémy & O. Detante. (2016) Intravenous
injection of clinical grade human mesenchymal stem cells after experimental stroke: functional
benefit and microvascular effects. Cell Transplantation, no.25(12):2157-2171

8) Boisserand, L.S.B., T. Kodama, J. Papassin, R. Auzély, A. Moisan, C. Rome & O. Detante.
Biomaterial Applications in Cell-Based Therapy in Experimental Stroke. Stem Cells International.
Epub 2016 May 4.

9) Frachet, V., M. Keramidas,A. Nurisso, S. DeBonis., C. Rome, A. Boumendjel, D. Skoufias & X.
Ronot.(2015) IPP51, a chalcone acting as a microtubule inhibitor with in vivo antitumor activity
against bladder carcinoma. Oncotarget Journal, 6, no 16, 14669-86.

10) Moisan, A. and Favre, |., C. Rome, E. Grillon, B. Naegele, M. Barbieux, F. de Fraipont, MJ.
Richard, E.L. Barbier, C. Rémy & O. Detante (2014) Microvascular plasticity after experimental
stroke: a molecular and MRI study. Cerebrovasc Dis, n0.38(5):344-53

11) Rome, C., J. Gravier, M. Morille, G. Divita, A.L. Bolcato-Bellemin, V. Josserand & J.L. Coll (2013)
Near-infrared optical imaging of nucleic acid nanocarriers in vivo. Methods Mol Biol, 948, 49-65.

12) Keramidas, M., F. de Fraipont, A. Karageorgis, A. Moisan, V. Persoons, M. J. Richard, J. L. Coll &
C. Rome (2013) The Dual Effect of Mscs on Tumour Growth and Tumour Angiogenesis. Stem
Cell Res Ther, 4, no. 2: 41.

i. Cetarticle a été défini comme «'Highly accessed' relative to age” ».
ii. Cet article a donné lieu a un « Commentary » : Gomes Stem Cell Research &
Therapy 2013, 4:42

13) Emadali, A., S. Rousseaux, J. Bruder-Costa, C. Rome, S. Duley, S. Hamaidia, P. Betton, A.
Debernardi, D. Leroux, B. Bernay, S. Kieffer-Jaquinod, F. Combes, E. Ferri, C. E. McKenna, C.
Petosa, C. Bruley, J. Garin, M. Ferro, R. Gressin, M. B. Callanan & S. Khochbin (2013)
Identification of a Novel Bet Bromodomain Inhibitor-Sensitive, Gene Regulatory Circuit That
Controls Rituximab Response and Tumour Growth in Aggressive Lymphoid Cancers. EMBO Mol
Med, 5, no. 8: 1180-95.

14) Faurobert, E., C. Rome, J. Lisowska, S. Manet-Dupe, G. Boulday, M. Malbouyres, M. Balland, A.
P. Bouin, M. Keramidas, D. Bouvard, J. L. Coll, F. Ruggiero, E. Tournier-Lasserve & C. Albiges-
Rizo (2013) Ccma-Ilcap-1 Complex Controls Beta1 Integrin-Dependent Endothelial Contractility
and Fibronectin Remodeling. J Cell Biol, 202, no. 3: 545-61.

15) Bouchet, A., B. Lemasson, T. Christen, M. Potez, C. Rome, N. Coquery, C. Le Clec'h, A. Moisan,
E. Brauver-Krisch, G. Leduc, C. Remy, J. A. Laissue, E. L. Barbier, E. Brun & R. Serduc (2013)
Synchrotron Microbeam Radiation Therapy Induces Hypoxia in Intracerebral Gliosarcoma but
Not in the Normal Brain. Radiother Oncol, 108, no. 1: 143-8.

16) Coquery, N., N. Pannetier, R. Farion, A. Herbette, L. Azurmendi, D. Clarencon, S. Bauge, V.
Josserand, C. Rome, J.L. Coll, J.S. Sun, E.L. Barbier, M. Dutreix & C. Remy (2012) Distribution
and radiosensitizing effect of cholesterol-coupled Dbait molecule in rat model of glioblastoma.
PLoS One, 7, e40567.

17) Nascimento, F.D., L. Sancey, A. Pereira, C. Rome, V. Oliveira, E.B. Oliveira, H.B. Nader, T.
Yamane, |. Kerkis, I.L. Tersariol, J.L. Coll & M.A. Hayashi (2012) The natural cell-penetrating
peptide crotamine targets tumor tissue in vivo and triggers a lethal calcium-dependent pathway
in cultured cells. Mol Pharm, g, 211-21.

18) Eker, O.F., B. Quesson, C. Rome, J. Arsaut, C. Deminiere, C.T. Moonen, N. Grenier & F. Couillaud
(2011) Combination of cell delivery and thermoinducible transcription for in vivo spatiotemporal
control of gene expression: a feasibility study. Radiology, 258, 496-504.

19) Lin, E.H., M. Keramidas, C. Rome, W.T. Chiu, C.W. Wu, J.L. Coll & W.P. Deng (2011) Lifelong
reporter gene imaging in the lungs of mice following polyethyleneimine-mediated sleeping-
beauty transposon delivery. Biomaterials, 32, 1978-85.

20) Sancey, L., S. Dufort, V. Josserand, M. Keramidas, C. Righini, C. Rome, A. C. Faure, S. Foillard,
S. Roux, D. Boturyn, O. Tillement, A. Koenig, J. Boutet, P. Rizo, P. Dumy & J.L. Coll (2009) Drug
development in oncology assisted by noninvasive optical imaging. Int J Pharm, 379, 309-16.



21) Rome, C., R. Deckers & C.T. Moonen (2008) The use of ultrasound in transfection and transgene
expression. Handb Exp Pharmacol, 225-43.

22) Deckers, R., C. Rome & C.T. Moonen (2008) The role of ultrasound and magnetic resonance in
local drug delivery. J Magn Reson Imaging, 27, 400-9.

23) Rome, C., J. Arsaut, C. Taris, F. Couillaud & H. Loiseau (2007) MMP-7 (matrilysin) expression in
human brain tumors. Mol Carcinog, 46, 446-52.

24) Rome, C., F. Couillaud & C.T. Moonen (2007) Gene expression and gene therapy imaging. Eur
Radiol, 17, 305-19.

25) Letavernier, B., R. Salomir, Y. Delmas, C. Rome, F. Couillaud, D.A., |. Dubus, F. Moreau-Gaudry,
C. Grosset, O. Hauger, J. Rosenbaum, N. Grenier, C. Combe, J. Ripoche & C. Moonen. (2007).
Ultrasound-Induced Expression of a Heat Shock Promoter-Driven Transgene Delivered in the
Kidney by Genetically Modified Mesenchymal Stem Cells: A Feasibility Study. Ferenc A. Jolesz and
Kullervo H. Hynynen

26) Rome, C., H. Loiseau, J. Arsaut, V. Roullot & F. Couillaud (2006) Diversity of contactin mRNA in
human brain tumors. Mol Carcinog, 45, 774-85.

27) Rome, C., V. Roullot & F. Couillaud (2005) Polymorphism of the untranslated regions of the
F3/contactin mRNA in the rat nervous system. Brain Res Mol Brain Res, 139, 184-91.

28) Rome, C., F. Couillaud & C.T. Moonen (2005) Spatial and temporal control of expression of
therapeutic genes using heat shock protein promoters. Methods, 35, 188-98.

29) Toueille, M., B. Saint-Jean, C. Rome, F. Couillaud, M. Castroviejo & J.P. Benedetto (2002) Two
distinct proliferating cell nuclear antigen are present in the wheat cell. Plant Physiology and
Biochemistry, 40, 743-748.

30) Ito, K., C. Rome, Y. Bouleau & D. Dulon (2002) Substance P mobilizes intracellular calcium and
activates a nonselective cation conductance in rat spiral ganglion neurons. Eur J Neurosci, 16,
2095-102.

31) Rome, C., D. Luo & D. Dulon (1999) Muscarinic receptor-mediated calcium signaling in spiral
ganglion neurons of the mammalian cochlea. Brain Res, 846, 196-203.

ACTIVITES D'ENCADREMENT

2001 Encadrement de Guillaume FRUGIER (Responsable: Dr. F. Couillaud), étudiant de
maftrise, Université de Bordeaux 2

2002 Encadrement de Marléne SANGUINE (Responsable : Dr. F. Couillaud), étudiante de
licence professionnelle de biologie cellulaire et moléculaire, Université de Bordeaux 2

2003 Encadrement d’Aurélie CHRIST (Co-encadrement: Dr. F. Couillaud), étudiante de
licence professionnelle de biologie cellulaire et moléculaire, Université de Bordeaux 2
Encadrement pratique dans le cadre ATER de Bastien TOUQUET (Responsable : Dr. M.-
C. Lombard), étudiant préparant un dipléme de I'EPHE

2004 Encadrement d’Alix PRENAT (Co-encadrement : Dr. F. Couillaud), étudiante de licence
professionnelle de biologie cellulaire et moléculaire, Université de Bordeaux 2

2003-2004 Encadrement pratique de Béatrice LETAVERNIER (Responsable: Dr. J. Ripoche),
étudiante en DEA de biologie et pathologies des épithéliums, Université de Paris VI

2004-2005 Encadrement pratique de Julie MIGUEL (Responsable : Prof. M. Allard), étudiante en
DEA de biocinétique des traceurs, Université de Tours

2007-2008 Encadrement de Lovisa ROSENQUIST, étudiante ERASMUS en Master 1 de biologie
BCl, Université Joseph Fourier, en échange avec I'Université de York

2008-2009 Encadrement de Lucie CARRIE, étudiante en Licence Professionnelle de productions
animales, Université Joseph Fourier

2009 Encadrement d’Anastassia KARAGEORGIS, étudiante 5™ année de pharmacie, filiére

recherche, Université Joseph Fourier



2009-2010

2010

2012-2013

2013-2014

2015-2016

2016-2017

2017-2018

2018-2019

2019-2020

2019-2022

2019-2021
2020-2021

Encadrement d'Anastassia KARAGEORGIS, étudiante Master 2R « Ingénieries pour la
Santé et le Médicament » de I'Université Joseph Fourier

Directrice de la thése en pharmacie de I'Université Joseph Fourier d'Anastassia
KARAGEORGIS

Encadrement de Dominique MIAS-LUCQUIN, étudiante Master 2R « Sciences du
Vivant », option « Neurosciences & Neurobiology », Université Joseph Fourier
Encadrement de Nelly SICARD, étudiante Master 2R « BioSciences », Université Claude
Bernard

Lyon1

Encadrement de Mélanie KLEIN, étudiante Master 1 Ingénierie Santé, Université Joseph
Fourier

Co-encadrante avec le Prof. Detante Olivier (CHU Grenoble) de la these de Sciences de
Ligia Simoes Braga BOISSERAND (50%), Ecole doctorale EDCSV, Université Grenoble-
Alpes, Grenoble (Soutenance Novembre 2016)

Co-encadrement de Francois Bulteau avec Rachel Auzély (CERMAYV), étudiant Master 2
Ingénierie Santé, Université Grenoble-Alpes

Encadrement de Mathieu Debuisson, étudiant Master 2 Neurosciences, Université
Grenoble-Alpes

Encadrement de Margot Nagelé, étudiante de L3 Biotechnologies, Université Grenoble-
Alpes

Co-encadrement avec Rachel Auzély (CERMAYV) de Baptiste Quienne, étudiant Master 2
Chimie des polyméres, Université Grenoble-Alpes

Co-encadrement avec le Prof. Detante de Emilie Francoz, Pierre Chapuis et Guillaume
Boullen (étudiants de médecine, stage de Master 1), UFR Médecine, Université
Grenoble-Alpes

Co-encadrement de Enrique Quesada avec Rachel Auzély (CERMAV), étudiant Master 2
Chimie des polymeres, Université Grenoble-Alpes

Co-encadrement avec Anaick Moisan (EFS Grenoble) de Anthony Maino (Interne en
pharmacie), étudiant Master 2 Ingénierie Santé, Université Grenoble-Alpes
Encadrement de Mégane Coradin, étudiante Master 2 Ingénierie Santé, Université
Grenoble-Alpes

Co-encadrement avec le Prof. Detante de Sarah Paillé (étudiante 5™ année médecine,
stage de Master 1), UFR Médecine, Université Grenoble-Alpes

Co-encadrement avec Anne Briancon (laboratoire HP2 Grenoble) de Alaa Skeyni,
étudiante Master 2 PHED, Université Grenoble-Alpes

Co-encadrement avec le Prof. Detante de Julie Belvarque (étudiante 5*™ année
médecine, stage de Master 1), UFR Médecine, Université Grenoble-Alpes
Co-encadrement avec le Prof Detante et la Prof Auzély de la thése de Sciences de
Moustoifa SAID, Ecole doctorale EDCSV, Université Grenoble-Alpes, Grenoble
Co-encadrement avec la Prof Auzély d'une post-doctorante Vanina Cosenza
Co-encadrement avec le Prof. Detante de Emma Velon (étudiante 4™ année médecine,
stage de Master 1), UFR Médecine, Université Grenoble-Alpes



DIFFUSION SCIENTIFIQUE

2)

Conférences invitées depuis 2007

Rome, C. et Detante, O. 2021. Thérapies cellulaires des strokes. Séminaire vendrediNeuro. CHU
Grenoble, Grenoble

Rome, C. 2017 Cell therapy post-AVC by mesenchymal stem cells and biomaterials. Séminaire
invité. Laboratoire Génie des Procédés Papetiers, Grenoble

Rome, C. 2017 Biomaterial-mesenchymal stem cell constructs. Conférence pléniére invitée, In 4th
Meeting d’ECellFrance, Grenoble

Rome, C. 2017 Hydrogels injectables a base de polysaccharides: application a l'accident vasculaire
cérébral. Conférence pléniére invitée, In 2 Kickoff Meeting de Glyco@Alps, Grenoble

Rome, C. et Detante, O. 2016 Thérapie cellulaire post-AVC: de I'animal a 'homme. Conférence
pléniére. Colloque médical du jeudi du CHU de Grenoble : les jeudis de l'interface

Rome, C. 2013. Influence of Human Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell on Microvasculature:
Our Experiment in Rat Ischemic and Mouse Tumour Models. Conférence pléniere, In World
Biotechnology Congress 2013. Boston, MA (USA).

Rome, C. 2008. Imagerie et thérapie génique : exemple d'application ostéoarticulaire : Contréle de
I'expression génique par le promoteur HSP70B et la température dans les cellules
mésenchymateuses progénétrices en vue d'une induction de leur différenciation en ostéoblastes,
Conférence pléniére, Société d'imagerie musculo-squelettique, Paris.

Rome, C. 2008. Introduction a I'imagerie optique, Conférence pléniére, Société d'imagerie musculo-
squelettique, Paris.

Rome, C. 2007. Contrdle spatio-temporel de I'expression transgénique in vivo chez le petit animal
par les ultrasons focalisés guidés par IRM de température, Séminaire IFR 58, Université Pierre et
Marie Curie, Paris, France.

Communications affichées depuis 2007

Papassin J., L.S.B.,Boisserand, N. Collomb, E.L. Barbier, C Rome, and O. Detante. 2016. Greffe
intracérébrale de cellules souches mésenchymateuses combinées a un hydrogel d'acide
hyaluronique dans un modéle murin d’infarctus cérébral. In 21th journée de la société frangaise
neurovasculaire, Paris.

Rome C., A. Moisan, |. Favre, E. Grillon, B. Naegele, M. Barbieux, F. de Fraipont, MJ. Richard, E.L.
Barbier, C. Rémy and O. Detante. 2014. Microvascular plasticity after experimental stroke: a
molecular and MRI study. In 5th Congress of the French Society of Angiogenesis, Chamonix.

Moisan, A, Favre, I., Rome, C., Naegele, B., Barbier, E.L., Remy, C., de Fraipont, F., Richard, M-J.,
and Detante, O. 2012. Comment Les Cellules Souches Mésenchymateuses Améliorent-Elles La
Microvscularisation Aprés Un Accident Vasculaire Cérébral?. In zer congrés de la Société Frangaise
de Résonance Magnétique en Biologie et en Médecine. Marseille (France).

Bouchet, A, B. Lemasson, T. Christen, C Rome, M Potez, Elke Brauer-Krisch, G. Le Duc, C. Remy,
Jean A Laissue, E. L. Barbier, and R. Serduc. 2012. Synchrotron Microbeam Radiation Therapy
Induces Hypoxia in Tumor but Not in Normal Brain Tissues. In 7th Medical Applications of
Synchrotron Radiation Workshop. Shangai (China).
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5) Coquery, N, R. Farion, D Clarengon, S Bauges, V Josserand, C Rome, J-L Coll, J-S Sun, E. L. Barbier,
M Dutreix, and C. Remy. 2012. Radiosensitizing Effect of Cholesterol-Coupled Dbait on Animal
Survival and Tumor Properties Determined with Multiparametric Mri. In zer congrés de la Société
Frangaise de Résonance Magnétique en Biologie et en Médecine. Marseille (France).

6) N. Coquery, R. Farion, D. Clarengon, S. Bauges, V. Josserand, C. Rome, J.-L. Coll, J.-S. Sun, E.L.
Barbier, M. Dutreix, C. Remy, Radiosensitizing effect of cholesterol-coupled dbait on animal
survival and tumor properties determined with multiparametric MR, in: zer congrés de la Société
Frangaise de Résonance Magnétique en Biologie et en Médecine, Marseille (France), 2012.

7) Kéramidas, M., F. De Fraipont, C. Lucas, M.J. Richard, J.L. Coll & C. Rome. 2011. Human
mesenchymal stem cells in tumor angiogenesis and growth. In Société Frangaise d'angiogenése.
Bordeaux (France).

8) Coquery, N., A. Karageorgis, C. Lucas, M.J. Richard, E. Barbier, M. Séve, F. De Fraipont, C. Rémy,
J.L. Coll & C. Rome. 2011. Human Mesenchymal Stem Cells for glioblastoma cell therapy. In 6émes
Jjournées Scientifiques du Cancéropdle Lyon Auvergne Rhéne-Alpes. Lyon (France).

9) Kéramidas, M., F. De Fraipont, C. Lucas, M.J. Richard, J.L. Coll & C. Rome. 2011. Influence of human

mesenchymal stem cells on adenocarnomas cancer cell proliferation in subcutaneous and lung

models. In 6th European Molecular Imaging Meeting. Leiden (The Netherland).

Martel-Frachet, V., Kéramidas, M., Skoufias, D., Rome, C., Boudemendjel, A. & Ronot, X. 2011.

Validation in vitro et in vivo d'un nouveau dérivé synthétique de flavonoide ciblant les tumeurs de

vessie. In 1ére Journée Scientifique du Médicament. Grenoble (France).

Moisan, A, Favre, |., Rome, C., Naegele, B., Barbier, E.L., Remy, C., de Fraipont, F., Richard, M-J,,

and Detante, O. 2011. Comment les cellules souches mésenchymateuses améliorent-elles la

microvasccularisation apres un accident vasculaire cérébral? In Société Frangaise de Bioingénieurie

Cellulaire et Tissulaire. Reims (France).

Karageorgis, A., N. Coquery, C. Lucas, M.J. Richard, J.L. Coll, E. Barbier, M. Séve, F. De Fraipont, C.

Rémy & C. Rome. 2010. The use of human mesenchymal stem cells as therapeutic tool in mice

glioblastoma model. In First European Mesenchymal Stem Cells Conference. Toulouse, France.

13) Debeissat, C., C. Rome, F. Couillaud, E.L. Kaijzel, C.W.G.M. Lowik & C.T.W. Moonen. 2009.
Osteoblastic differentiation of mesenchymal progenitor cells by heat-induced gene express ion. In
4th European molecualr Imaging Meeting, ESMI. Barcelona, Spain: ESMI.

14) Eker, O., B. Quesson, C. Rome, J. Arsaut, C. Deminiere, C.T.W. Moonen, N. Grenier & F. Couillaud.
2009. In vivo spatio-temporal control of gene express ion using a cellular vector in the rat kidney. In
4th European molecualr Imaging Meeting, ESMI. Barcelona, Spain: ESMI.

15) Keramidas, M., V. Josserand, J.J. Feige, S. Bailly, D. Boturyn, P. Dumy, C. Rome & J.L. Coll. 2009. In
vivo neo-angiogenesis visualization by 3D fluorescence imaging. In 4th European Molecular Imaging
Meeting. Barcelona, Spain.

16) Josserand, V., J.M. Dinten, |. Texier-Nogues, M. Keramidas, L. Sancey, C. Rome, D. Boturyn, P. Rizo,
P. Dumy & J.L. Coll. 2009. 3D optical imaging and fluorescent probes developm ent for opt ical
imaging : one st ep toward the bedside. In 4th European molecualr Imaging Meeting, ESMI.
Barcelona, Spain: ESMI.

10

~

11

~

12

~

Activités vulgarisation scientifique depuis 2012

2013-2015  Membre du comité d’organisation local et participation active a la « Féte de la Science »

Depuis 2012 Participation a la Formation « L'habilitation a l'expérimentation animale de niveau 1 »
organisée par le Dr Favier, Université Grenoble Alpes

2018 Expertise AVC-Thérapie pour le magazine « La Recherche »
2019 Conférence- Débat Grand Public sur L'AVC : RECHERCHE ET INNOVATION (France AVC
38)
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RESPONSABILITES SCIENTIFIQUES

Collaborations scientifiques depuis 2012

» CERMAYV, CNRS, Grenoble, France, Prof. Rachel Auzély
Co-encadrement d’étudiants en M2 Frangois Bulteau, Baptiste Quienne, Enrique

Quesada
Co-encadrement de doctorant Moustoifa Said
Co-encadrement d'une chercheure post-doctorale Vanina

> EFS, Grenoble, Unité de Thérapie et d’'Ingénierie Cellulaire, Anaick Moisan, PharmD, PhD
> ESRF, Grenoble, France, Raphaél Serduc, Francois Estéve, Audrey Bouchet

Participation a un réseau de recherche francais et européen depuis 2012

Mon activité de recherche axée autour de problématiques liées a I'utilisation des cellules
souches mésenchymateuses humaines adultes (hMSC) en thérapie post-AVC m’a permis de
pouvoir intégrer le réseau francais E-CellFrance  for  regenerative  medicine

(https://www.ecellfrance.com/) dont la mission est de permettre le développement des thérapies
cellulaires a base de hMSC.

Dans ce cadre, je travaille en étroite collaboration avec le Prof. Detante, chef du service
neurovasculaire de CHU de Grenoble et été impliquée dans un projet européen de thérapie
cellulaire qu'il portait (RESSTORE: REgenerative Stem cell therapy for Stroke
(http://www.resstore.eu/)).

Afin de potentialiser les thérapies que je développe, je collabore au sein de I'lDEX Glyco@Alps
(https://glycoalps.univ-grenoble-alpes.fr/) avec la Prof. Auzély (CERMAV).

Expertises

- Referee pour la revue Frontiers in Neuroscience

- Referee pour la revue Stem Cell Research

- Referee pour la revue European Radiology

- Expertise scientifique pour le CEFIPRA (Indo-French Centre for the Promotion of Advanced
Research) (http:/www.cefipra.org)

- Expert scientifique/reviewer pour I’ANR

RESPONSABILITES PEDAGOGIQUES ET ENSEIGNEMENTS

Responsabilités — Pédagogiques

- Depuis Septembre 2007:
Mise en place et responsable pédagogique de I'UE de Master 2 Recherche « Cancérologie
expérimentale et thérapeutique » au sein de 'UFR de biologie ; Université Grenoble Alpes

- Depuis Septembre 2010:
Mise en place et co-responsable pédagogique du module de L2 Enseignements coordonnés « Des

biotechnologies pour des pathologies infectieuses » au sein de 'UFR de Pharmacie, Ecole des
biotechnologies ; Université Grenoble Alpes

- Depuis Septembre 2011 :
Mise en place et responsable pédagogique du module de L3 Enseignements coordonnés

« Biotechnologies autour de la pathologie cancéreuse » au sein de I'UFR de Pharmacie, Ecole des
biotechnologies ; Université Grenoble Alpes
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- Depuis Septembre 2018:
Co-responsable pédagogique des travaux pratiques du module « Communication dans les cellules

normales et cancéreuses » de L3 Biologie ; Chimie-Biologie, UGA

Activités administratives et collectives

2020 - Membre du Comité de Sélection du poste de Maitre de Conférences 504, UGA

2009-2016 - Membre de la Commission Validation d'Acquis de I'Université Joseph Fourier,
représentante de la composante Biologie

2010 - Membre du Comité de Sélection du poste de Maitre de Conférences 1175, UJF

- Membre du Comité de Sélection du poste de Maitre de Conférences 761, UJF

- Membre du comité d’organisation du XXXIllieme Congreés de la Société de Biologie
Cellulaire de France : Imaging the cell ; Grenoble

2012-2016 - Membre du Groupe de Réflexion pour |'Animation, la Communication et
I'Enseignement de |'Institut de neurosciences de Grenoble

Depuis 2013 - Représentante des chercheurs au conseil de laboratoire Inserm U1216

Stages de formation

De maniére a compléter mes compétences, j'ai assisté a des formations proposées par l'université
Joseph Fourier.

e Formation « Pratique Vocale », 2007

e Formation « L'habilitation a l'expérimentation animale de niveau 1 », 2008

e Formation du Service Universitaire de Pédagogie « Découvrir l‘apprentissage par problémes »,
2010

e Atelier de formation Inserm : « Vecteurs lentiviraux : outils pour la recherche fondamentale et
thérapeutique », 2010

o Atelier de formation UGA « Anglais Présenter son cours en anglais », 2016
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Informations significatives sur le déroulement de la carriére et les conditions d’exercice :

Mobilités géographiques et thématiques

Années Diplome et | Thémes de recherche Laboratoires
fonctions
1999- These «Exemples de polymorphismes | Laboratoire de
2003 Université Bordeaux | d’ARNm dans le systeme nerveux | Neurobiologie
2 central des mammiféres : | Morphofonctionnelle,
conséquences  biologiques et | Unité Inserm 378
implications physiologiques »
2003- Post-doctorat « Controle de I'expression génique | Laboratoire  d'Imagerie
2006 Université Bordeaux | par les ultrasons focalisés contrélés | Moléculaire et
2 par IRM de température » Fonctionnelle: de |la
physiologie a la thérapie,
ERT CNRS rattachée a
I'UMR-5543
2006- Post-doctorat « Contréle de la différenciation des | Leids Universitair
2007 Université de Leiden, | cellules souches par hyperthermie | Medisch Centrum, Dept.
Pays Bas guidée par imageries » Radiology, Laboratoire
d’endocrinologie et
imagerie  moléculaire,
Université de Leiden,
Pays-Bas
2007- Enseignant- «Développement de nouveaux | Institut Albert Bonniot,
2012 Chercheur (MCU) | outils de thérapie cellulaire et | CRIU823
Université  Joseph | génique pour le traitement du
Fourier cancer basés sur le ciblage cellulaire
et/ou génique des tumeurs »
Depuis Enseignant- « Thérapie cellulaire des AVC | Institut des
2012 Chercheur (MCU) | utilisant les cellules souches | Neurosciences de
Université Grenoble- | mésenchymateuses et | Grenoble, Inserm U1216
Alpes biomatériaux en recherche
préclinique »

Situations particuliéres

Septembre 2012

2013-2014

Changement de laboratoire et de thématique

Congé pour Recherches ou Conversions Thématiques (un semestre de CRCT CNU

au titre de la campagne de mobilité 2013/2014 / un semestre de CRCT Université
Joseph Fourier au titre de la campagne de mobilité 2013/2014)

Octobre 2014- Mars 2015

Congé maternité

Juillet 2016- Novembre 2016 : Congé maternité
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Depuis le début de ma thése, j’ai publié¢ en moyenne plus d’un article par an, quelle que soit la position dans la

liste des auteurs, dans des revues internationales a comité de lecture (Figure 1). Fin 2020, la valeur de I’index « h » (h-

index) calculé via le site « Web of knowledge » (http://isiwebofknowledge.com/) est de 17 et le Index i10 de22.
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FIGURE 1: Bilan des publications dans des

revues internationales a comité de lecture par

60 année
50

40

30

pajo sall|

20

10

Biomacromolecules
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Methods in Molecular Biology
Frontiers of Physics

Revue Neurologique
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Cell Transplantation
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Stem Cells International
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The Journal of Cell Biology
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Biomaterials
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International Journal of Pharmaceutics
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d’impact*
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(2019)
5.859
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10.71

2.483
1.762
5.554
3.006
5.133
3.540
5.383
3.754
9.688
8.245
1.49
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3.730
3.212
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6.066
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13
13

23
21
20
49
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49
32
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38
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18
49

26
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Gras : articles en 1" auteur ; Rouge : article en dernier auteur ; * Facteur d’impact du journal pour I’année de publication
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CHAPITRE 1 : POLYMORPHISME DES ARNM ET PHYSIOLOGIE DU SYSTEME NERVEUX

CENTRAL

I. ETUDE DU POLYMORPHISME DES ARNM DANS LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL DU RAT

Pour ma thése, j’ai rejoint le Laboratoire de Neurobiologie Morphofonctionnelle, Unité
Inserm 378, dirigé par le Dr. D. Poulain. Sous la direction du Dr. F. Couillaud, j’ai étudié le
polymorphisme de I’ARNm de F3/Contactine, une molécule d’adhérence, et j’ai recherché un
role fonctionnel a ce polymorphisme en relation avec les processus physiologiques de plasticité
dans le systeme nerveux central du rat et, plus particulierement, dans le systeme hypothalamo-
neurohypophysaire (SHN). En effet, une plasticité morphofonctionnelle des neurones a ocytocine
et des cellules gliales des noyaux hypothalamiques supraoptiques (NSO) et paraventriculaires est
associée a une plasticité induite par des modifications morphologiques et fonctionnelles des
cellules nerveuses qui correspondent a des modifications biochimiques dont une variation

d’expression de la F3/Contactine.

La glycoprotéine F3/Contactine est une molécule d’adhérence cellulaire (CAM) GPI-link
de la superfamille de Immunoglobulines (lIg) impliquée dans de tres nombreuses interactions
moléculaires. Elle est fortement exprimée lors du développement du systéme nerveux ! et le reste
dans de nombreuses structures cérébrales a 1’état adulte 2. Cette molécule peut intervenir lors de
la poussée neuritique, la fasciculation axonique et 1’adhésion cellulaire a travers des intéractions
complexes avec des composants de la surface cellulaire et/ou des composants de la matrice
extracellulaire.

F3/Contactine est fortement exprimée dans le SHN, elle est présente a la surface des axones
et au niveau des terminaisons de neurones magnocellulaires. Dans ces neurones, elle est co-
localisée dans les granules de neurosécrétion avec les neuropeptides ocytocine et vasopressine °.
Lors de stimulations physiologiques telles que la déshydratation ou la lactation connues pour
induire la plasticit¢ dans le SHN, I’expression de F3/Contactine fluctue. ARNm et protéine
augmentent dans les noyaux supra-optiques lors de la stimulation alors que la quantité de protéine
diminue dans les terminaisons des neurones magnocellulaires au niveau de la neurohypophyse
(NH) 34, L’ensemble de ces résultats suggérait que F3/Contactine pourrait étre impliquée dans
les mécanismes de plasticité du SHN.

Au cours de ma thése, j’ai mis en évidence un polymorphisme important de régions non
codantes de I’ARNm de F3/Contactine. Ce polymorphisme concerne aussi bien la région 3’UTR
que la region 5°UTR.

Suite a un 3’RACE, j’ai décrit deux 3’UTR dans le SHN : une similaire a celle décrite chez

la souris et une autre correspondant a une forme plus courte. Les deux 3’UTR possédent chacune
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un site canonique de poly-adénylation. Plusieurs 5’RACE m’ont permis de montrer que I’ARNm
de F3/Contactine posséde différentes 5’UTR et ces résultats étaient, sur ce point, comparables a
ceux décrits chez la souris °. Ces différentes 5’UTR résultent de I’utilisation de promoteurs
alternatifs et de différents sites d’initiation de la transcription. La diversité est également générée
par des mécanismes d’épissage qui différent considérablement entre rat et souris. L’originalité
du modeéle rat réside dans le fait que les exons proximaux A ou C sont mutuellement exclusifs et
que les épissages impliquent les exons Addin-1 et Addin-2 qui ne sont jamais des exons
proximaux.

Autotal, chez le rat, j’ai cloné seize 5’UTR et deux 3’UTR mais le nombre de combinaisons
est théoriquement supérieur. Par ailleurs, je n’ai pas cloné chez le rat des exons décrits chez la

souris (exons O et B) ni le site d’épissage interne a I’exon C (Fig. 2) ©.

A Ad? C Ad1 22
d » d | -
o L | L
5UTR Codina Seauence
175 Kb 117 Kb
58 Kb

FIGURE 2 : Structure génomique du gene de F3/contactine de rat D’aprés (6).

On peut voir la représentation de I'organisation exon-intron du géne F3/contactine du rat. Chaque ligne verticale
représente un exon. Seuls sont nommeés les exons 5'UTR (exons A et C) et les exons additionels (Ad1 et Ad2), le
premier exon codant (exon 1), le milieu (exon 14) et le dernier exon codant (exon 23). Les tailles de la région
génomique 5'UTR et de la région génomique codante sont indiquées.

J’ai étudi¢ Iefficacité biologique des différents S’UTR en mesurant la transcription et la
traduction dans des lysats cellulaires et par transformation transitoire des lignées cellulaires. J’ai
¢galement recherché la présence d’élément fonctionnel de type IRES, par clonage dans un vecteur
bi-cistronique. De plus, j’ai ainsi mis en évidence une expression différentielle des différents
ARNmM en relation avec différents états physiologiques des rongeurs. En effet, les exons A et C
sont exprimés dans la NH des males adultes et des femelles gestantes et déshydratées, mais pas
dans la NH de femelles vierges ou seul ’exon A est exprimé.

Enfin, j’ai démontré I’expression de F3/Contactine dans des cellules gliales de la
neurohypophyse par une technique originale de RT-PCR multiplex sur cellule unique fraichement
isolée. En effet, lors des expériences de RT-PCR et de RACE qui m’ont permis d’obtenir les
résultats précédents, j’ai mis en évidence une expression de ’ARNm de F3/Contactine dans la

neurohypophyse de rat adulte. Or, jusqu’alors, I’ARNm de cette molécule n’avait pas été détecté
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dans cette structure par hybridation in situ. Par contre, la protéine avait été détectée sur les
membranes pituicytaires . Puisque F3/Contactine était décrite comme une molécule neuronale
et que son ARNm n’était pas détecté dans la NH, la protéine détectée était considérée comme une
forme soluble adressée a la NH par I’axone des neurones magnocellulaires, libérée et retenue sur
la membrane pituicytaire par interaction avec 1’un de ses ligands.

De facon a déterminer la localisation cellulaire de ’ARNm de F3/Contactine dans la NH,
j’ai entrepris de I’amplifier a partir de cellules isolées de la NH. Aprés avoir dissocié et « récolté »
les cellules, une série de RT-PCR est effectuée sur chacune d’elle afin de déterminer si elle
exprime ’ARNm de F3/Contactine ainsi que son type cellulaire (cellule gliale ou non). Pour
réduire au minimum le risque de modifications phénotypiques des cellules, le temps entre la
dissociation et la « récolte » était réduit a 20 mn au minimum et 1 heure au maximum. Cette
latence pourrait étre critique dans le cas de 1’expression de genes précoces mais ces 20 mn
apparaissent absolument nécessaires pour permettre aux cellules d’adhérer au fond de la boite.
Grace a I’adhésion des cellules, le milieu de culture peut étre remplacé, ce qui a permis d’éviter
I’amplification des ARNm en solution issus des cellules lysées. J’ai ainsi pu déterminer qu’une

partie, au moins, de ’ARNm de F3/Contactine exprimé dans la NH était d’origine pituicytaire

(Fig. 3).

1 Kb DNA Ladder
(Invitrogen) 1 2 3 4 1 Kb DNA Ladder B

' S (Invitrogen) !
: 0’ 0” 1’ 1” 2’ 2” 3, 3” 4’ 4”
1018 pb _%

isad

506 pp —p

396ph —p - e
344 pb

298 ph —»

Hl

FIGURE 3 : Recherche de ’expression des ARNm de GFAP et de F3/Contactine dans des cellules isolées de
neurohypophyse

A. Analyse sur gel d’agarose 2 % des échantillons issus de la premicre amplification (RT-PCR One-Step
Multiplex ; F3/Contactine (628 pb) et GFAP (530 pb) ; Couloirs 1, 2, 3 et 4 : Expression des ARNm de
GFAP et de F3/Contactine dans une cellule isolée & partir de NH de rate adulte témoin

B. Analyse sur gel d’agarose 2 % des échantillons précédents amplifiés par Nested-PCR ; Couloirs 0°, 1°,
2’, 3’ et 4’ : Expression de F3/Contactine, 0’ correspondant a la réamplification du milieu de prélévement
des cellules ; Couloirs 0°°, 1°°,2°, 3" et 4>’ : Expression de GFAP, 0°” correspondant a la réamplification
du milieu de prélevement des cellules

Publications
Rome, C., V. Roullot & F. Couillaud (2005) Polymorphism of the untranslated regions of the F3/contactin mRNA in
the rat nervous system. Brain Res Mol Brain Res, 139, 184-91
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II.  ETUDE DU POLYMORPHISME DES ARNM DANS LES TUMEURS CEREBRALES HUMAINES

Suite a ces résultats, j’ai pu étendre mon hypothése fonctionnelle du rdle du
polymorphisme des ARNm a un modéle physio-pathologique. J’ai alors choisi d’étudier
I’ARNm de la F3/Contactine dans les tumeurs cérébrales humaines ‘. En effet, la présence de la
Ténascine C et du Phosphacan (molécules partenaires de F3/Contactine) dans la matrice
cellulaire péritumorale des gliomes renforgait I’hypothése de la présence de F3/Contactine dans
les gliomes. Dans un premier temps, gréace a une collaboration avec le Pr. Hugues Loiseau (CHU
Hopital Pellegrin, Bordeaux) et Josette Arsaut (Inserm U-394) qui ont mis a ma disposition une
collection d’ARN totaux de tumeurs cérébrales humaines, j’ai démontré 1’expression de la
F3/Contactine dans les tumeurs cérébrales humaines par immunohistochimie, Western blot et
RT-PCR puis décrit un polymorphisme des régions 5’UTR de ’ARNm par RACE et RT-PCR
(Fig. 4). En outre, j’ai identifié¢ un élément repétitif de type Alu qui s’insére par épissage au sein
de la région 5’UTR.

)

A : & A B&)
" A
‘ W 4
R o g} 3
i e e *
Y - ]
3 . .
L] T - » FIGURE 4: Expression de la
; Contactine-1 dans les tumeurs
c D 1 Kb DNA humaines gliales

Ladder

(A et B) Double marquage permettant la
mise en évidence d’une co-localisation
de la Contactine-1 (bleu) et de GFAP
(rouge-brun) Echelle=25 pm. (C)
Détection par Western blot de la

170 KD —» s

130 KD— =

10KD—~§ Contactine-1 dans les gliomes (135 KD).
72k0 - (D) Mise en évidence par RT-PCR sur

des ARNm de gliome de 1’expression de
55 KD —» la Contactine-1

Une étude, par qPCR, m’a permis de démontrer une expression différentielle des 5’UTR
de cet ARNm entre les glioblastomes et les méningiomes. J’ai comparé 1’efficacité
transcriptionelle/traductionelle des différents 5S’UTR et mis en évidence plusieurs modalités de
traduction de I’ARNm de la Contactine humaine. Enfin, dans le modéle tumoral U87-MG, j’ai
mis en évidence un nouvel exon proximal spécifiquement humain dont 1’expression est

exclusivement tumorale. Pour caractériser ce promoteur tumoral, j’ai ét¢ amené a concevoir une
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technique originale de mise en évidence qui fait appel a des techniques d’imagerie de
bioluminescence in vivo. Cette étude m’a permis d’entrer dans le monde de 1’imagerie in vivo
pour visualiser les modifications moléculaires liées a une pathologie.

De plus, ces études en thése m’ont permis de mettre en place des collaborations avec le
Prof. Hugues Loiseau du CHU de Bordeaux que j’ai pu maintenir lors de mon post-doctorat. Cette
interaction m’a permise continuer a développer des projets fondamentaux liés a la physiologie
des tumeurs cérébrales, plus particulierement les gliomes, en parallele de projets a visee

thérapeutique anti-cancéreux.

Publications
Rome, C., H. Loiseau, J. Arsaut, V. Roullot & F. Couillaud (2006) Diversity of contactin mRNA in human brain
tumors. Mol Carcinog, 45, 774-85.

1. PHYSIOLOGIE DES CANCERS CEREBRAUX

Les gliomes malins constituent I'un des cancers les plus agressifs chez les humains avec
une médiane de survie entre 12 et 15 mois. La malignité de ces tumeurs est essentiellement
soutenue par une diffusion locale dans le parenchyme cérébral environnant. Ainsi, la diffusion
leptoméningée a lieu dans moins de 10 % des cas et des métastases systémiques sont tout a fait
exceptionnelles. Compte tenu de ces caractéristiques cliniques, nous pouvions supposer que les
systémes biologigques soutenant ce comportement invasif particulier étaient trés différents dans
les gliomes par rapport a d'autres cancers.

Parmi les nombreux systémes pouvant étre impliqués, les métallo-protéases de la matrice
(MMP) semblaient étre largement impliquées dans les propriétés invasives des cancers. Parmi
elles, la matrilysine (MMP-7), décrite comme étant d'origine épithéliale, était un candidat
potentiel intéressant dans le gliome malin. Elle avait été trouvée dans une grande variété de
tumeurs solides et son niveau d'expression avait été corrélé soit avec 1’agressivité tumorale ou
un mauvais pronostic dans le cancer de 1'eesophage, I'adénocarcinome du pancréas et le cancer
des cellules squameuses verruqueux et orale. La MMP-7 a été détectée dans les tumeurs

cérébrales mais avec une faible expression 8.
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FIGURE 5 : Expression de MMP-7 dans les glioblastomes humains

Double marquage révélant 1’expression des protéines MMP-7 (violet) et GFAP (rouge) dans des échantillons de

glioblastome humain (Echelle = 25 um). (B) Analyse par RT-PCR de I’expression des ARNm de de MMP-7 et
GFAP dans des échantillons de glioblastomes ou de tissu cérébral humain.
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Lors de l'analyse de I’expression de I’ARNm de MMP-7 dans différentes tumeurs primaires
cérébrales, nous avons trouvé des niveaux trés variables d'expression qui n’étaient pas liés au
caractere invasif des tumeurs. Grace a des biopsies successives obtenues des mémes patients
atteints de glioblastome, nous avons pu montrer que 1’expression de MMP-7 variait mais les
variations intra-individuelles étaient plus faibles que les différences interindividuelles (Fig. 6).
Dans un modele de xénogreffe de tumeurs humaines U87 chez des souris immunodéficientes

RAG2/gamma(c), nous avons pu montrer 1’origine strictement tumorale de MMP-7.

FIGURE 6: Niveau d’expression relatif
de PARNm de MMP-7 dans deux
biopsies successives d’un gliome chez le
méme patient

L’abscisse représente le délai en mois
entre deux biopsies.

MMP-7 mRNA relative expression

2 months

14 manths

16 months
17 months
17 months
30 manths

De plus, cette expression dépend de I’environnement tumoral puisque 1’expression trés

faible de la MMP-7 dans des U87 en culture est fortement stimulée lorsqu’elles forment des
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tumeurs et encore plus lorsqu’elles sont implantées en intracérébral. Ces données fournissent des

informations cohérentes sur la diaphonie survenant entre la tumeur et le stroma environnant pour
réguler lI'expression de MMP-7 (Fig. 7).
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FIGURE 7 : Quantification relative de I'ARNmM de MMP-7 dans les tumeurs U87-MG

Evaluation de la quantité relative de ’ARNm de MMP-7 dans des tumeurs induites U87-MG et retirées
simultanément des sites intracérébraux et sous-cutanés chez la méme souris RAG2/gammacC. Le niveau d'expression
de 'ARNmM MMP-7 a été déterminé par PCR en temps réel. Les niveaux d'expression de I'ARNm MMP-7 sont

exprimés par rapport a la teneur en ARNm GAPDH dans le méme échantillon. Chaque valeur représente la valeur
moyenne des duplicatas.

Publications

Rome, C., J. Arsaut, C. Taris, F. Couillaud & H. Loiseau (2007) MMP-7 (matrilysin) expression in human brain
tumors. Mol Carcinog, 46, 446-52.
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CHAPITRE 2 : THERAPIE CELLULAIRE ET GENIQUE DES CANCERS

l. L’UTILISATION DES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES COUPLEES AU CONTROLE DE
L’EXPRESSION GENIQUE PAR HYPERTHERMIE LOCALE, COMME VECTEURS DE THERAPIE
GENIQUE

Au cours de mes deux post-doctorats, j’ai développé deux projets axés sur la mise au point
d’outils a visée thérapeutique, qui associaient les performances des différentes modalités d’imagerie
a la puissance des outils de la biologie moléculaire, de la biologie cellulaire et du génie génétique.
Le premier post-doctorat, que j’ai effectué au « Laboratoire d’Imageric Moléculaire et
Fonctionnelle : de la physiologie a la thérapie », m’a permis d’acquérir des compétences en imagerie
(optique, IRM, FUS). Le second, au « Laboratory of endocrinology and molecular imaging », m’a
permis d’acquérir des compétences dans le domaine de la différentiation cellulaire des cellules

souches mésenchymateuses.

L’objectif de ces projets était de montrer la possibilité d’utiliser les cellules souches
mésenchymateuses comme vecteur d’adressage d’un géne thérapeutique dont on pourrait contréler

localement I’expression grace a des ultrasons focalisés contrdlés par IRM.

a) THERAPIE CELLULAIRE SOUS CONTROLE DE | ‘IMAGERIE MOLECULAIRE

Parmi les défis qui doivent étre relevés en thérapie cellulaire, un des plus important est le
controle spatial et temporal de 1’expression du transgéne thérapeutique dans le tissu cible. La
capacité des ultrasons focalisés a chauffer les tissus, méme a I’intérieur du corps, peut étre utilisée
pour contrdler I’expression transgénique, quand le geéne est placé sous controle d’un promoteur
thermo-sensible. Ce type de promoteurs est répandu dans la nature.

Par exemple, tous les mammiferes utilisent ces promoteurs aussi appelées des « Heat Shock
Proteins » (HSP) quand ils ont de la fievre afin de produire des protéines protectrices. L utilisation
des promoteurs de ces protéines afin de contrdler 1I’expression des genes thérapeutiques nécessite
un contréle rigoureux de la température dans la région d’intérét. Les promoteurs hsp, et plus
particulierement les promoteurs hsp70, ont été utilisés dans des stratégies de thérapie génique car,
outre leur activation par la température, ils sont aussi trés efficaces. La faisabilité de cette approche
a été démontrée in vitro et in vivo afin de permettre I’expression de géne-suicide par des cellules de
lignées de cancer implantées ou par 1’expression de genes rapporteurs dans une lignée de cellules
C6 %2, Dans ce projet, j’utilisais le promoteur hsp70B humain comme déclencheur de 1’expression
des geénes d’intérét et donc comme clef de la différenciation cellulaire potentielle contrélée par
hyperthermie.

Cependant, cette approche requiére un controle précis de la tempeérature in vivo. De ce point

de vue, I’IRM est utilisable pour rapidement créer une carte de température permettant ainsi un
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controle en « feedback » de la procédure du chauffage 24?° (Fig. 8). La surexpression locale d’un
géne marqueur dans des cellules modifiees de lignée cellulaire de gliome avait démontré que cette

technologie était utilisable 12161922,

FIGURE 8: Systtme in vivo de
chauffage non invasif par ultrasons
focalisés (FUS) contrdlés par IRM

| Faraday

cage
_g_ — == |— — - Filter Box f= —
> H ydraulic MRI
pump FUS reconstruction
generator hardware
3> and software
R eal-time MRI console

T° processing

on-line

TR image transfer

Pour ce travail, j’ai développé de nouveaux vecteurs rétroviraux et obtenu des lignées
cellulaires transformées stables qui exprimaient des rapporteurs fluorescents et bioluminescents
sous contréle du promoteur thermosensible humain hsp70B et étaient donc sensibles a
I’hyperthermie. Ces lignées permettent d’induire des tumeurs solides chez le rat qui sont ensuite
chauffées par FUS contrdlés par IRM. L’expression du rapporteur est suivie par imagerie optique
in vivo et in vitro 121%2223 Cette lignée a aussi permis de démontrer qu’un vecteur cellulaire pouvait
permettre d’obtenir in vivo I’expression génique locale et contr6lée d’un transgéne et cela guidé par

IRM dans un organe tel que le rein %,

Dans cette étude, nous avons pu démontrer qu’il était possible d’imager in vivo I’expression

d’un gene rapporteur dont I’activation a été contrélée dans le temps et I’espace grace a une stratégie

26



HDR - C. ROME

thérapeutique combinant la vectorisation cellulaire d’un transgeéne et son activation contrdlée par
un dépot local de chaleur. Nos résultats, in vivo et in vitro, suggéraient que 1’expression du transgéne
était dépendante des paramétres de chauffage, en accord avec la littérature 2-2°, De plus, les aires
du rein ou I’expression du transgéne a pu étre observée correspondaient exactement aux aires du

rein chauffées (Fig. 9).
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FIGURE 9 : Activation non-invasive par les FUS guides par IRM d’un géne rapporteur dans le rein.

(A) Evolution de la température au niveau du point focal dans le rein durant un chauffage de 2 min a 45°C. La
température mesurée (en noir) suit le profil de température prédéfini (en rouge). La déviation standard de la température
était d’environ 1°C. (B) Image d’IRM de température obtenue a la fin du plateau de la procédure de chauffage au niveau
d’une coupe du rein centrée sur le premier point focal des FUS (fléche noire sur (A)) (C) Image d’IRM de température
obtenue a la fin du plateau de la procédure de chauffage au niveau d’une coupe du rein centrée sur le second point focal
des FUS (43°C, 5 min). (D) Imagerie de bioluminescence (pseudo-couleurs) du méme rein, 6 heures apres les deux
procédures d’activation du promoteur hsp70B par chauffage par les FUS. Seuil et échelle de couleur indiqués en bas de
I’image (photons / s /mm?). Barre d’échelle de (B) et (C) = 10 mm.
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b) LA THERAPIE CELLULAIRE SOUS CONTROLE THERMIQUE ?

La connaissance de la biologie des cellules souches et leur vaste potentiel d’applications
cliniques est en émergence rapide dans les domaines de la thérapie génique et cellulaire. Les cellules
souches mésenchymateuses, de par leurs possibilités a se différencier en un grand nombre de lignées
cellulaires, ouvrent des perspectives thérapeutiques importantes, notamment dans le domaine de la

reconstitution tissulaire d’organes endommagés ou malades. Cependant, en thérapie génique

27



HDR - C. ROME

comme en thérapie cellulaire, un des défis a relevé est celui du contréle, spatial et temporel, de
I’expression du transgeéne. Le controle de I’expression transgénique grace a un promoteur
thermosensible (hsp70B) active par hyperthermie locale non invasive induite par ultrasons focalisés
et controlée par IRM apporte une perspective des plus prometteuses. La combinaison de toutes ces
approches permettrait d’espérer un contréle suffisant des parametres d’expression pour que la
thérapie cellulaire guidée par imagerie puisse étre une solution envisage en clinique avec un
maximum de sécurité pour les patients.

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM), considérées comme des cibles potentielles
pour la thérapie cellulaire et génétique contre un grand nombre de maladies, sont une population
cible prometteuse car capable de se différencier en multiples lignées (chondroblastes, ostéoblastes,
adipocytes, fibroblastes, cellules nerveuses, myoblastes) 33! et ont, in vitro, une grande capacité a
se multiplier. 1l y a de nombreuses évidences tendant & montrer que ces cellules pourraient étre
utilisées comme veéhicules en thérapie génique et cellulaire, notamment dans un but de
reconstitution tissulaire.

Le but ultime de ce travail était d’utiliser les CSM dans de nombreuses formes de thérapies
conduisant a la réparation ou la régénération de tissus ou organes endommagés ou malades. Cette
approche, et plus particulicrement [’'utilisation de CSM modifiées, est pleine de promesses,
notamment dans le traitement des maladies osseuses. Effectivement, la connaissance de certaines
chaines de différenciation cellulaire des CSM permet d’envisager des traitements liés a ce type de
maladie .

Dans ce but, j’ai rejoint le laboratoire d’endocrinologie et d’imagerie moléculaire, dirigé par
le Prof. Dr Clemens Lowik, qui porte un intérét important a ces mécanismes. Mon intérét s’est alors
plus particulierement porté vers les protéines BMP-7 (bone morphogenic protein 7) et RUNX-2 :
deux protéines essentielles dans la différenciation des CSM en ostéoblastes car elles sont capables,
in vivo, de déclencher la différenciation cellulaire des CSM en ostéoblastes 3.

BMP-7 est un membre de la super-famille des « Transforming Growth Factor-p » (TFG- B).
Cette protéine extracellulaire permet de déclencher la différenciation cellulaire des CSM en
ostéoblastes quand elle se fixe sur les récepteurs présents a la surface de ces cellules . RUNX-2
est un facteur de transcription essentiel pour la différenciation des ostéoblastes provenant des
précurseurs mésenchymateux et la formation osseuse 353, J’ai choisi de plus particuliérement
m’intéresser a 1’isoforme 11, spécifique du tissu osseux *.

Dans un premier temps, les potentialités de différenciation par induction des CSM devaient
étre étudiées. Dans ce but, une lignée bien caractérisee de précurseurs multipotents mésenchymateux

est utilisée: la lignée murine KS483, provenant de la croissance clonale d’une population de cellules
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normales de moelle osseuse en culture de souris. Il s’agit d’une lignée ostéoprogénitrice qui a gardé
des caractéristiques mésenchymateuses progénitrices. Maintenue dans les conditions appropriées de
culture, elle peut se différencier en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes. Cette lignée a été
génétiquement modifiée dans le laboratoire d’endocrinologie et d’imagerie moléculaire de Leiden
afin d’obtenir une lignée stable et caractérisée contenant un site unique de recombinaison FRT qui
permet de conserver les caractéristiques progénitrices de la lignée initiale. Ainsi, les lignées obtenues
dans un second temps, suite a une recombinaison homologue utilisant le systéme Flp/FRT, n’auront
comme différence que le géne intégré et pourront étre comparés . J’ai obtenu les vecteurs FRT
contenant les différentes cassettes d’expression hsp70B-luciférase, hsp70B-bmp7 et hsp70B-runx2
et j’ai modifié¢ la lignée receveuse avec chacun de ces vecteurs afin de créer des lignées qui de
maniére a permettre d’induire la différenciation cellulaire par hyperthermie. A I’issue des phases de
sélection, seule la lignée KS483- hsp70B-luciférase a été obtenue. Cette lignée m’a permis de

caractériser le profil d’induction du promoteur hsp70B dans cette lignée cellulaire (Fig. 10).
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FIGURE 10 : Caractérisation in vitro de la lignée cellulaire KS483 génétiqguement modifiées pour exprimer la
Luciférase sous controle du promoteur humain hsp70B.

(A) Optimisation in vitro des meilleures conditions de chauffage de la lignée KS483-hsp70B-Luc. (B) Cinétique
d’expression de la Luciférase aux conditions de chauffage optimum (44°C, 20 min) (C) Expression de la Luciférase
aprés plusieurs chocs thermiques : la multi-activation (chocs espacés de 12h) permet d’augmenter 1’expression du
transgene. (D) Visualisation in vivo par imagerie de bioluminescence des cellules KS483-hsp70B-Luc avant et apres
chauffage
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Il.  THERAPIE GENIQUE CIBLEE DES POUMONS PAR SLEEPING BEAUTY
Apres ces deux post-doctorats, j’ai été recrutée en tant que maitre de conférences au sein de
I’université Joseph Fourier en septembre 2007. Les projets de recherche que j’ai menés au sein de
I’équipe 5 de I’institut Albert Bonniot proposaient d’utiliser 1’imagerie optique pour concevoir de

nouvelles stratégies thérapeutiques anticancereuses basées sur la thérapie genique et cellulaire.

Dans un premier temps, j’ai participé activement a une étude permettant de définir I’intérét et
la possible utilisation d’un systéme de transposon (Sleeping Beauty (SB)) associé a un transfectant
utilisé in vivo (Polyethyleneimine (PEI), un polymére cationique qui interagit avec les charges
anioniques de I’ADN, le condense et permet son passage a travers la membrane cellulaire riche en
polyanions ) pour modifier les cellules épithéliales pulmonaires dans une but de thérapie génique.

La thérapie génique de réparation a pour objectif d’introduire un géne fonctionnel dans
suffisamment de cellules malades pour corriger au moins en partie un phénotype et améliorer la
qualité de vie du patient 341, Le transfert de génes au niveau des poumons est une approche
prometteuse pour le traitement des maladies pulmonaires aussi bien héréditaires qu’acquises. Les
systemes de transfert de genes, aussi bien viraux que non-viraux, ont besoin d’étre améliorés en
termes de sécurité et d’efficacité. Plusieurs vecteurs non viraux ont été développés pour le transfert
de génes. En général, les vecteurs synthétiques sont pensés pour contourner les inquiétudes posees
par les problémes d’immunogénicité et de siireté des vecteurs viraux et pour permettre une
administration répétée et donc une production & grande échelle 4>%°, Le systéme de transposon SB
a été développé comme le vecteur non-viral, principalement pour la thérapie génique. En effet, ce
vecteur combine les avantages des virus et 'ADN nu “°,

Si les approches non-virales semblent étre une alternative plus sure en thérapie génique, elles
ont longtemps été limitées par la faible efficacité d’une intégration a long terme du géne d’intérét
dans le génome cible. Cependant, de récentes études montrent que 1’utilisation de transposons 7, et
plus particulierement de Sleeping Beauty (SB), permet d’obtenir des expressions a long terme et a
un niveau suffisant du transgéne d’intérét pour observer des effets thérapeutiques bénéfiques 851,

Le systeme transposon SB a été obtenu a partir des « Tcl-like transposable elements » de
saumon. Le systeme SB est composé de deux éléments : un transposon contenant le géne d’intérét
flanqué de deux séquences répétées et une source de transposase “°°2°3, Ce systéme modifié est le
systéme de transposition le plus efficace a I’heure actuelle dans les cellules de mammiféres et il
permet I’intégration d’une ou deux copies du transposon dans les cellules exprimant la transposase.
Il a été montré que SB permettait I’intégration dans différents types de cellules en culture -8 mais

aussi in vivo 345 De plus, des études précliniques dans des modéles de souris ont révélé que le
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systéeme de transposition SB avait la capacité de traiter des maladies aussi bien monogéniques
qu’acquises %04,

A noter que le systéme SB est composé de deux plasmides que 1’on co-transfecte. Le premier
contient le géne d’intérét et son promoteur, flanqués de deux séquences inversées répétées qui sont
reconnues par la transposase. Seules les séquences d’ADN entourées des « pieds » du transposon
seront intégrées grace a la transposase. Le second plasmide, qui est co-transfecté en méme temps,
code pour la transposase mais ne possede pas d’¢léments permettant son intégration. La transposase
est donc exprimée transitoirement, le temps de permettre 1’insertion de la cassette portée par I’autre

plasmide dans le chromosome de la cellule co-transfectée (Fig. 11). Ceci permet de ne pas générer

de réponse immunitaire contre la transposase qui n’est pas une protéine eucaryote.

a
CMV HSB3 SB IR/DR SB IR/DR

Figure 11: Schéma du systétme de transposon
< D 4+ < l l D Sleeping Beauty.

a) Le systeme de Transposon Sleeping Beauty contient

CMV-HSB3 T3-MCS . .
g P deux plasmides: un permettant I’expression de la
b _ transposase (HSB3) de Sleeping Beauty (p)CMV-HSB3),
CMV luciferase lti-site d
pT3-uc h* >[ Y un autre vecteur (pT3-MCS) contenant un multi-site de
P clonage entouré par les deux éléments répétés des
ac.

pT3-lacZ h—q:()_—q transposons (inverse et direct: SB IRs/DRs). b) Le
GEP vecteur pT3-MCS peut étre modifié de maniére a porter

pT3-GFP h—:{)_—# différentes cassettes d’expression génique

Le probléme majeur quant a I’utilisation du systéme SB, commun a toutes les approches
thérapeutiques basées sur I’acheminement d’ADN au noyau de cellules cibles, est que I’ADN doit
passer les barrieres membranaires de la cellule et du noyau. Mais des méthodes et de nouveaux
vecteurs ont été développées pour permettre I’acheminement de I’ADN en études précliniques 7.
Le progres dans la thérapie génique du poumon exige donc clairement l'identification de systemes
de transfert de genes sdrs et plus efficaces.

Parmi les vecteurs non viraux actuels, les homopolymeres cationiques non-lipidiques ont été
rapportés pour promouvoir transfection de géne dans le poumon -2, Parmi eux, la polyéthyleimine
(PEI) est notamment utilisée pour complexer de I’ADN 37>, La PEI est un des vecteurs non viraux
les plus puissants pour cibler les poumons "67°. Ainsi, le polyplexe ADN SB/PEI est injecté dans
la veine caudale des souris. Ce systéme permet de délivrer directement et efficacement le transposon
au niveau des poumons laissant espérer un fort potentiel thérapeutique de ce systéme %8,

Il avait été montré qu’un ADN plasmidique intégrant le systéme SB-transposon induisait une

expression d’un transgéne a long terme dans les poumons de souris. Nous avons suivi I'expression
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d’un geéne rapporteur, la Luciférase, transfecté par du PEI/SB dans les poumons de souris et cela en

utilisant I’imagerie non invasive de bioluminescence (Fig. 12) &.
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FIGURE 12 : Mise en évidence par imagerie de bioluminescence de I’expression stable du géne de la luciferase
transfecté in vivo avec du PEI en présence du systéme de transposase Sleeping Beauty

Exemple du suivi de I’expression du transgéne chez deux souris: (a), les intensités quantitatives moyennes de
bioluminescence (qBI) mesurées a différents points temporels sont indiquées (b). Les barres d'erreur indiquent I'écart-

type.

a DAPI GFP BrdU merge

FIGURE 13 : Mise en évidence de la
prolifération de cellules marquées
gréce au complexe PEI/SP avec et sans
Iésion induite par la bléomycine.

Les poumons des souris transféctées avec
le complexe PEI/SP-GFP ont été prélevés
a différents temps post-transfection puis
analysés en immunofluorescence. Les
cellules ont été marquées avec du BrDU
(A) ou SP-C (b).

Les souris sont soit non traitées (Day 38)
soit traitées avec de la bléomycine par
instillation 10 jours apres la transfection
in vivo et euthanasiées a Day 24 (Bleo) ou
Day 38 (Bleo) aprés I’induction de la
Iésion. Magnification 1000x

Day38

Day24
(Bleo)

Day38
(Bleo)

Normal

Day24
(Bleo)
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Nous avons ainsi décrit une stabilisation de I'expression du transgene au niveau des poumons
dans une petite population de cellules progeénitrices alvéolaires. La technique fournit une plate-
forme prometteuse pour de futures recherches en biologie poumon distal et la thérapie régénératrice
des tissus (Fig. 13).
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CHAPITRE 3 : PROJETS ANNEXES ET COLLABORATIONS

1. CARACTERISATION PHARMACOLOGIQUE DES NEURONES DU GANGLION SPIRAL CHEZ LE
RAT

Au sein du Laboratoire de biologie cellulaire et moléculaire de 1’audition, EMI 99-27, sous
la direction du Dr D. Dulon, mon activité de recherche était axée autour des neurones bipolaires
du ganglion spiral cochléaire chez le rat et la caractérisation pharmacologique de la régulation de
ces neurones par un systeme efférent. Pour cela, des mesures de variations de calcium
intracellulaire par spectroflurométrie a Indo-I m’ont permis de montrer 1’existence de récepteurs
cholinergiques muscariniques fonctionnels dans les neurones fraichement isolés du ganglion
spiral cochléaire de rat et de les caractériser. De plus, grace a une étude parallele utilisant les
mémes outils, j’ai démontré, au niveau des neurones du ganglion spiral chez le rat, I’expression
et la fonctionnalité des trois types de récepteurs a la substance P : NKR1, NKR2 et NKRS3.
Publications
- Ito, K., C. Rome, Y. Bouleau & D. Dulon (2002) Substance P mobilizes intracellular calcium and activates a
nonselective cation conductance in rat spiral ganglion neurons. Eur J Neurosci, 16, 2095-102.

- Rome, C., D. Luo & D. Dulon (1999) Muscarinic receptor-mediated calcium signaling in spiral ganglion neurons
of the mammalian cochlea. Brain Res, 846, 196-203.

1. COLLABORATION DEVELOPPEE EN PARALLELE DE MES RECHERCHES PROPRES :
POLYMORPHISME DE L’ARNM DE PCNA CHEZ LE BLE

La réplication de I’ADN durant la division cellulaire est un phénomeéne complexe qui fait
intervenir de nombreux facteurs protéiques. Bien décrite chez les procaryotes et les mammiféres,
la réplication du géenome chez les plantes est assez peu étudiée. Lors de 1’étude du complexe de
réplication de I’ADN dans les cellules végétales, Magali Toueille et Michel Castroviejo se sont
intéressés a PCNA, une protéine du complexe réplicatif qui agit au niveau de la fourche de
réplication. Lors de cette étude, ils ont détecté la présence de deux protéines PCNA de taille
différente (31 KD et 37 KD). Cependant, étant donné la difficulté d’obtenir suffisamment de
PCNA purs, les deux protéines n’ont pas pu €tre comparées par spectrométrie de masse. Dans le
cadre d’une collaboration, nous avons décidé d’appréhender ce probléme par I’étude des ARNm
de PCNA.

A partir des alignements des séquences protéiques des PCNA du riz et du mais, nous avons
défini les domaines conservés de la protéine. A 1’aide d’amorces dégénérées situées au niveau
des domaines conservés, établies a partir des sequences nucléotidiques des PCNA de riz et de
mais, nous avons obtenu deux types de sondes homologues de PCNA de blé.

Nous avons ensuite entrepris une approche par 3’RACE afin de connaitre les régions 3’ des
ARNM de PCNA. A I’issue de cette 3’RACE, nous avons obtenu I’extrémité 3° des ARNm de
PCNAL et PCNAZ2. Les mutations mises en evidence entrainent six modifications ponctuelles de
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la sequence primaire de la protéine. PCNA2 présente également une délétion de 21 nucléotides
au niveau de la séquence codante (pos 284-305) par rapport a PCNAT1 qui est a I’origine d’une
délétion de 7 acides aminées dans la séquence protéique. Enfin, les régions 3’UTR sont
différentes. Le 3’UTR de PCNA2 contient, en plus de PCNA1, une séquence répétée de 185 nt
environ 30 nt aprés le codon stop et une séquence additionnelle d’environ 50 nt en amont du poly-
A. Ces deux ARN sont probablement issus de deux genes différents. Nous avons cloné
I’intégralité de la séquence codante et le 3°’UTR de PCNA1 et obtenu I’expression d’une protéine
étiquetée (6His-Tag) dans E. coli..

La délétion de sept acides aminés mise en évidence dans PCNA2 ne permet pas de
différencier PCNA1 et PCNA2 en Western Blot. PCNAL et PCNA2 co-migrent probablement au
sein de la bande de 31 KD. L’ARNm correspondant a la bande de 37 KD reste donc a identifier.

Publications
Toueille, M., Saint-Jean, B., Rome, C., Couillaud, F., Castroviejo, M. and Benedetto, J.-P. (2002). Two distinct
proliferating cell nuclear antigens are present in the wheat cell. Plant Physiol. Biochem. 40 (9), 743-748.

1. COLLABORATIONS DEVELOPPEES EN PARALLELE DE MES RECHERCHES PROPRES POST-
RECRUTEMENT

Enfin, grace a mes compétences en imagerie, en biologie moléculaire et en développement
de modeles animaux en cancérologie, j’ai pu mettre en place des collaborations aussi bien au sein
de I'institut Albert Bonniot que dans des équipes d’autres instituts (notamment 1’institut des
Neurosciences de Grenoble). Ces collaborations m’ont permis de travailler sur des sujets tels que
les lymphomes, les thérapies épigénétiques (Anouk Emadali, équipe dirigée par Dr Callanan), les
tumeurs cérébrales (Nicolas Coquery, équipe dirigée par Dr. Barbier ;) ou les Cerebral Cavernous
Malformation (Eva Faurobert, équipe dirigée par Dr Albiges-Rizo). De plus, en intégrant 1’équipe
d’Emmanuel Barbier, j’ai participé a des projets en lien avec les radio-thérapies anti-cancéreuses
en m’intégrant dans une collaboration entre 1’équipe et une équipe de I’ESRF (Raphael Serduc et
Audrey Bouchet, équipe dirigée par le Prof. Francgois Estéve). Ces collaborations, a la fois
intéressantes intellectuellement et personnellement, m’ont permis d’étre associée aux
publications découlant de ces travaux.

Publications

- Potez, M., A. Bouchet, M. Flaender, C. Rome, N. Collomb, M. Grotzer, M. Krisch, V. Djonov, J. Balosso, E. Brun,
J.A.Laissue & R.Serduc R (2020). Synchrotron X-ray boost delivered by Microbeam Radiation Therapy after
conventional X-ray therapy fractionated in time improves F98 glioma control. Int J Radiat Oncol Biol Phys. S0360-

3016(20)30222-4
- Piazza, 1., A. Cupane, E.L. Barbier, Rome C., N. Collomb, J. Ollivier, M.A. Gonzalez & F. Natali (2018).

Dynamical properties of water in living cells. Frontiers of Physics 13, 138301.
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- Bouchet, A., M. Potez, C. Rome, N. Coquery, B. Lemasson, E. Brauer-Krisch , C. Remy, J.A. Laissue, E.L.
Barbier, V. Djonov , and R. Serduc (2017). Permeability of brain tumor vessels induced by uniform or spatially
micro-fractionated synchrotron radiation therapies. International Journal of Radiation Oncology, Biology, Physics
- Frachet, V., M. Keramidas,A. Nurisso, S. DeBonis., C. Rome, A. Boumendjel, D. Skoufias & X. Ronot.(2015)
IPP51, a chalcone acting as a microtubule inhibitor with in vivo antitumor activity against bladder carcinoma.
Oncotarget Journal, 6, no 16, 14669-86.

- Emadali, A., S. Rousseaux, J. Bruder-Costa, C. Rome, S. Duley, S. Hamaidia, P. Betton, A. Debernardi, D. Leroux,
B. Bernay, S. Kieffer-Jaquinod, F. Combes, E. Ferri, C. E. McKenna, C. Petosa, C. Bruley, J. Garin, M. Ferro, R.
Gressin, M. B. Callanan & S. Khochbin (2013) Identification of a Novel Bet Bromodomain Inhibitor-Sensitive, Gene
Regulatory Circuit That Controls Rituximab Response and Tumour Growth in Aggressive Lymphoid Cancers.
EMBO Mol Med, 5, no. 8: 1180-95.

- Faurobert, E., C. Rome, J. Lisowska, S. Manet-Dupe, G. Boulday, M. Malbouyres, M. Balland, A. P. Bouin, M.
Keramidas, D. Bouvard, J. L. Coll, F. Ruggiero, E. Tournier-Lasserve & C. Albiges-Rizo (2013) Ccm1-Icap-1
Complex Controls Betal Integrin-Dependent Endothelial Contractility and Fibronectin Remodeling. J Cell Biol,
202, no. 3: 545-61.

- Bouchet, A., B. Lemasson, T. Christen, M. Potez, C. Rome, N. Coquery, C. Le Clec'h, A. Moisan, E. Brauer-
Krisch, G. Leduc, C. Remy, J. A. Laissue, E. L. Barbier, E. Brun & R. Serduc (2013) Synchrotron Microbeam
Radiation Therapy Induces Hypoxia in Intracerebral Gliosarcoma but Not in the Normal Brain. Radiother Oncol,
108, no. 1: 143-8.

- Coquery, N., N. Pannetier, R. Farion, A. Herbette, L. Azurmendi, D. Clarencon, S. Bauge, V. Josserand, C. Rome,
J.L. Coll, J.S. Sun, E.L. Barbier, M. Dutreix & C. Remy (2012) Distribution and radiosensitizing effect of
cholesterol-coupled Dbait molecule in rat model of glioblastoma. PLoS One, 7, e40567.

- Nascimento, F.D., L. Sancey, A. Pereira, C. Rome, V. Oliveira, E.B. Oliveira, H.B. Nader, T. Yamane, |. Kerkis,
I.L. Tersariol, J.L. Coll & M.A. Hayashi (2012) The natural cell-penetrating peptide crotamine targets tumor tissue
in vivo and triggers a lethal calcium-dependent pathway in cultured cells. Mol Pharm, 9, 211-21.
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CHAPITRE 4 : THERAPIE CELLULAIRE ET ANGIOGENESE : EFFET DES CELLULES

SOUCHES MESENCHYMATEUSES SUR LA CROISSANCE ET L'ANGIOGENESE TUMORALE

La connaissance de la biologie des cellules souches et leur vaste potentiel d’applications
cliniques est en émergence rapide dans les domaines de la thérapie génique et cellulaire (85).
De plus, parmi les différentes sources possibles de cellules, les CSM humaines dérivées de la
moelle osseuse offrent I’avantage de ne pas provenir d’une source modifiée ou de tumeur. Les
MSC adultes sont des cellules adhérentes, non hématopoiétiques qui résident dans le stroma de
la moelle osseuse et régulent la differenciation de cellules souches hématopoiétiques. Ces CSM
sont pluripotentes et peuvent se différencier en plusieurs types cellulaires mésodermiques
comme les ostéoblastes, les adipocytes, les chondrocytes, les myoblastes et les cellules
précurseurs endothéliales 382, Les CSM pouvant étre cultivées in vitro tout en gardant leurs
capacités de différenciation, elles ont été utilisées pour développer des thérapies pour la
régénération de tissus dans des modeéles animaux 84. Dans ce cadre, j’ai choisi de m’intéresser
plus particulierement au potentiel thérapeutique des cellules souches adultes.

Mon projet portait sur les propriétés des cellules souches mésenchymateuses et leur possible
utilisation pour mener a bien une thérapie ciblée des cancers. Dans ce cadre, comprendre les
multiples fonctions biologiques jouées par les cellules souches mésenchymateuses humaines
(CSMh) ainsi que leur développement en tant qu'agents thérapeutiques pour la médecine
régénérative ou dans le traitement du cancer était important puisque, en effet, il était établi que les
CSMh jouent un réle central dans la pathogenese et la progression des tumeurs, mais leur impact
sur la croissance tumorale reste controversé 5.

L’objectif de mon étude était d’évaluer I’activité thérapeutique intrinseque de ces CSM
et mettre en évidence leur capacité a modifier la vascularisation et la croissance tumorale.
L’angiogénése joue un rdle important dans le développement et le maintien des tumeurs. Les
cellules souches mésenchymateuses humaines que j’ai utilisées ont été isolées, caractérisées et
mises en culture dans 1’Unité Mixte de Thérapie Cellulaire et Tissulaire au CHU de Grenoble
(Dr MJ Richard). Dans un premier temps, pour évaluer le r6le potentiel des CSM sur
I’angiogénése, nous avons utilisé un modéle physiologique d'angiogenése in vivo basé sur un
systéeme d’éponge de cellulose (Cellomeda; Turku, Finland) implantée en sous-cutanée chez la
souris. Les CSM ont été injectées dans 1’éponge et la néo-angiogenése due a la présence des
CSM a été évaluée grace a I'imagerie 3D de fluorescence développée sur la plateforme
d’imagerie du petit animal de I’IAB (Fig. 14). Nous avons ainsi démontré les activités pro-

angiogéniques des CSMh. En effet, I'effet angiogénique in vivo des hMSCs est aussi fort que
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I'effet du FGF-2 de base. Ce résultat est cohérent avec les données publiées d'un autre modele

angiogénique, mais moins physiologique, d'implantation in vivo de Matrigel 8-28,
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FIGURE 14 : Les hCSM favorisent I’angiogenése in vivo (test dans un modéle d’éponge sous-cutanée).
Souris hude NMRI portant une éponge de cellulose sous-cutanée traitée par PBS (contrdle négatif) ou FGF-2 (200
ng; contrdle positif) ou CSMh (104 cellules) sous la peau dorsale. (A) Images de fluorescence tridimensionnelles
représentatives de souris apreés injection 1V de 50 pM de RAFT-c(-RGDfK-)4 marqué a I'Alexa700. (B) Box plot
de l'intensité de fluorescence, enregistrée en photons par pixel pour une région d'intérét (ROI) spécifiée. Les
données sont exprimées en tant que moyenne + SD (n = 3 a 6). (C) Les animaux ont été euthanasiés au jour 7 et
les éponges ont été photographiées. (D) La quantité d'hémoglobine (Hb) était plus élevée dans les groupes traités
par le FGF-2 et le CSMh que dans le groupe traité par le PBS. Les données sont exprimées en tant que moyenne
+ SD de deux expériences (12 souris dans chaque groupe ; **P <0,0007). hMSC, cellules souches
mésenchymateuses humaines; 1V, intraveineux; PBS, solution saline tamponnée au phosphate; SC, sous-cutané;
SD, écart-type.

Cependant, il est intéressant de noter que le traitement des tumeurs avec des CSMh n'a
pas été associé a une modification de I'imagerie de fluorescence 3D basée sur le RGD ou a une
augmentation de la quantité d'hémoglobine. En effet, j’ai, grace a I’imagerie optique, pu
démontrer que I’administration de CSMh injectées en périphérie de tumeur sous-cutanées ou
délivrées par injection intraveineuse systémique chez des souris porteuses de tumeurs sous-
cutanees ou de tumeurs pulmonaires était toujours associée a une diminution de la croissance
tumorale via une inhibition de la prolifération des cellules tumorales, probablement résultant
de modifications profondes du réseau vasculaire tumoral (Fig. 15).

En effet, ’étude des vaisseaux sanguins des tumeurs ayant recu des CSMh montre une

diminution de leur nombre et une augmentation de leur taille suggérant une normalisation de la
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vascularisation tumorale via une architecture vasculaire plus structurée. Le réle clé des CSMh
dans la régulation de la maturation et de la fonctionnalité des vaisseaux a déja été décrit 8%, 11
est bien connu que les tumeurs présentent un réseau vasculaire anormal, caractérisé par des
vaisseaux dilatés, tortueux, de forme irréguliere et hyperperméables, aboutissant finalement a

une mauvaise oxygénation de la tumeur °2.
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FIGURE 15 : Effet des CSMh (hMSC) sur la croissance tumorale.

A. Images représentatives de bioluminescence corps entier de souris Nude portant des tumeurs sous-cutanées TSA-
pGL3 avant le traitement par CSMh (jour 7) et traitées par CSMh (injection SC ou IV ; jour 14) ou PBS (contrdle) (n
=4-5 souris/groupe). B. Box plot représentatnt la croissance tumorale dans chaque groupe. Les résultats sont exprimés
en moyenne + SD. *P < 0.05. C. Les volumes des tumeurs des xénogreffes des souris ont été déterminés aux points
de temps indiqués. Les hMSC ont été injectées au jour 7. Les données sont exprimées en moyenne + SD. # indique P
=0,01 par le test t de Student (Contréle vs hMSC SC) ; $ indique P = 0,07 par le test t de Student (Contrdle vs hMSC
1V). D. Images représentatives de bioluminescence corps entier de souris Nude portant des tumeurs pulmonaires TSA-
pGL3 traitées par CSMh (injection IV) PBS (contréle) (n = 4 souris/groupe). E. Box plot des résultats d'imagerie par
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bioluminescence obtenus au 10e jour aprés l'inoculation des cellules tumorales. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SD. *P < 0.05. F. Photographies de tumeurs SC représentatives, colorées a I'nématoxyline et avec un
anticorps Ki67 au jour 14 et visualisées a un grossissement de 200x. G. Box plot représentant le nombre des cellules
tumorales proliférantes Ki67+. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD (n = 6-9 photos/tumeur ; 5 souris/groupe
; ***P < 0.0001).

Nous avons également observé une augmentation des cellules positives a I'aSMA dans les
tumeurs aprés l'injection de CSMh (Fig. 16). Or, il a été démontré que la maturation des péricytes
dans les tumeurs contribue & la normalisation vasculaire %2. En paralléle de ces données, des
preuves cliniques suggérent que la normalisation vasculaire se produit chez les patients humains
recevant des agents antiangiogéniques * et qu'il existe une synergie entre la thérapie anti-VEGF
et la chimiothérapie systémique %%.IlI sera intéressant de tester I'injection de hMSCs associée a
une chimiothérapie conventionnelle dans notre modele. Cette approche a été évaluée par Pessina
et al °® en utilisant des CSMs comme véhicule pour I'administration de Paclitaxel. Ces auteurs ont
observé une inhibition de la prolifération des cellules endothéliales in vitro et une diminution des

cellules tumorales B16 mais n'ont pas analysé la structure des vaisseaux sanguins de la tumeur.
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FIGURE 16 : Les cellules souches mésenchymateuses modifient la structure des vaisseaux tumoraux.

(A) Images de vaisseaux dans des tumeurs TSA-pGL3 dans des modéles de xénogreffes tumorales avec et sans
injection (SC ou 1V) de CSMh aprés coloration a I'hnématoxyline et avec un anticorps CD31 (Obj. 100x). Barre
d'échelle = 200 um. (B et C) Analyses quantitatives de la densité des vaisseaux (B) et de la longueur des vaisseaux
(C) Les résultats sont exprimés en moyenne = SD. (n = 5 souris ; six images/souris ; *P <0,05, **P = 0,0016, ***P
<0,0001). (D) Box drop représentant des cellules aSMA™* dans la tumeur. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SD (n = 2 a 9 photos/tumeur ; deux a cing souris/groupe ; ***P <0,0001). hMSC, cellule souche
mésenchymateuse humaine ; IV, intraveineux ; SC, sous-cutané ; SD, écart-type.

Publications
Keramidas, M., F. de Fraipont, A. Karageorgis, A. Moisan, V. Persoons, M. J. Richard, J. L. Coll & C. Rome
(2013) The Dual Effect of Mscs on Tumour Growth and Tumour Angiogenesis. Stem Cell Res Ther, 4, no. 2: 41.

40



CHAPITRE 5 : MECANISMES D'ACTION DE LA THERAPIE CELLULAIRE PAR CELLULES

SOUCHES MESENCHYMATEUSES APRES INFARCTUS CEREBRAL CHEZ LE RAT

I.  L’ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL

Ces dernieres décennies ont été marquées par une prise de conscience collective du défi
sociétal majeur que représentent les Accidents Vasculaires Cérébraux (AVC) et les maladies
neuro-degénératives (MND). En effet, elles touchent plus de 33 millions de personnes dans le
monde. Frappant principalement les personnes du milieu a leur fin de vie, leur incidence
augmente avec le vieillissement de la population. Ces pathologies sont caractérisées soit par
une perte neuronale au cours du temps (maladie d'Alzheimer) soit en réponse a une Iésion aigué
(AVC).

L’accident vasculaire cérébral ¥ est défini cliniquement comme un déficit neurologique
soudain fixe ou transitoire. On regroupe sous le terme AVC, 4 pathologies neurovasculaires
distinctes :

- les AVC ischémiques, les plus fréquents, peuvent étre transitoires (accidents
ischémiques transitoires) ou constitués (infarctus cérébraux) et représentent environ 80% des
cas. IIs sont la conséquence d’une occlusion d’une artére a destinée encéphalique. Dans le cas
des accidents ischémiques transitoires, le flux sanguin est rétabli dans les 30 minutes et ne
conduit a aucun déficit irréversible.

- les AVC hémorragiques ou hématomes intraparenchymateux représentent environ 15%
des cas et correspondent le plus souvent a une rupture d’une petite artere perforante au sein du
parenchyme encéphalique %8°,

- les héemorragies sous-arachnoidiennes (<5% des cas) correspondent majoritairement a
la rupture d’un anévrisme artériel intracranien au sein des méninges 1%,

- les thromboses veineuses cérébrales, plus rares (<1%), sont liées a 1’occlusion d’un
sinus veineux ou d’une veine drainant I’encéphale. Elles peuvent rester isolées ou
s’accompagner d’une 1ésion ischémique et/ou hémorragique.

La distinction entre ces différents types d’AVC repose sur I’imagerie cérébrale (imagerie par
résonance magnétique ou IRM ; tomodensitométrie ou TDM).

L’AVC est donc défini comme un déficit neurologique soudain particuliérement
dévastateur, deuxieme cause de mortalité mondiale et premiere cause de handicap de 1’adulte
(Fig. 8). L’AVC est une maladie fréquente et grave qui atteint 120 000 a 140 000 personnes en
France chaque année (16 millions dans le monde en 2005). Les AVC sont la principale cause

de handicap acquis de 1’adulte, la seconde cause de mortalité en France, et la troisiéme dans le
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monde, apres les pathologies cardiovasculaires et les cancers. Les AVC représentent egalement
la seconde cause de démence %%, Les taux annuels de mortalité par AVC varient entre 28 a 60
déces pour 100 000 habitants. Au niveau mondial, 10% des décés lui seront attribuable en
2030, faisant de ’AVC la premiére ou la seconde cause de mortalité 1027105,

L’age moyen de survenue d’un premier AVC est de 68,6 ans pour les hommes et 72,9
ans pour les femmes %, L’incidence des AVC augmente exponentiellement avec ’age, et de
ce fait, ’AVC est souvent considéré comme une maladie affectant principalement le sujet agé.
Or, 25% des patients ont moins de 65 ans et sont en age de travailler (38 000 patients sur les
140 000 par an en France). Les AVC touchent notamment prés de 7000 personnes de 24 a 44
ans par an en France, et sont a I’origine de 400 décés. Le handicap est 1i¢ aux déficits moteurs
(paralysies) ou sensitifs, aux troubles du langage (aphasie) mais aussi aux troubles cognitifs,
souvent sous-estimés. Environ 70% des patients survivants gardent des sequelles qui
interférent de fagon majeure avec leurs capacités fonctionnelles et cognitivesi®’12, En outre,

les AVC représentent une cause importante de dépression chez les malades et leur entourage.

DES SEQUELLES IMPORTANTES

DES CAS
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FIGURE 17 : L’ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL EN QUELQUES CHIFFRES
(Source : Site web Inserm : https://www.inserm.fr/information-en-sante/dossiers-information/accident-vasculaire-
cerebral-avc)

Les conséquences des AVC sont tres importantes en termes de mortalité et de handicap,
mais également de colt societal, estimé a plus 8 milliards d’euros par an en France alors que
la seule thérapeutique existante pour ce type d’AVC, la thrombolyse, ne peut étre administrée
qu’aux patients pris en charge dans les 4h30 suivant la survenue de ’AVC 3115 Ajnsi, seuls
2% des patients sont traités. De plus, ce traitement comporte un risque important d’hémorragie
cérébrale symptomatique dont le risque est i€ a la sévérité¢ de ’AVC, a I’age du patient, et aux
facteurs de risque surajoutés (hypertension artérielle, hyperglycémie ou diabete). Il existe donc
un réel besoin d’améliorer la compréhension des processus physiopathologiques de 1’infarctus

cérébral, ainsi que son diagnostic en urgence pour améliorer sa prise en charge précoce. De
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plus, a la phase chronique, la seule prise en charge qui peut étre proposée est la rééducation et
la prévention de la récidive de I’AVC. Un des objectifs de la recherche dans le cadre de ’AVC
ischémique est de trouver des thérapeutiques pour permettre la récupération des patients qui
garde des séquelles, soit malgré un traitement a la phase aigué, soit qui n’ont pas pu bénéficier
de traitement %7 e développement de nouveaux traitements, autre que la thrombolyse,
permettrait de réduire le handicap post-AVC et d'entrainer ainsi un bénéfice en termes de
qualité de vie du patient mais également de codt global de santé publique.

En dehors de la prise en charge dans une structure de soins spécialisée, le seul traitement
efficace est la thrombolyse qui doit étre administree dans les premiéres heures suivant un AVC
ischémique (ou infarctus cérébral). Favoriser la plasticité post-lésionnelle du cerveau
représente une alternative thérapeutique majeure. C’est dans ce contexte que la thérapie
cellulaire basée sur I'administration de cellules souches a émergé. Son action, fondée sur la «
réparation » du tissu cérébral 1ésé, a montré un bénéfice sur la récupération dans des modéles
d’ischémie cérébrale expérimentale. Cependant, de nombreuses questions restent en suspens

concernant les mécanismes d’action de ce type de traitement.

Il.  PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ISCHEMIE CEREBRALE

L'ischémie cérébrale fait suite a l'interruption du flux sanguin dans une artere cérébrale. Elle se
définit comme une diminution du débit sanguin cérébral en dessous du seuil d'autorégulation
physiologique conduisant & une anoxie cérébrale focalisée et donc & une rupture de I'équilibre
énergétique. Durant cette phase précoce, dites « phase aiglie », durant laquelle I’interruption du débit
sanguin entraine une diminution des apports d'O2 et de glucose au niveau du cerveau, le potentiel de
membrane ne peut étre maintenu. On observe donc une perte des gradients électrochimiques et une
dépolarisation des neurones. Suivent alors une redistribution des ions, une libération excessive de
neuromédiateurs et d'acides aminés excitateurs et la production de radicaux libres (cascade ischémique)
18 La dépolarisation membranaire qui résulte de ces événements induit la formation d’un cedéme, des
effets cytotoxiques et excitotoxiques (ou le stress oxydant). Ainsi, en I’espace de quelques minutes,
survient la mort neuronale au coeur de I’aire infarcie. Elle se définit par un effondrement du flux sanguin
cérébral (CBF), du volume sanguin cérébral (CBV) et du coefficient d’extraction de I’oxygene (OEF)
119

A la périphérie de de 1’aire infarcie se trouve la zone de pénombre. Dans cette zone de « silence
électrophysiologique », le tissu est insuffisamment perfusé pour préserver les gradients ioniques et donc
garantir le fonctionnement des neurones, mais suffisamment pour assurer de maniére temporaire leur
viabilité. Ce second compartiment est défini par un métabolisme de 1’oxygene relativement conservé
par rapport au flux sanguin abaissé. Le taux d’extraction sanguin de ’oxygéne y est élevé, traduisant

un phénomeéne de « misery perfusion ». Le devenir de cette zone est fonction de la recanalisation : en
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absence de reperfusion, la zone de pénombre évolue progressivement vers la nécrose irréversible suite
a des lésions neuronales secondaires induites par une cascade biochimique délétére conduisant a des
effets cytotoxiques et excitotoxiques (ou le stress oxydant) 12°, Cette progression est un phénomeéne
rapidement évolutif : chacun de ces processus physiopathologiques apparait a un moment défini dans
le phénomeéne ischémique, certains arrivant aprés quelques minutes, d’autres aprés quelques heures
voire jours 2, La gravité des lésions cérébrales déterminées par I'occlusion d'une artere cérébrale
dépend de la durée de l'occlusion et des possibilités de suppléance a partir des artéres cérébrales
adjacentes. Cependant, la reperfusion joue aussi un rdle important dans la distribution des dommages.
En effet, au moment de la reperfusion, une grande quantité d’oxygéne arrive au niveau du cerveau, ce
qui se traduit par la formation de radicaux libres (espéces activées de 1’oxygéne — ROS) et mene a un
stress oxydant supplémentaire.

Lors de la phase plus tardive de I'ischémie cérébrale, appelée "phase subaigte", ce sont
des mécanismes de remodelage neurovasculaire et de récupération qui vont avoir lieu. (Fig 18)
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FIGURE 18 : Mécanismes délétéres, protection endogéne et pistes thérapeutiques pour I’ischémie cérébrale.

BCL : protéine B-cell lymphoma; BDNF : facteur neurotrophique dérivé du cerveau; CMN : cellules
mononucléées; CSH: cellules souches hématopoiétiques; CSM: cellules souches/stromales
mésenchymateuses ; Dépol. : dépolarisation péri-infarctus ; EPO : érythropoiétine ; GCSF : granulocyte-colony
stimulating factor ; GIUR2 : sous-unité 2 du récepteur au glutamate ; HSP : heat-shock protein ; IL : interleukine ;
IP3 : inositol tri-phosphate ; IRS : inhibiteur de la recapture de la sérotonine ; IV : intraveineuse ; NOS : NO
synthase (n: neuronale (type 1), i: inductible (lI), e: endothéliale (I11)); PA: pression artérielle ; PE:
progéniteurs endothéliaux ; VEGF : vascular endothelial growth factor. (Figure issue de 1%2)
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I1l.  MECANISMES DE LA RECUPERATION SPONTANEE POST-AVC

Bien que la capacité de réparation de cerveau soit limitée, il est intéressant de noter qu’aprés une
ischémie, tant chez I'nomme que dans les modeles animaux d'AVC, il a été démontré qu'une
récupération partielle des fonctions se produit en I'absence de traitement. Une meilleure compréhension
de la récupération cliniqgue s'est accompagnée d'une meilleure compréhension de sa base
neurobiologique (Fig. 19)*?2. Des études sur des modéles animaux d'AVC ont fourni des informations
cellulaires et moléculaires sur les événements qui sous-tendent cette récupération. Les progres de la
neuro-imagerie fonctionnelle et des méthodes neurophysiologiques ont fourni des données paralléles

au niveau des systemes chez les patients humains. 12212,

Des études ont identifié de multiples mécanismes endogénes soutenant ce phénomeéne endogéne

de récupération, tels que l'angiogenése, la réorganisation corticale et la neurogenése (Fig. 19) %,

L'angiogenése est la formation de nouveaux microvaisseaux qui se ramifient a partir de
vaisseaux préexistants 2’ .Elle se produit dans la région péri-infarctus des patients victimes
d'un AVC 28 et I’on suppose qu’elle contribue & la plasticité du systéme nerveux central ainsi
qu’a la récupération fonctionnelle . Dans les modéles animaux d'AVC, une angiogenése accrue
est corrélée a une meilleure récupération, tandis que I'inhibition de I'angiogenése post-AVC est
corrélée a une récupération post-AVC réduite 129130, Cette angiogenése se produit dans les 4 a
7 jours suivant I'ischémie cérébrale en bordure du noyau ischémique. Parallelement, la pousse
axonale n'apparait normalement pas avant 14 jours apres I'ischémie, méme en périphérie de
I’ischémie **X. Enfin, le potentiel angiogénique peut étre limité par de multiples facteurs, dont
le vieillissement 32, Etant donné que l'accident vasculaire cérébral ischémique survient
généralement a un age avancé, il est indispensable de poursuivre les recherches sur les
thérapies, notamment a base de cellules souches, pour améliorer le remodelage vasculaire aprés

un accident vasculaire cérébral.

45



HDR - C. ROME

<\

<4 Phase after Stroke
fa = :
‘%’7{% BONF, VEGF, 1GF-p, f\
HF, EPO i TR
Astrocyte ‘oa M w Angiogenesis )

o5y A ¥ T~ \_repair_~
aF AT 74T —

¥ &

— ?('.T —

Oligodendrocyte [4 )
~__digestion _~

P

Neural precursor .
¢ e, [ VEGF, Notch =
~G = JEECE; BONF °"',[ excLiz, BoNF, |
e 2 (e P |
< N ] :

e VEGF, Netrin-1 ‘ o

<~ Neurogenesis/

» \ i W | A o N T y
Glial precursor / 1 2, < ik £t l"».,_r Gliogenesis .~
W (. Y ) e ﬁ —= ——
A \ ( TAR Migration/ S |
\ .1.&4-]_ ~. Differentiation/ ol 44{\%}\
o s
X B

Regeneration

Axon Transdifferentiation

Neurogenic niches Aol B Nogoa, Eph A4/a5,
: Ssvz- { H €596, PTEN, SOC-3
Lollsgen ! ] BONF, X2, GAP-43, _eah
——— TGE-B, UF. KUF7, CNTF

Proteoglycan b C myelination )
~gPd- Netrin-1, S, Sax17, Toaa =]
. Axind, ATP, cAMP
Fibronectin
g "
Synapses - —_
IGE1, TNFa, CXCL12, 02, P - T
_ Synaptogenesis )

[2\_‘:,7'1 WEGE, =NOS, DONF, FGF, AR,
e MARCKS, SPRR1

FIGURE 19: Mécanismes cellulaires et moléculaires de régénération apres un accident vasculaire cérébral
Durant les phases aigués et chroniques aprés un AVC, l'angiogenese, la neuro- et la gliogenése doivent étre
rétablies dans le cerveau. Les médiateurs cruciaux de I'angiogenése sont le BDNF, le VEGF, le TGF-B, le HIF et
I'EPO. L'excés d'ECM doit étre digéré par les MMP. Le VEGF et le BDNF participent également & la neurogenése
et a la gliogenése a partir de précurseurs neuronaux et gliaux dans les niches neurogéniques. La migration, la
différenciation et la (trans)différenciation des cellules sont déclenchées par CXCL12, Nestrin-1 et Neurod-1, en
plus du VEGF et du BDNF. Pour compléter le processus de régénération, des facteurs comme CK2, GAP-43,
LIF, KLF7, CNTF favorisent la repousse axonale. Netrin-1, SHH, Sox17, Axin2, ATP et cAMP sont impliqués
dans la myélinisation. Enfin, la synaptogénése est stimulée par IGF-1, TNF-a, CXCL12, CCL2, VEGF, eNOS,
BDNF, FGF, CAP, MARCKS, SPRRL1. Les mécanismes de controle visant a éviter une croissance axonale
aberrante susceptible d'inhiber la repousse comprennent NogoA, Eph A4/A5, CSPG, PTEN, SOC-3. (Figure issue
de la revue 26)

Une réorganisation corticale a été observée chez des patients humains suite a un AVC. Il
a, par exemple, été observé a l'aide de l'imagerie par résonance magnétique fonctionnelle
(IRMf) une augmentation de I'activité neuronale bilatérale au cours des premiers stades suivant
I'AVC, ainsi qu'une augmentation de l'activité dans I'némisphere contra-lésionnel, associée a
une récupération réduite aprés I'AVC 13313 parallélement, les modéles animaux nous ont
appris que la récupération fonctionnelle est fortement associée a la formation de nouvelles
connexions synaptiques. Les neurones principalement survivants dans les tissus péri-infarctus
présentent un élargissement de leurs arbres dendritiques ainsi qu'un bourgeonnement d'axones
afin de former de nouvelles connexions avec les zones cérébrales locales et distantes. Il est
important de noter que les axones des neurones des régions cérébrales controlatérales se
développent vers les tissus dénervés dans I'némispheére ipsi-lésionnel et controlatéral, ainsi que
dans le tronc cérébral et la moelle épiniére. De tels effets ont été particulierement observés

chez des animaux ayant subi des accidents vasculaires cérébraux importants 3¢, Cependant, il
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faut remarquer que certaines régions de I'némisphére contra-lésionnel peuvent former une
connectivité aberrante qui semble entraver la récupération fonctionnelle, par exemple, par des
projections transcallosales supprimant la représentation corticale du membre parétique en
raison d'une plasticité synaptique inadaptée 1*’. Par conséquent, un accident vasculaire cérébral
peut aussi induire différents modeles de germination axonale, entrainant a la fois des effets
réparateurs et préjudiciables.

Parallelement a I'angiogenese et a la réorganisation corticale, en 2006, la neurogenése
adulte a éte décrite pour la premiére fois et on a émis I'nypothese qu'elle était impliquée dans
la récupération spontanée post-AVC 1%, La neurogenése adulte est un processus qui aboutit a
la génération de nouveaux neurones a partir de cellules souches et progénitrices neurales
(CSPN) dans le cerveau des mammiféres adultes **°. Cette production de nouveaux neurones
a lieu dans des zones appelées niches neurogéniques. La zone sous-ventriculaire du ventricule
latéral latéral et la zone subgranulaire du gyrus denté sont les deux principales niches
neurogéniques qui contiennent des CSPN adultes qui proliférent, se divisent et se différencient
en neurones matures. Cependant, des études ont mis en évidence qu’une neurogenese adulte
dans d'autres zones cérébrales, le long du systeme ventriculaire, principalement dans des
conditions pathologiques *°. Ainsi, ce processus est augmenté dans le contexte de I'AVC avec
un pic de prolifération des CSPN dans la zone subventriculaire entre une et deux semaines
aprés la survenue d’un AVC 13014143 car Jles CSPN peuvent remplacer les neuroblastes
endommagés en réponse aux Iésions dues a 'AVC 14,

L'angiogenése et la neurogenése sont couplées dans 1’unité neuro-vasculaire en ce sens
que les cellules endothéliales participant a I'angiogenése fournissent des facteurs de croissance
qui régulent l'auto-renouvellement des CSPN et la neurogenése 144, La taille et la densité des
microvaisseaux changent aprés un AVC 1 et les neuroblastes de la zone subventriculaire
migrent & proximité des zones de remodelage vasculaire. En outre, les CSPN améliorent
I'angiogenese par le biais d'un soutien trophique tel que la stimulation paracrine du facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF) et peuvent influencer le flux sanguin capillaire dans
le systtme nerveux central ¢, Cela met en évidence une relation réciproque entre la
neurogenese et le remodelage vasculaire aprés un accident vasculaire cérébral.

Enfin, la réparation endogene du cerveau ne se limite pas aux niches neurogéniques. Des
études récentes ont montré que les cellules gliales entourant le cceur ischémique peuvent étre
réactivées. En effet, les péricytes, les précurseurs d'oligodendrocytes et les astrocytes sont tous

capables de se différencier en neurones aprés une Iésion cérébrale 14710,
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V. CONTEXTE DE LA THERAPIE CELLULAIRE PAR CELLULES SOUCHES DANS LE CADRE DU
TRAITEMENT DE L’AVC

La transplantation de cellules souches représente une nouvelle voie thérapeutique de
I'accident vasculaire cérébral, non seulement pour prévenir les dommages, au centre des
stratégies thérapeutiques conventionnelles, mais aussi pour réparer le cerveau lésé,
potentialiser la récupération spontanée cérébrale et offrir une réponse biologique plus

dynamique que les pharmacothérapies (Fig. 20).
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FIGURE 20 : Les enjeux de la recherche en thérapie de ’AVC : la place de la thérapie cellulaire

De nombreux types de cellules souches ont été évalués pour leur potentiel thérapeutique
dans le traitement de I'AVC ischémique, y compris les cellules embryonnaires (ESC), neurales
(NSC), pluripotentes induites (iPS) et les cellules souches mésenchymateuses (CSM) 116:151.152
(Fig. 21). En effet, les cellules souches peuvent étre obtenues a partir d'une variété de sources
cellulaires, y compris embryonnaires ou feetales, adultes ou culture cellulaire in vitro et ont
chacune leurs intéréts et inconvénients en thérapie cellulaire de I’AVC.

Les cellules souches embryonnaires ont une capacité d'auto-renouvellement illimitée et
sont des cellules pluripotentes. En 1998, ces cellules sont dérivées de la masse interne
d'embryons humains au stade blastocyste 1*3 et ont le potentiel de se différencier dans n'importe
quel type de cellule de I'organisme. Leur potentiel de différenciation en cellules neuronales a
été démontré in vitro 4%, es effets bénéfiques des ESC ont été mis en évidence in vivo dans
des modeles d’AVC chez le rat avec des améliorations efficaces en terme de taille de I'infarctus
et de la récupération comportementale '°. Cependant, la controverse éthique limite sévérement

l'application clinique des ESC 7.
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La découverte de cellules souches pluripotentes induites (iPS) a brisé un paradigme de
différenciation cellulaire et a remporté un prix Nobel 8, La capacité de transformer des
fibroblastes in vitro en cellules souches pluripotentes a l'aide de la reprogrammation cellulaire
a répondu a bon nombre des préoccupations de la thérapie ESC comme des questions éthiques
199,160 | es cellules iPS de fibroblastes humains adultes peuvent migrer vers le site de la Iésion
et améliorer la lésion cérébrale et la fonction sensori-motrice 1®. Une préoccupation avec I'iPS
est I'immunogenicité cellulaire et la formation de tératomes est signalée apres I'administration
d'iPS 162.163_

Des CSPN exogénes peuvent étre obtenues a partir de ESC, de cellules iPS, de CSM
dérivées de la moelle osseuse et de tissu adipeux, du systéme nerveux feetal et adulte %4, Ces
cellules peuvent proliférer in vitro lorsqu'elles sont stimulées par divers facteurs de croissance
et se différencier en neurones, astrocytes, oligodendrocytes %7167, Malgré ces résultats
encourageants, les thérapies de remplacement cellulaire utilisant des NSC ou des NPSC sont
également affectées par la perte cellulaire ou une mauvaise différenciation et nécessitent des

traitements immunosuppresseurs.
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FIGURE 21: Différentes sources de cellules utilisées en thérapie cellulaire de I’accident vasculaire cérébral
Les cellules souches et les cellules progeénitrices neurales ont été utilisées pour remplacer la mort des tissus
neuraux suite a une agression cérébrale. Les cellules souches adultes (cellules souches mésenchymateuses et
neurales) et embryonnaires (ESC) ont montré une excellente capacité de différenciation vers les phénotypes
neuraux (neurones, oligodendrocytes et astrocytes) in vitro et in vivo (Figure tirée de *68).
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Les cellules souches adultes ont été étudiées pour leur soutien paracrine et trophique dans
la recherche post-AVC 19170 | es CSM ont été mises en évidence en 1970, & partir de moelle
osseuse de cobaye 11, Les cellules souches mésenchymateuses humaines (CSMh) peuvent étre
obtenues a partir de divers tissus tels que la moelle osseuse 172, le tissu adipeux 1 et d'autres
tissus 4175, Leur intérét en tant que traitement pro-angiogénique vient du fait qu’elles sont
multipotentes et donc capables de s’auto-renouveler et de se différencier en une grande variété
de type cellulaire, notamment en cellules endothéliales, cellules gliales ou neurones!’6-18,
lorsque le microenvironnement y est favorable 82, De plus, les CSMh ont la capacité de migrer
vers les tissus lésés et notamment le cerveau, aprés ischémie 8%, Les cellules stromales /
souches isolées du tissu adipeux, de la moelle osseuse et du cordon ombilical sont largement
étudiées dans des études expérimentales et des essais de thérapie cellulaire 22151184 En effet,
les CSM sont intéressantes en vue d’applications cliniques car elles peuvent étre prélevées chez
un patient, autorisant une greffe autologue et permettant donc de s’affranchir des problémes
d’histocompatibilité classiquement observes dans un contexte de greffe allogénique. Mais, de
plus, les CSM sont dites peu immunogenes car elles expriment des molécules HLA de classe |
mais n’expriment des molécules HLA de classe II (MHC I, MHC II-, CD40~, CD80~, CD86")
182 permettant des allogreffes sans intervention d’immunosuppresseurs. Elles ont également
’avantage en plus d’étre non immunogénes de ne pas étre tumorigénes 8518 et de ne pas
soulever de questions éthiques liées a I’utilisation des cellules souches embryonnaires 7,

La justification expérimentale pour I'utilisation des CSM dans la thérapie des accidents
vasculaires cérébraux inclue un certain nombre de mécanismes d'action divergents tels que la
différenciation en types de cellules utiles a la réparation tissulaire, la modulation du systéme
immunitaire, la promotion de I'angiogenese et de la neurogenese ainsi que la sécrétion de
facteurs neuroprotecteurs et neurotrophiques (Fig. 22). Les effets des CSM sont, de plus, basés

sur leur capacité a cibler selectivement les régions de la lésion.

50



HDR - C. ROME

Neurotrophic Factors

» Secrete BDNF, PDGF-AA, bFGF, Ang2, CXCL-16, NAP-2, TGF-B, IGF-1, SDF1, & others
» Enhance survival and reduced apoptosis of neurons and support cells
» Enhance differentiation and expansion of endogenous neural progenitor cells

» Promote remodeling of neurons, glia, and vascular cells
Angiogenesis

» Activate astrocytes and reduce the glial scar
» Secrete VEGF, bFGF, IGF-1,

Cell Proliferation
NGF, & others

» Promote proliferation of
» Stimulate angiogenesis

neuronal stem cells and
oligodendrocyte > A

8 vt » Transdifferentiation into
endothelial cells

precursor cells
» MSC do not differentiate - -
» Support pericyte functions

\_ into functioning neurony

Immunomodulation

» Secrete TGF-B, HGF, nitric oxide, HLA-G, IDO, PGE, IL-6, & others

» Suppress many cellular inflammatory processes, e.g., via induction of
immunosuppressive regulatory T-cell phenotype, downregulation of TLR4, &
reduced proliferation of cytotoxic and helper T-cells

» Decrease leukocyte trafficking to area of infarct

» Reprogram macrophages

- _

FIGURE 22: Aperc¢u des mécanismes proposes pour les thérapies de I'accident vasculaire cérébral basées
sur les cellules stromales mésenchymateuses (CSM)

Parmi les mécanismes potentiels importants de médiation de I'action des CSM dans les accidents vasculaires
cérébraux figurent la sécrétion de facteurs neurotrophiques, la promotion de I'angiogenese et la modulation des
réponses immunitaires (Figure issue de la revue €8).

V. EFFET DES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES INJECTEES A LA PHASE
SUBAIGUE DE L'AVC SUR LA MICROVASCULARISATION CEREBRALE DANS LE MODELE
D'OCCLUSION TRANSITOIRE DE L’ARTERE CEREBRALE MOYENNE (OACM) CHEZ LE
RAT

Dans le cadre de I'essai clinique de phase Il qui se déroulait au CHU de Grenoble au sein
de I'unité neurovasculaire dirigée par le Prof. Detante Olivier, une injection systémique de
cellules souches mésenchymateuses autologues (production UMTC, EFS Rhone Alpes/CHU
de Grenoble) était réalisée chez des patients ayant présenté un infarctus récent dans le territoire
carotidien (datant de moins de 6 semaines au moment de la greffe), avec un déficit
neurologique persistant (ISIS'THERMES) 8. L’objectif était d’évaluer la faisabilité et la
tolérance de I’injection intraveineuse (IV) de CSMh autologues chez des patients. Dans ce
contexte, les travaux de recherche auxquels j’ai participé ont permis de montrer que 1’injection

de CSMh en IV permettait une récupération plus importante chez I’animal suite a un AVC.
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a) CARACTERISATION DES CHANGEMENTS MICRO-VASCULAIRES POST -

OCCLUSION/REPERFUSION

Pour cela, dans un premier temps, j’ai participé aux travaux de thése d’Anaick Moisan
dirigés par le Prof. Detante Olivier et la Dr Rémy Chantal dont le but était de développer et
d'optimiser de nouvelles thérapeutiques pour la prise en charge du handicap post-AVC. Leur
objectif premier était la caractérisation, sur le long terme (3 semaines post-ischémie cérébrale),
des changements de la micro-vascularisation au sein du modéle animal d'ischémie cérébrale
focale transitoire (OACM) utilisé au laboratoire. Pour cela, les évolutions micro-vasculaires
post-ischémie/reperfusion ont été suivi a l'aide d’un suivi multiparamétrique (IRM de la
microvascularisation développée au sein de 1’équipe d’Emmanuel Barbier, comportement,
immunohistochimie et RT-gPCR). Mon expertise en biologie moléculaire a permis de décrire
I’évolution de certains facteurs liés a I’angiogenése et a la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique (BHE).

L’analyse des résultats a montré que la phase aigile post-ischémie cérébrale (les deux
jours suivants 1’ischémie) implique les facteurs Ang-2, Tie-1, VEGFR-2 et eNOs responsables
de la perméabilité de la BHE et de la dégradation des fonctions sensori-motrices. Durant la
phase subaigtie (7iéme jour au 25iéme jour), I’expression des facteurs Ang-1, Ang-2, TGFf-1,
SDF-1 et CXCR-4 est modifiée. Cette modification du pattern d’expression de ces facteurs
combinée aux analyses des images obtenues en IRM multiparamétrique et en histologie

suggere la formation et la stabilisation de néo-vaisseaux fonctionnels (Fig. 23).
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FIGURE 23 : Caractérisation des modifications micro-vasculaires post-ischémie/reperfusion chez le rat
MCAo

a. Evolution du volume sanguin cérébral (CBV), de I’indice de taille des vaisseaux (VSI), de la densité vasculaire
et de la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique (rehaussement du signal) observés par IRM
multiparamétrique 3, 7, 16 et 25 jours aprés occlusion de I’artére cérébrale moyenne au niveau de la 1ésion
(MCAO0, n=8) comparés aux rats Sham (n=9). Moyenne + SD. b. Images IRM de chaque paramétre et issues d’un
rat représentatif. * p < 0.05, * * p <0.01 (Mann-Whitney).

Entre le 3iéme jour et le 7ieme jour, une phase de transition semble initier un switch
d'activité des facteurs Ang-2 et TGFp-1 (Fig. 24) . Etant donnée la dynamique
physiopathologique de I’ischémie cérébrale observée dans cette étude, les phases de transition
et subaiglie semblent étre les meilleures cibles de thérapies pro-angiogéniques permettant

d’améliorer la récupération post-AVC.
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FIGURE 24 : Suivi de I’expression cérébrale des ARNm de FGF-2, VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, Angl,
Ang2, Tiel, Tie2, eNOs, TGFp1, CXCR4 et SDF-1 suite a une occlusion de I’artére cérébrale moyenne chez
le rat

Evolution quantitative de I’expression des ARNm par RT-gPCR de FGF-2, VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, Angl,
Ang2, Tiel, Tie2, eNOs, TGFB1, CXCR4 et SDF-1 du jour 1 au jour 25 post-ischémie cérébrale chez des rats
MCAo0 comparés a des rats Sham. Moyenne + SEM.* p < 0.05 (Mann-Whitney).

b) EVALUATION DE L'EFFET DE L INJECTION DE CELLULES SOUCHES

MESENCHYMATEUSES SUR LES MODIFICATIONS MICRO-VASCULAIRES POST-

OCCLUSION/REPERFUSION

Suite a cette étude, j’ai participé a la poursuite de ces travaux Vviant a évaluer le bénéfice
fonctionnel et cognitif de I'administration de CSMh de moelle osseuse (source la plus utilisée

dans les essais cliniques), par voie IV a la phase subaigie de I'AVC (8 jours apres ischémie-
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reperfusion). L’objectif a alors été de caractériser des changements de la microvascularisation
du cerveau lésé au sein du modele 0ACM suite a I’injection de CSMh et, donc, leur éventuel
effet bénéfique. Pour cela, les évolutions micro-vasculaires post-ischémie/reperfusion ont éte
suivi durant plusieurs semaines a l'aide d’un suivi multiparamétrique (IRM multiparamétrique
de la vascularisation, suivi comportemental, immunohistochimie et RT-gPCR). Le suivi
comportemental longitudinal a montré des bénéfices somatosensoriels et cognitifs retardés (de
4 a 7 semaines apres l'injection de CSMh). L’¢étude longitudinale in vivo par IRM a montré une
augmentation de la densité vasculaire dans la zone ischémique deux et trois semaines apres

I'injection de CSMh comparée aux animaux n’ayant pas re¢u de CSMh (Fig. 25).
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FIGURE 25 : L’injection par voie intraveineuse de cellules souches mésenchymateuses humaines (hMSC)
induit une augmentation de ’angiogenése post-ischémique
Evolution du volume sanguin cérébral (CBV), de I’indice de taille des vaisseaux (VSI), de la densité vasculaire

et de la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique (rehaussement du signal) dans les groupes MCA0-PBS
MRI group (n=8), MCA0-hMSC MRI (n=9) comparés au groupe Sham MRI rats (n=9). Moyenne+SD ; MCAo
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MRI groupes vs Sham MRI groupe : t-test or Mann-Whitney, *P<0.05 (t-test) MCAo0-PBS MRI vs MCAo-hMSC
MRI: ##p<0.01 (t-test)

L'histologie, I’immunohistologie et la RT-gPCR ont mis en évidence une surexpression
de facteurs angiogéniques (Ang-2, Ang-1, SDF-1 et TGFp-1) chez des rats 0oACM traités par
les CMSh par rapport aux rats 0ACM traités par PBS (Fig. 26). L'injection IV des CSMh, huit
jours apres ischémie (phase de transition), apporte des avantages fonctionnels et augmente
I'angiogenese cérébrale dans la lésion de AVC, via une libération de facteurs angiogéniques
endogenes améliorant la stabilisation des néo-vaisseaux ce qui pourrait étre un moyen

d'améliorer la récupération fonctionnelle aprés un AVC 9,

x
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FIGURE 26 : Effet de I’injection des cellules mésenchymateuses en IV sur I’expression des ARNm de
facteurs pro-angiogéniques durant 25 jours post-ischémie/reperfusion

Evolution de I’expression des ARNm par RT-qPCR de Ang2, Angl, Tiel, Tie2, VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2,
TGFBI1, eNOs, SDF-1 et CXCR4 du jour 1 au jour 25 post-ischémie cérébrale chez des rats MCAo. Moyenne +
SEM de trois expériences différentes en duplicat pour chaque point de chaque condition MCAo0-PBS et MCAo-
hMSC vs Sham: Mann-Whitney ; *p<0.05. MCA0-PBS vs MCAo0-hMSC: Mann-Whitney ; #p=0.077.

Publications
- Detante, O., C. Rome & J. Papassin (2017). How to use stem cells for repair in stroke patients. Revue

neurologique. 173(9):572-576
- Moisan, A. and Favre, |., C. Rome, F. de Fraipont, E. Grillon, N. Coquery, H. Mathieu, V. Mayan, B. Naegele,
M. Hommel, MJ. Richard, E.L. Barbier, C. Rémy & O. Detante. (2016) Intravenous injection of clinical grade

56



HDR - C. ROME

human mesenchymal stem cells after experimental stroke: functional benefit and microvascular effects. Cell
Transplantation, no.25(12):2157-2171

- Moisan, A. and Favre, I., C. Rome, E. Grillon, B. Naegele, M. Barbieux, F. de Fraipont, MJ. Richard, E.L.
Barbier, C. Rémy & O. Detante (2014) Microvascular plasticity after experimental stroke: a molecular and MRI
study. Cerebrovasc Dis, n0.38(5):344-53

57



PROJET SCIENTIFIQUE




POTENTIALISATION DES THERAPIES CELLULAIRES DES ACCIDENTS VASCULAIRES
CEREBRAUX UTILISANT DES CELLULES SOUCHES/PROGENITRICES ET DES

BIOMATERIAUX EN RECHERCHE PRE-CLINIQUE

I.  CONTEXTE

La transplantation de cellules souches représente donc une voie thérapeutique de I’AVC,
non seulement pour prévenir les dommages, au centre des stratégies thérapeutiques
conventionnelles, mais aussi pour réparer le cerveau Iésé et offrir une réponse biologique plus
dynamique que les pharmacothérapies. C’est dans ce contexte que les travaux de recherche
auxquels j’ai participé ont permis de montrer que 1’injection de CSMh en IV permettait une
récupération plus importante suite a un AVC. Cependant, le Prof. Detante avait montré que la
majorité des CSMh injectées par voie IV sont transitoirement bloquées dans les.poumons et
que seulement une cellule sur 10 000 sont retrouvées au niveau de la Iésion ischémique 24h
aprés injection (Fig. 27) %. Afin d’optimiser la thérapie cellulaire, il faudrait pouvoir
augmenter le nombre des cellules actives au niveau de la lésion. Or, il existe plusieurs voies de
délivrance des CSM possible 1741% : I’injection intracérébrale, intra-artérielle, intraveineuse ou
intranasale. La délivrance intracérébrale serait associée a une meilleure efficacité car une action
directe des cellules peut avoir lieu. L’injection des CSMh au sein de la 1ésion cérébrale a, par
ailleurs, déja été évaluée dans le modéle d’ischémie cérébrale chez le rat (0ACM) au sein du
laboratoire. Cette étude a montré que les CSMh modifiaient la microvascularisation cérébrale
lorsqu’elles étaient administrées localement au niveau de la 1€sion ischémique et que cet effet
microvasculaire était quantifiable, dés un jour aprés administration, par IRM au cours d’un
suivi in vivo chez le rat %, Par ailleurs, des études cliniques ont montré la faisabilité de cette
approche dans le cadre de ’AVC %1%, En effet, la lésion cérébrale peut accepter une greffe a
volume éleve sans Iésion tissulaire et se trouve directement a c6té de la zone du cerveau la plus
en plastique apres les accidents vasculaires cérébraux. Cependant, dans la lésion ischémigue,
la mort cellulaire étendue et la réponse inflammatoire dramatique en font un environnement
plus hostile pour les transplantations cellulaires ayant pour résultat une perte grave de cellules
grefféest®’.
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FIGURE 27 : Biodistribution
des CMSh marquées au
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Trois millions de CSMh ont été
injectées 8 jours post-ischémie
(tMCAO0). On put voir que 2h
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retrouvent au niveau de la lésion
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Il.  OBJECTIF

La transplantation de cellules souches représente une voie thérapeutique de I’AVC, non
seulement pour prévenir les dommages, au centre des stratégies thérapeutiques
conventionnelles, mais aussi pour réparer le cerveau Iésé et offrir une réponse biologique plus
dynamique que les pharmacothérapies. Dans ce contexte, les travaux de recherche auxquels
j’ai participé ont permis de montrer que 1’injection de CSMh en IV permettait une récupération
plus importante suite a un AVC. Cependant, de multiples facteurs influencent I'efficacité de la
transplantation cellulaire et résultats du traitement dont I’inefficacité de 1’administration
aboutissant & un faible taux de greffe. Pour potentialiser cette thérapie, il faudrait injecter les
CSMh au sein de la lésion cérébrale. En effet, elle peut accepter une greffe a volume éleveé sans
Iésions tissulaires, et se trouve directement a coté de la zone du cerveau la plus en plastique
aprés AVC. Cependant, comme le disait Dimmeler et al. 18 : « Frequently, the mode of action
of stem cell products remains obscured because the cells are inefficiently integrated into the
tissue and so disappear rapidly, although clinical trials have shown some evidence for their
therapeutic benefit ». En effet, dans la Iésion ischémique, le probléeme majeur en matiére de
transplantation de cellules souches est la perte substantielle de cellules transplantées, qui peut
représenter jusqu'a 80-99% du nombre total de cellules greffées 1°°. Cela peut conduire a de
faibles taux de survie des cellules et & des résultats médiocres en matiére de croissance, de
localisation, de différenciation et d'effets paracrines 4. Pour surmonter ces obstacles, nous
avons pensé a protéger les cellules avec des biomatériaux et, plus précisément, des hydrogels,
afin améliorer la thérapie par cellules souches et promouvoir son application clinique 200201,
Méme s’il reste nécessaire d'optimiser ces biomatériaux pour la viabilite, la différenciation et
la prolifération des cellules souches, une méta-analyse récente a révélé que les interventions
basées sur les biomatériaux ont permis de réduire le volume des lésions et d'améliorer les

résultats neurologiques dans des modéles de rongeurs victimes d'un AVC 2°2 et que des hydrogels
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injectables composés d'acide hyaluronane et de méthylcellulose permettent d’améliorer la survie et
I'intégration des cellules souches aprés transplantation dans des modéles murins d'accident vasculaire

cérébral 2%,

¢) LES HYDROGELS ET LA THERAPIE CELLULAIRE

Les recherches actuelles se concentrent donc sur le développement d'hydrogels
injectables protégeant les cellules pendant l'administration et stimulant la régénération
endogeéne 2%, Le bénéfice apporté par les hydrogels est lié a leurs similitudes mécaniques et
compositionnelles avec les tissus vivants. ). En effet, ils agissent comme des échafaudages 3D
qui améliorent la survie et la différenciation des cellules souches, tant in vivo qu'in vitro 2%,
Composes de réseaux polymeres, ils sont ainsi capables d'absorber et de retenir une grande
quantité d'eau, ils sont modulables, injectables et ont été utilisés au fil des ans pour l'ingeénierie
tissulaire et diverses applications d'administration de médicaments %628, De plus, les
hydrogels peuvent imiter les propriétés chimiques, physiques et mécaniques de la MEC pour
favoriser I'adhésion, la prolifération et la différenciation des cellules 2%,

L'acide hyaluronique (HA), constituant essentiel de la matrice extracellulaire et abondant
dans le cerveau (notamment dans I'environnement endogene des cellules progénitrices neurales
210) est un biopolymére de choix pour la conception d’hydrogels destinés a améliorer
I’efficacité de cette thérapie 21212, En effet, les hydrogels a base d'HA ont été utilisés in vitro

et in vivo pour favoriser la survie, la prolifération et la différenciation des cellules 23214,

I.  POTENTIALISATION DE LA SURVIE CELLULAIRE DANS LA CAVITE ISCHEMIQUE

Dans un premier temps, avec une étudiante en thése (L. Boisserand) que j’encadrais a
50% avec le Prof Detante, nous avons pu mettre en évidence que les cellules injectées dans la
cavité ischémique survivaient plus lorsqu’elles étaient protégées par un hydrogel de HA. Dans
cette étude, nous avons évalué I’intérét de I’utilisation d’un hydrogel synthétique a base de HA
(HyStem™-HP, Sigma), combiné a des CSM humaines de grade clinique injectées 7 jours
apres l'induction d'un accident ischémique cérébral chez le rat. Nous avons évalué les effets de
cette combinaison hydrogel+CSMh sur la survie des cellules, le remodelage du cerveau et la
récupération fonctionnelle (article en cours de rédaction).

Des CSMh ont été détectées, au jour O pour étre sir de la procédure d'administration
intracérébrale (n=2 rats par groupe traité) et deux semaines apres l'administration pour évaluer
leur survie (n=4 par groupe traité). Enfin, nous avons détecté le noyau humain des CSMh au

jour 29 (trois semaines apreés I'administration) chez 66% des rats du groupe HA-hydrogel+CSM
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contre 20% dans le groupe CSM (Fig. 28). L'augmentation de la survie cellulaire médiée par
la co-administration avec des biomatériaux est largement rapportée 23216, Zhong et al. par
exemple, a démontré une augmentation de la survie en SC neurale en utilisant I'hydrogel
HyStem-HP in vitro, les cellules cultivées dans I'nydrogel ont présenté une augmentation du
taux de survie dans des conditions de privation de facteurs trophiques et de soutien nutritionnel
(pour imiter les conditions ischémiques) par rapport au groupe de controle. Nos résultats
confirment la protection des cellules souches médiée par I'hydrogel HA dans des conditions
ischémiques.

Les réponses bénéfiques promues par les CSM sont principalement médiées par des
actions paracrines 2'7. Les CSM sécrétent des facteurs trophiques qui stimulent la protection
du cerveau lorsqu'ils sont administrés en phase aigué, par exemple en modulant la réponse
inflammatoire a I'ischémie 228, Les facteurs trophiques améliorent également les mécanismes
impliqués dans la réparation du cerveau, tels que la neurogenése 2° et I'angiogenése 2%°, Dans

la présente étude, I'nydrogel HA a effectivement augmenté la survie des CSMh.

HA+hMSC

hMSC

FIGURE 28 : Détection des cellules souches mésenchymateuseshumaines implantées avec ou sans hydrogel
dans la cavité ischémique de rats

Les cellules souches mésenchymateuseshumaines ont été détectées dans les deux groupes de rats implantés avec
des CMSh associées a un hydrogel (HA-hMSC) et avec des cellules seules (hMSC) en utilisant un marqueur de
cellules a noyau humain (HuNu). Images représentatives de cellules humaines marquées par l'anticorps HuNu
péri-nucléaire (en vert) bien co-localisées avec le marqueur d'ADN nucléaire 4',6-diamidino-2-phénylindole
(DAPI) en bleu dans le groupe HA-hMSC : DAPI a, HuNu a’, merge a'* et hMSC : DAPI b, HuNu b* et merge
b' 21 jours apres I'administration (au jour 29).
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Il.  LESGELSD’ACIDE HYALURONIQUE AUTO-REPARANTS

Face a ces résultats prometteurs, nous nous sommes intéressés aux différentes propriétés
offertes par les différents types de polyméres naturels développés. Les hydrogels existent dans
un nombre étourdissant de variétés et sont fondamentalement une classe de matériaux flexibles
faits de polymeres réticulés et d'eau. Parmi eux, on retrouve I’acide hyaluronique (HA).

Les hydrogels auto-réparants reposent sur un principe commun impliquant une phase dite
« mobile », qui permet la fermeture des fissures par une combinaison de transfert de masse et
de reconnexion des liens brisés au sein de la matrice de I'hydrogel. La reconnexion au sein de
cette matrice est généralement médiée par des liaisons non covalentes ou covalentes (Fig. 29).
Les interactions non covalentes sont basées sur des liaisons sacrificielles faibles telles que les
liaisons ioniques, I'hydrogene ou hydrophobes, tandis que les liaisons chimiques sont basées
sur des liaisons covalentes dynamiques et des liaisons de coordination métalliques. La
combinaison des liaisons covalentes et non covalentes mentionnées ci-dessus a également été
utilisée récemment pour générer des hydrogels a double réseau mécaniquement résistants et

élastiques avec des propriétés d'autoréparation rapide 2.

FIGURE 29 : Les différentes intéractions chimiques et non covalentes a I’origine des hydrogels auto-
réparants 22
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L’HA est un polysaccharide omniprésent dans le corps et déja largement utilisé en
médecine d’ou I’intérét grandissant qu’il suscite en recherche fondamentale pour élaborer des
hydrogels. En tant que constituant principal de la matrice extracellulaire (MEC), ce
polysaccharide joue des roles structuraux et biologiques majeurs. Cependant, pour tirer
vraiment profit de ses propriétés uniques, il est important de comprendre comment des
hydrogels dérivés de ce polysaccharide peuvent imiter au mieux les tissus vivants — non
seulement en mati¢re de propriétés statiques, mais aussi, lorsqu’ils ont un comportement
dynamique. En effet, seuls quelques hydrogels a base de HA ont été administrés par voie
intracérébrale (1C) 204210214 Jors d’essais précliniques et leur performance et biocompatibilité
se trouvent affectées par les groupements fonctionnels introduits sur le HA pour le réticuler. Il
existe donc un réel besoin de disposer d’hydrogels de HA injectables et auto-reparants
biocompatibles.

A.

Gel Gel cassé

Auto-réparant

3 - 4

Cermav

9+i‘——‘ﬁ

Liaison covalente dynamique

FIGURE 30 : Visualisation des caractéristiques d’autoréparation des hydrogels auto-réparants : le réseau
de ’hydrogel peut gérer les dommages externes et se réparer

A. Visualisation des capacités d’auto-réparation des hydrogels d’acide hyaluronique dynamiques
covalents réticulés par des liaisons covalentes de type esters boronate développés par la Prof. Auzély
au CERMAV. B. Schématisation de la dynamique des liaisons de type esters boronate

Des polymeres qui peuvent s‘auto-réticuler dans des conditions douces pour former des
hydrogels, capables de se déstructurer jusqu'a un état liquide sous une contrainte de

cisaillement (injectables) et de s’auto-réparer lorsque la contrainte appliquée est supprimée

64



HDR - C. ROME

(auto-réparants), suscitent donc beaucoup d’intérét. C’est dans ce contexte que nous avons
établi une collaboration avec des chimistes grenoblois (Prof Auzély) spécialistes des gels de
HA qui peuvent, de plus, les fonctionnaliser (Brevet : \WW02014072330 Al). En effet, elle a
développé des hydrogels d’HA dynamiques covalents, réticulés par des liaisons covalentes
réversibles de type esters boronate (Fig. 30) 2?2, Cette famille d’hydrogels intéresse
actuellement beaucoup les scientifiques du fait de leur propriétés d’auto-réparation. Du fait de
leur capacité a étre extrudés au travers d’une aiguille et a récupérer quasi-instantanément leurs
propriétés mécaniques, ces gels peuvent étre injectés de maniére trés peu invasive (Fig. 31).
Cette caractéristique en fait des candidats trés prometteurs pour augmenter la survie des
cellules souches implantées en thérapie cellulaire. Par ailleurs, la nature dynamique de leurs
pontages permet le remodelage local de la matrice par les cellules, ce qui est trés favorable a

la prolifération des cellules, une condition indispensable pour la formation de tissus.

HA-fructose +
cells

\ HA-fructose

FIGURE 31: Formation d’hydrogels d’acide hyaluronique injectables et auto-réparants grace a des liaisons
via les esters boronate

I1l.  TOXICITE DE L’HYDROGEL D’ACIDE HYALURONIQUE IN VITRO

L’hydrogel de HA-PBA/Fructose doit avoir pour réle principal de proteger les cellules
dans la zone ischémique. La cinétique de gélification du mélange HA-PBA/HA-Fructose doit
étre suffisamment rapide pour que les cellules soient incorporées de fagcon homogéne dans la

matrice. Le processus de gelification, qui impose aux cellules de subir une contrainte de
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cisaillement, ne doit pas induire de cytotoxicite. Dans un premier temps, grace au co-
encadrement de trois étudiants de Master 2 et d’une post-doctorante avec Rachel Auzély (un
biologiste et deux chimistes dont un avec financement IDEX Glyco@Ips), nous avons donc
évalué la toxicité des différents hydrogels aux compositions et propriétés variables grace au
test Live/Dead. Nous avons pu comparer ces résultats a ceux que 1’on avait obtenu avec
’hydrogel de HA commercial (HyStem™-HP, Sigma). Ce test permet la visualisation des
cellules vivantes (vertes) et mortes (rouge).

Dans le cadre du co-encadrement des étudiants en master 2, nous avons pu étudier la
cytotoxicité des gels de HA-PBA/HA-Fructose sur les CSMh de grade clinique a plusieurs
reprises dans le cadre de la caractérisation et la mise en évidence de la reproductibilité de
fabrication des hydrogels. Les CSMh cultivées en 2D adherent au plastique et sont d’apparence
fibroblastique contrairement aux CSMh cultivées 3D qui apparaissent avec une morphologie
arrondie et dispersées dans 1’hydrogel (Fig. 32A.). Par ailleurs, les tests de toxicité obtenus
apres 3 et 7 jours de mise en culture des CSMh dans 1’hydrogel d’HA ont montré une légere
augmentation de la mortalité cellulaire (non significative) par rapport aux conditions de culture
2D contrble au bout de 7 jour de culture (Fig. 12B.). Cependant, cette augmentation de la
mortalité reste a moduler car mises en culture en 3D dans un hydrogel d’HA commercial
(HyStem™-HP, Sigma), le taux de survie de CSMh n’était plus que de 55% dés 3 jours de
culture (ligne orange en pointillés sur 1’histogramme Fig. 32B.). Ces données peuvent nous
laisser penser que les hydrogels auto-réparants auront donc une encore meilleure efficacité en
termes de survie cellulaire au sein de la zone ischémique que le HyStem™-HP que nous avions
testé puisqu’ils permettent une meilleure survie cellulaire suite a 1’injection des CSMh. Ce
point est un des points que je souhaiterai développer dans mes projets de recherche au cours
des prochaines années afin de pouvoir évaluer la combinaison hydrogel de HA et CSMh en
termes de récupération cérébrale tout en continuant les interactions avec le Prof. Olivier

Detante afin de pouvoir proposer des solutions viables et sécurisées aux patients post-AVC.
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FIGURE 32: Evaluation de la toxicité de I’hydrogel d’acide hyaluronique sur les CSMhs par le test de
cytotoxicité Live/Dead.

A. Cellules souches mésenchymateuses humaines de grade clinique (A. Moisan, EFS Grenoble) mise en culture
en 2D ou en 3D dans de I’hydrogel d’acide hyaluronique PBA/Fructose durant 3 (D3) ou 7 jours (D7). En rouge :
cellules mortes ; en vert : cellules vivantes. B. Evaluation de la viabilité cellulaire aprées 3 et 7 jours de culture des
CSMh. En pointillés, la viabilité obtenues pour des CSMh mises en culture 3 et 7 jours dans du gel HyStem™-
HP, Sigma.

A. CSMh

Dead cells

Live cells

Dead cells

ative control D3 ive D3 hMSC+ HA ive D7 hMSC+ HA
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D7

Live cells

Dans le cadre de cette collaboration avec la Prof. Auzély, j’ai pu encadrer une partie des
travaux de post-doctorat de Tamiris Figueiredo qui ont donné lieu a une publication en 2020
dont je suis co-auteur 22, Elle a pu ainsi démontrer que de nouveaux hydrogels covalents
dynamiques injectables a un pH physiologique en utilisant la complexation de benzoxaborine-
saccharide comme méthode de réticulation réversible permettaient d’obtenir une viabilité de
plus de 80% de fibroblastes aprés 7 jours de culture. Cet hydrogel a montré d'excellents
comportements d'auto-réparation et d'injectabilité dans des conditions aqueuses et s'est révélé
sensible au pH. Cette nouvelle classe d'hydrogel réticulé a base de boronate-ester pourrait donc

s’avérer étre aussi un bon candidat pour des applications de thérapie cellulaire.

V. SUIVI DU DEVENIR DES ACTEURS DES THERAPIES CELLULAIRES POTENTIALISEES PAR
DES BIOMATERIAUX IN VIVO

Les hydrogels de HA auto-réparant semblent donc de bons candidats pour potentialiser
la thérapie cellulaire dans le cadre de la recupération post-AVC. Cependant, en ce qui concerne
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I’application clinique, le suivi des hydrogels en temps réel aprés injection est un vrai défi en

termes d’imagerie non invasive et reste un probléme non résolu.

a) SuUlVI DU DEVENIR DES HYDROGELS D’ACIDE HYALURONIQUE PAR IRM

Les fonctionnalisations possibles des hydrogels d’acide hyaluronique devraient nous
permettre de suivre in vivo le devenir des gels. Dans cet objectif, nous avons obtenu avec la
Prof. Auzély un financement en Co-Pl de la Fondation pour la Recherche Médicale (Appel
d’offre Chemistry for Medecine) en 2019. Le but de ce projet est de développer et d’évaluer in
vitro et in vivo des « Hydrogels a base de polysaccharides injectables et auto-réparants a
capacité d’imagerie pour la thérapie cellulaire ». Dans ce projet, nous co-encadrons une post-
doctorante (Vanina Cosenza) qui doit fonctionnaliser sur mesure des hydrogels avec des agents
de contraste IRM pour permettre un suivi en temps réel de leur distribution et de leur
dégradation in vivo avec une grande sélectivité et sensibilité. Les observations non invasives
et successives pourront fournir des informations efficaces et minimiser les différences inter-
individuelles observées entre les animaux, ce qui pourrait faciliter le passage a la clinique de
la transplantation de cellules médiée par hydrogel. Ce projet prévoit deux types de
modifications : modifications avec du DOTA-Gd (agent de contraste utilisé en clinique) ou des
peptides, qui nous permettrons de développer I’imagerie CEST. Pour potentialiser les effets de
notre thérapie, nous évaluerons en parallele les effets de deux types cellulaires implantés chez
des rats ischémiés : les cellules souches mésenchymateuses humaines de grade clinique, déja
étudiées sans hydrogel, et des CSPN issues d’IPS humaines (Phenocell) 224, En effet, comme
décrit ensuite dans le manuscrit, I’intérét croissant de 1’utilisation des CSNP en thérapie de
pathologies cérébrales est notamment supporté par les résultats d’essais cliniques, notamment
en thérapie de I’AVC. En effet, une étude de phase I dans laquelle des cellules souches neurales
immortalisées (CTX03) sont implantées dans le putamen ipsi-latéral par rapport a la lésion
chez des patients post-AVC viennent d’étre publiés 22 et de montrer, aprés deux ans de suivi,
que cette implantation n’avait aucun effet néfaste pour le patient permettant d’espérer un avenir

prometteur pour cette source cellulaire et ce type d’injection.

b) SuUlVI DU DEVENIR DES HYDROGELS D’ACIDE HYALURONIQUE ET DES CELLULES

THERAPEUTIQUES PAR TOMOGRAPHIE SPECTRALE A COMPTAGE DE PHOTONS

UNIQUE

Dans un second temps, j’ai pu étre impliquée, du fait de mon expertise en thérapie

cellulaire et mon interdisciplinarité entre imagerie/physiopathologie, dans un projet ANR
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(BREAKTHRU) porté par Marlene Wiart (CarMeN, Université Claude Bernard Lyon 1,
Inserm U1060 INSA Lyon, INRA U11397). Dans ce projet, je suis co-encadrante d’un étudiant
en thése (Moustoifa Said) co-dirigé par le Prof Detante et la Prof Auzély. Ce projet, a I’interface
entre I’imagerie, la chimie et la biologie, a pour objectif de monitorer de maniére précise et
non invasive le devenir des composants d’un produit médical composé d’un bio-hydrogel et de
CSMh dans le cadre d’un modéle AVC chez le rat (0ACM) dans le but d’un transfert clinique.
L’IRM et la tomographie assistée par ordinateur (CT) a rayons X sont les principales
technologies radiologiques 3D utilisées dans le monde et sont privilégiées pour suivre le
devenir de cellules injectées en clinique??®22’. Cependant, une des limites de ces deux
approches est le fait que le signal produit par les cellules marquées avec un agent de contraste
donné n'est pas spécifique : il est donc impossible de distinguer le signal des cellules marquées
de signaux endogénes similaires (microhémorragies ou des calcifications par exemple), ou de
signaux exogenes similaires (un autre agent de contraste distinct). La tomographie spectrale a
comptage de photons unique (SPCCT) ou multicolore est en cours de développement et devrait
constituer la prochaine génération de tomographie spectrale. Elle permet la visualisation
sélective et la quantification de plusieurs agents de contraste en un seul balayage en exploitant
la discontinuité du bord K dans I'absorption des rayons X. L'objectif principal de
BREAKTHRU est donc de développer I'imagerie bicolore en utilisant la SPCCT spectrale dans
le but de suivre pendant plusieurs semaines le devenir des cellules thérapeutiques, d'une part,
et des hydrogels d'enrobage cellulaire, d'autre part, aprés leur transplantation dans des modéles
de rongeurs atteints de maladies chroniques, dont ’AVC et de démontrer sa valeur ajoutée
pour I'évaluation de l'efficacité thérapeutique de la médecine régénérative, en complément du
critere de résultat de santé et du suivi multiparamétrique par IRM. Dans ce projet, I’hydrogel
modifié pour étre imagé par SPCCT sera, quant a lui, développé, sous la direction de la Prof.
Auzely, par Moustoifa Said puis testé, sous ma direction, in vitro et in vivo. J’ai en charge la
partie liée a 1’évaluation du produit médical dans la cadre de I’AVC par IRM
multiparamétrique. Ces données devraient compléter et renforcer celles obtenues par ailleurs
en termes de toxicité et d’effet de la thérapie cellulaire combinée aux biomatériaux dans le but

de récupération cérébrale.

V. POTENTIALISATION DE LA THERAPIE CELLULAIRE REGENERATIVE POST-ACCIDENT
VASCULAIRE CEREBRAL PAR LES CELLULES SOUCHES/PROGENITRICES NEURALES
ASSOCIEES AUX HYDROGELS

Enfin, puisqu’au niveau tissulaire, les tissus 1ésés suite a une ischémie cérébrale ont une

certaine capacité de récupération notamment médiée par CSNP endogénes, ces cellules
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semblent étre des candidats intéressants pour la thérapie cellulaire post-AVC. Les CSNP
peuvent étre extraites de trois sources principales a des fins thérapeutiques : extraction directe
du tissu cerébral (en particulier des régions paraventriculaires ou du bulbe olfactif),
différenciation a partir de cellules souches pluripotentes et transdifférenciation a partir de
cellules somatiques comme les fibroblastes de la peau, les cellules tubulaires rénales de l'urine
et les cellules sanguines.

Les CSNP exogenes peuvent migrer dans les zones cérébrales ischémiques, ou elles
peuvent se différencier en neurones ou en astrocytes et favoriser la prolifération et la
différenciation des CSNP endogénes 226230, Par ailleurs, I'administration de NSC humaines
dans un modele AVC de rat a mis en évidence des effets neuroprotecteurs par une augmentation
des ramifications dendritiques, des projections du tractus corticospinal et en inhibant
l'inflammation 231232,

Cependant, la problématique de potentialisation des effets des CSNP en les combinant
avec des biomatériaux reste d’actualité et plusieurs études ont démontré I’effet protecteur des
hydrogels sur les CSNP 214233 Ainsi, il a démontré que I’injection combinée de matrigel et
CSNP dans la cavité de I'infarctus pouvaient améliorer le résultat fonctionnel, avec des effets
notables plusieurs semaines aprés la lésion initiale due a I'AVC chez le rat 2°,

Dans ce contexte, nous avons voulu évaluer le comportement de CSPN issues de zone
sub-ventriculaire de souris dans les hydrogels auto-réparants développés par la Prof. Auzély.
Les différents hydrogels testés ont été greffés avec différents pourcentage de RDG par Tamiris
Figueiredo afin d’évaluer une éventuelle influence sur la migration ou/ou la survie des cellules
dans ce biomatériaux (Fig. 33). Les cellules se développent en 3D au sein de I’hydrogel méme

apres plusieurs jours de culture, s’organisent en neurospheéres et migrent au sein de la structure.

FIGURE 33 : CSPN de souris en culture 3D durant 7 jours dans un hydrogel d’acide hyaluronique
Visualisation en 3D de CSPN issues de zone sub-ventriculaire de souris en culture durant 7 jours dans un hydrogel
d’acide hyaluronique par microscopie adaptative (Confobritgh ; Alexei Grichine, Antoine Delon, Plate-forme de
microscopie de I’'TAB) aprés marquage des cellules a la calcéine
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Les premiers résultats encourageants obtenus nous laissent supposer un intérét clinique
fort de cette combinaison CSPN-hydrogel. Dans ce cadre et en étroite collaboration avec
Anaick Moisan (EFS, unité de thérapie cellulaire et tissulaire, Grenoble) et Olivier Detante,
I’intérét de CSNP issues d’IPS humaines (Phenocell) pour la thérapie cellulaire post-AVC va
étre évalué. Le but de cette partie de mes projets de recherche est d’obtenir des données
précliniques sur la sécurité, la biodistribution dans le corps entier et les mécanismes d'action
de la thérapie cellulaire intracérébrale combinée a I'nydrogel d’acide hyaluronique afin de
planifier des essais cliniques pionniers ultérieurs en médecine régénérative post-accidents

vasculaires cérébraux.

Ce travail trés transversal base sur de fortes collaborations multidisciplinaires, les savoir-
faire présents au sein de 1’équipe (IRM multiparamétrique, analyse d’images, comportement,
biologie cellulaire et biologie moléculaire) devrait permette de contribuer a 1’évaluation
préclinique de biomatériaux a haut potentiel clinique associés a des cellules de grade clinique
(ou en cours de validation pour) dans le cadre de la thérapie cellulaire et ainsi ouvrir la voie a

une aide plus efficace pour les patients victimes d'un accident vasculaire cérébral.
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