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Avant-Propos

Cette thése a été réalisée en collaboration entre le laboratoire INSERM U791 « Laboratoire

d’Ingénierie OstéoArticulaire et Dentaire » et la sociéte STEMCIS.

Le LIOAD est spécialisé dans I’ingénierie tissulaire dans le cadre des traitements des atteintes
du systéme squelettique.
La société STEMCIS est spécialisée dans le traitement du tissu adipeux pour son utilisation en

clinique.

Ces deux partenaires se sont associés dans le but de développer les connaissances sur 1’intérét
clinique du tissu adipeux :

- d’une part sur la technique du lipotransfert, utilisée en comblement des tissus mous

- d’autre part sur I’éventuelle utilisation de la fraction stromale vasculaire du tissu adipeux

pour des procédures intra-opératoires de régénération osseuse

Ce travail de thése, dirigé et encadré par Pierre Weiss (directeur du LIOAD) et Régis Roche
(directeur de STEMCIS) vous est présenté dans ce manuscrit.



La société STEMCIS

STEMCIS est spécialisée dans la recherche fondamentale et appliquée sur le tissu adipeux, et
développe des protocoles et des dispositifs médicaux innovants en médecine humaine et
vétérinaire.

STEMCIS réalise une recherche trés active pour des indications chez I’humain, en utilisant les
cellules régénératives adipocytaires. Ces recherches portent principalement sur I’adaptation
d’un produit pouvant soigner 1’arthrose chez I’homme, ainsi que sur le développement de

produits pour traiter notamment les insuffisances vasculaires.

- Adip’sculpt, filiale de STEMCIS, produit et commercialise des dispositifs médicaux a usage
unique pour la restauration des volumes des tissus mous (ex: MICROFILL® et
MACROFILL®). Ces produits sont principalement utilisés dans le cadre de chirurgies
reconstructrices et esthétiques, en ophtalmologie et en chirurgie maxillo-faciale.

- SCIVET, filiale de STEMCIS, produit et commercialise des kits de purification cellulaire,
adaptés pour I’isolation des cellules régénératives a partir du tissu adipeux de cheval et de

chien, pour des réeinjection autologues, dans le traitement des tendinites et de I’arthrose.
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Notions histologiques sur le tissu adipeux

PARTIE | : Letissu adipeux en clinique

A. Notions histologiques sur le tissu adipeux

1) Les tissus adipeux

Il existe différents types de tissus adipeux, ayant pour point commun la présence de cellules
nommées adipocytes. Ces adipocytes sont des cellules qui ont pour principale caractéristique
de stocker des lipides au sein de leur cytoplasme. Les différents tissus adipeux sont les
suivants :

- Le tissu adipeux blanc, le plus répandu dans I’organisme présent au niveau sous-cutané ou
viscéral. Les adipocytes qui le composent stockent des lipides pour former une réserve
d’énergie disponible a tout I’organisme en cas d’effort.

- Le tissu adipeux brun a un réle de thermorégulation. L’adipocyte brun est riche en
cytochromes et mitochondries et oxyde les acides gras sans induire de synthése d’adénosine
tri-phosphate (ATP), ceci grace a I’expression de 1’UnCoupling Protein | (UCPI). Ce

phénomeéne permet ainsi la dispersion de 1’énergie sous forme de chaleur. Cette graisse brune

est présente chez I’adulte au niveau du rachis et en zone supra-claviculaire (Cohen and

Spiegelman 2015).

- Le tissu adipeux beige, découvert récemment, possede des adipocytes semblables a ceux du
tissu brun (exprimant UCP1). A la différence du tissu adipeux brun, la graisse beige serait

induite par des stimuli thermiques ou hormonaux et constituerait ainsi un mécanisme de

thermogenése adaptative. Elle apparait au sein du tissu adipeux blanc sous-cutanée (Cohen

and Spiegelman 2015).

- Le tissu adipeux médullaire est présent au sein de la moelle osseuse, elle-méme présente
dans les os longs. Il apparait lors de la croissance des os long pour combler I’augmentation de
volume des cavités osseuses. Ce tissu adipeux médullaire gagne en volume avec 1’dge au
dépend de la moelle osseuse (la moelle « jaune » prenant ainsi le pas sur la « moelle rouge »).

Les adipocytes du tissu adipeux médullaire semblent posséder des caractéristiques

phénotypiques de leurs homologues du tissu adipeux brun et blanc {(Krings, Rahman et al.

2011). Le role de ce tissu est peu connu mais il semble avoir des propriétés endocrines

importantes notamment par la sécrétion d’adiponectine (Cawthorn, Scheller et al. 2014).
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2) Le tissu adipeux blanc

Toutefois lorsqu’il est mention du tissu adipeux en clinique, il est souvent fait référence au

tissu adipeux blanc communément appelé « graisse » ou « gras ». Il représente plus de 20% de

la masse de 1I’organisme (Peterson, Czerwinski et al. 2003) (dépendant du sexe, de 1’age et des

individus).
Le réle principal de ce tissu adipeux est d’assurer le stockage d’énergie au sein de 1’organisme

(sous forme de triglycéride) pour permettre la formation d’adénosine tri-phosphate (ATP).

Le tissu adipeux blanc posséde deux phases cellulaires :

- la phase adipocytaire qui est constituée des adipocytes regroupés sous la forme de lobules
adipeux séparés par des travées conjonctives et élastiques. Cette phase adipocytaire représente
la majorité du volume du tissu. On estime a environ 4 a 5 millions le nombre d’adipocytes par
cm?® de tissu adipeux (nombre variant selon la taille des adipocytes, dépendante du stockage
de lipides) {Doi, Tanaka et al. 2013).

Figure 1: Représentation schématique du tissu adipeux
(site biologiedel apeau.fr)

- la fraction stromale vasculaire (FSV) correspond a la deuxiéme phase cellulaire du tissu

adipeux. Elle est constituée de toutes les cellules qui ne sont pas des adipocytes et se situent
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au niveau du stroma du tissu adipeux comme leur nom I’indique. Leur nombre est plus
difficile a évaluer mais 1’on peut considérer qu’il se trouve environ 1 million de cellules par
cm?®. Cette valeur varie selon les individus (avec I’hypertrophie adipocytaire par exemple) et

les protocoles de digestion du tissu utilisés pour isoler cette FSV. La littérature rapporte des

valeurs allant de 40 000 a 1,3 millions de cellules par gramme de tissu adipeux {(Doi, Tanaka

et al. 2013).

Le tissu adipeux blanc est réparti dans tout le corps au niveau sous-cutané ainsi qu’au niveau

viscéral. Sa répartition (figure 2) (Wronska and Kmiec 2012) va dépendre de I’age, du sexe et

de la morphologie des individus.

Figure 2: Répartition corporelle du tissu adipeux blanc
(d’apres Wronska et al. Acta Physiologica 2012)

20



Notions histologiques sur le tissu adipeux

Concernant les dép6ts graisseux viscéraux, des différences de taille cellulaire ainsi que
d’expression de genes existent selon la localisation du dépdt. La distribution du tissu adipeux
dans les différents tissus présentés figure 2 va dépendre de 1’age, du genre, des individus et

des facteurs environnementaux.
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Concernant plus particulierement le tissu adipeux sous-cutané, celui-ci est présent dans tout le
corps entre le derme et le fascia superficialis : il s’agit de la graisse superficielle. Dans
certaines zones, il existe du tissu adipeux sous-cutané situé entre le fascia superficialis et le
muscle. Cette graisse sous-cutanée dite profonde est généralement localisée au niveau des
crétes iliaques (hanches) et des trochanters (« culotte de cheval ») chez la femme, et dans la

région sous-ombilicale de I’abdomen chez I’homme.

Cette répartition de la graisse aussi bien sous-cutanée que viscérale selon le genre des
individus est a ’origine de la distinction entre 1’obésité androide (dans le haut du corps dite
« en pomme »), souvent associée a une hypertrophie des adipocytes viscéraux et 1’obésité

gynoide (dans le bas du corps dite «en poire »), souvent associée a une hyperplasie des

adipocytes sous-cutanée (Laforest, Labrecque et al. 2015).

Le tissu adipeux sous-cutané et le tissu adipeux viscéral, appartiennent tous deux au tissu
adipeux blanc mais possédent certaines différences 1’un par rapport a 1’autre.

De maniére genérale, le tissu adipeux sous-cutané contient des adipocytes plus grands et donc

moins nombreux (sur une surface donnée) que son homologue viscéral (Laforest, Labrecque

et al. 2015).
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3) L’adipocyte

a. Sructure

Figure 3: Histologie du tissu adipeux: Coloration HPS a gauche (barre=250um) et
Observation au microscope électronigue a balayage a droite (barre=20um)
a=adipocyte et c=fibre de collagene (d’aprés : observation personnelle et Panattiere et

al. E J Histochemistry)

La majorité du volume du tissu adipeux est dii aux adipocytes dont la taille varie selon la

quantité de lipides stockés dans leur vacuole. La cohésion des adipocytes est assurée par une

fine matrice collagénique. Au contact de cette matrice se trouvent des cellules de plus petite

taille qui sont les cellules de la fraction stromale vasculaire (FSV)

2011).

b. Origine

Panettiere, Accorsi et al.

Les adipocytes sont des cellules qui dérivent de progéniteurs adipeux/ pré-adipocytes eux-

mémes issus de cellules souches mésenchymateuses. Ce sont ces progéniteurs qui sont

responsables du renouvellement du pool de cellules adipocytaires (les adipocytes ne se

divisant pas). Dans certains cas d’augmentation de la masse adipeuse (comme 1’obésité), une

augmentation du nombre de cellules adipeuses (hyperplasie) va s’opérer, rendue possible par

ces progéniteurs adipeux.

L’étude in vitro de différents modeles de différenciation adipocytaire a permis de discerner 2

phases dans ce phénomene (figure 4) :
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- La premiére est I’étape de « Détermination » qui voit I’engagement des cellules souches
mésenchymateuses dans la voie adipocytaire. Elles deviennent alors des adipoblastes. Durant
cette phase la cellule gagne en volume tout en remaniant son cytosquelette pour permettre sa
croissance. C’est sous I’influence de différents signaux environnementaux dont la plupart sont
hormonaux que I’adipoblaste s’engage définitivement dans la voie adipocytaire et devient un
pré-adipocyte.

- La deuxiéme étape est celle de « Différenciation adipocytaire » proprement dite ou les pré-
adipocytes acquierent leurs propriétés de stockage des lipides, lipolytiques, de nouvelles
sensibilités aux hormones et leur capacité sécrétoire endocrine pour devenir des adipocytes
matures. 1l est possible de distinguer les événements de différenciation dits précoces de ceux
plus tardifs. De maniére précoce le pré-adipocyte se divise de maniére limitée pour donner un
pool de cellules pré-adipocytaires : ¢’est I’expansion clonale. Puis lors de la phase terminale,
les cellules présentent un fort potenticl de lipogenése (synthése d’acides gras gréce
notamment au transporteur de glucose GLUT4). De maniére concomitante, 1’adipocyte stocke
des acides gras apportés par la circulation (notamment par les very low density lipoprotein —
VLDL). Ces lipides sont stockés dans plusieurs vacuoles qui augmentent d’abord en volume
puis finissent par fusionner en une vacuole unique. Paralléelement, le potentiel de lipolyse de
ces cellules se développe (notamment grace a la lipase hormono-sensible). Enfin la cellule
devient capable de synthétiser de nombreuses molécules (adipokines) lui permettant d’assurer
son réle endocrine.

Cette différenciation fait intervenir de nombreux facteurs de croissance dont I’implication est

tres bien décrite dans la revue Féve et al. en 2007 (Féeve and Mercier 0100).
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Figure 4 : Etapes de |la différenciation adipocytaire (Feve et al. mtc 2007)

c. Réledelipogenése et de lipolyse
Les gouttelettes lipidiques contenues dans les adipocytes sont présentes dans le cytoplasme et

contiennent 95% de triglycérides. Les triglycérides sont composés de glycérol et de trois

chaines d’acide gras.
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Lipogenése: Les triglycérides sont issus de I’alimentation et sont absorbés dans 1’organisme
au sein des cellules épithéliales de I’intestin (sous formes d’acides gras libres et de
monoglycerides). Ceux-ci passent ensuite dans la circulation lymphatique (sous forme de
triglycérides principalement) puis dans la circulation sanguine avant d’étre absorbés par les
adipocytes (sous forme glycérol et d’acides gras libres) qui vont re-synthétiser des

triglycérides pour les stocker dans leurs gouttelettes lipidiques.

Figure 5: Mécanisme de lipogenése (schéma de biologiedel apeau.fr)
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Lipolyse: Ces lipides stockés par les adipocytes peuvent étre mobilisés pour permettre la
création d’énergie sous forme d’ATP (adénosine tri-phosphate) en cas d’effort (les liaisons
reliant I’adénosine aux groupements phosphates sont des liaisons de forte énergie, énergie qui
est libérée quand une de ces liaisons est rompue). Le glucose représente la source principale
de production d’ATP par les mitochondries mais, en cas d’effort prolongg, si les réserves de
glucoses ne sont pas suffisantes, les cellules musculaires peuvent utiliser les lipides, sous
formes d’acides gras non estérifiés (AGNE) pour produire de I’ATP. Les adipocytes peuvent
libérer ces AGNE dans la circulation par un phénomene de lipolyse qui correspond a
I’hydrolyse des triglycérides stockés dans les vacuoles lipidiques. Cette activité de lipolyse est
dépendante de différentes lipases cytoplasmiques qui interviennent de maniére séquentielle
Dugail and Clément 0200).

Figure 6: Mécanisme de lipolyse (schéma de biol ogiedel apeau.fr)
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Parmi les lipases plasmatiques impliquées, la triglycéride lipase adipeuse permet cette
conversion des triglycérides en AGNE. C’est une lipase dite hormono-sensible ainsi, le
phénomeéne de lipolyse est donc sensible a différents facteurs endocrines (i.e. adrénaline,
catécholamines, insuline, péptides natriurétiques...) produits lors de la prise alimentaire, de
I’effort, du stress ou encore du jedne.

En cas d’activité aérobie du muscle, les AGNE sont captés par les cellules musculaires et
transformeés en Acyl-CoA qui est ensuite oxydé lors du processus de B-oxydation. Ce dernier
est couplé au cycle de Krebs et produit des protons de haute énergie qui servent a la

production d’ATP grace a la chaine respiratoire des mitochondries.

d. Contrdle du métabolisme énergétique

L’adipocyte est une cellule insulino-sensible : en effet ’insuline augmente le stockage des
lipides par les adipocytes alors que les catécholamines vont avoir tendance a diminuer celui-
Ci.

Par ailleurs, I’adipocyte sécréte différentes protéines/enzymes dont 1’action est autocrine ou
paracrine et qui ont un impact sur le stockage de lipides. Citons notamment la lipoprotéine
lipase (LPL) qui hydrolyse les triglycérides transportés par les «very low density
lipoprotein » (VLDL) et les chylomicrons, cette action va libérer les acides gras qui seront

captés par la cellule adipeuse (Ailhaud 1998||Kersten 2014). L’activité de la LPL augmente

en période postprandiale et diminue au cours du jelne. La LPL n’est qu’un exemple de

protéine sécrétée par les adipocytes et régulant leur stockage de lipide.
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4) Rodle endocrine

L’activité sécrétrice de 1’adipocyte ne se limite pas a un rdle autocrine/paracrine mais
concerne I’ensemble de I’organisme. L’exemple le plus connu est la sécrétion par les
adipocytes matures de la leptine. La leptine est une hormone qui régule notamment la
sensation de satiété. En cas d’augmentation des stocks de lipides dans le tissu adipeux, les
adipocytes augmentent la sécrétion de leptine qui influe sur le systéme nerveux central (e.g.
hypothalamus) pour réduire 1’appétit. L’absence ou I’inactivité de la leptine que ce soit sur

des mod¢les animaux ou dans le cadre de syndrome chez ’homme se traduit par une forte

obésité et des désordres hormonaux sévéres (Wabitsch, Funcke et al. 2015).

Une autre adipokine sécrétée exclusivement par les adipocytes est 1’adiponectine qui promeut

la sensibilit¢ a I’insuline au niveau du foie et posséde donc un role sur I’homéostasie du

glucose (Anghel and Wahli 2007). Toutefois son action en tant qu’hormone affecte aussi le

systeme immunitaire (Esmaili, Xu et al. 2014) et régule ainsi I’inflammation dans différents

contextes physiologiques.

La liste des molécules (peptidigues ou non) sécrétées par les adipocytes est encore longue. De
maniere générale, le tissu adipeux représente sans doute le plus large organe endocrine
humain. Les cellules adipeuses sont en effets capables de secréter de nombreuses hormones,
facteurs de croissance, cytokines mais aussi les récepteurs de certaines de ces molécules. Ce
protéome complexe I’implique dans la régulation de la prise alimentaire mais aussi dans

I’homéostasie énergétique, dans I’'immunité ou encore dans la régulation de la pression

sanguine (Coelho, Oliveira et al. 2013).

Le tableau ci-dessus résume une partie de ces molécules sécrétées par le tissu adipeux

(adipocytes et fraction stromale vasculaire) {Anghel and Wahli 2007||Rodriguez, Ezquerro et

al. 2015).
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Protéines Type(s) celulaire(s) I'exprimant Effets

Adipokines impliguées dans |e métabolisme énergétique
Augmente I'oxydation des acides gras, diminue les niveaux de glucose

Adiponectine Adipocytes plasmatique, augmente la sensibilité a I'insuline, anti-inflammatoire,
antiathérogéne

Adipsine Adipocytes Stimule le stockage des Triglycérides, Inhibe la lipolyse

ANGPTLA/EIAE Adipocytes Inh_|be la LPL, augmente la tolérance au glucose, induit la stéatose hépatique et
la lipolyse

Apeline Tissu adipeux Inhibe la sécrétion d'insuline induite par le glucose

ASP Régule le métabolisme du glucose et des lipides

Cathepsine S, L, K Promeut I'adipogenese et le remodellage de la matrice extra-cellulaire

FGE-21 Stimule I'absorption de glucose par les adipocytes, augmente la thermogenese et
la dépense d'énergie

FNDC5/Irisine Adipokine impliquée dans la myogenese et la genéese de graisse brune

HMGB1 Alarmine impliquée dans la sécrétion d'insuline et la réparation d’/ADN

IGF-1 Stimule la prolifération et la différenciation des adipocytes
Signal de satiété a I'nypothalamus, stimule la lipolyse, inhibe la lipogenése,

Leptine Adipocytes améliore la sensibilité a I'insuline, augmente le métabolisme du glucose, stimule
I'oxydation des acides gras

MMP2 et 9 Protéines impliquées dans l'adipogenése

Omentine Cellules de la ESV ﬁ_\mell_ore le transport de glucose stimulé par l'insuline, module I'action de

insuline

Pref-1 Pré-adipocytes Inhibe I'adipogenese

RBP4 Adipocytes Promeut la résistance a l'insuline

Resistine Adipocytes Augmente la résistance a l'insuline et la production de glucose chez les rongeurs

TIMP-1 Diminue l'adipogenése
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Vaspine

Visfatine/NAMPT

Zinc a2-glicoprotéine

Adipocytes

Adipocytes

Adipokines pro-inflammatoires

Calprotectine

CRP

Fetuine A
Hepcidine

IL-1

IL-6
NUCB2/Nefasine-1
Progranuline

SAA

TNF-a

TWEAK
WNT5a

YKL-40

Macrophages
Adipocytes

Adipocytes/Macrophages

Adipokines anti-inflammatoires

HGF
IL-10
IL-1Ra

PEDF

Adipocytes/Macrophages

Notions histologiques sur le tissu adipeux

Ameéliore la sensibilité a I'insuline, supprime la production de résistine, de
leptine et de TNF-a

Effets insulino-mimétiques, augmente la prise de glucose, améliore la sensibilité
a l'insuline, action pro-adipogénique et lipogénique
Effets lipolytiques

Facteur pro-inflammatoire, impliqué dans I'adhésion cellulaire, le
chimiotactisme et l'activité anti-microbienne

Inflammation

Associé a l'inflammation induite par les lipides

Cytokine pro-inflammatoire qui active MMP9

Expression augmentée en cas d'obésité

Diminue la signalisation de I'insuline et de la leptine

Impliqué dans la réponse inflammatoire

Chimioattractant et impliqué dans l'inflammation du tissu adipeux
Produit en réponse a l'infection, I'inflammation et les dégats tissulaires

Induit la résistance a l'insuline et augmente la lipolyse, diminue I'expression
d'adiponectine et augmente I'expression d'IL-6

Cytokine pro-inflammatoire

Anti-adipogénique et pro-inflammatoire

Pro-inflammatoire qui stimule la réponse immune, le remodellage de la matrice
extra-cellulaire et I'angiogenése

Anti-inflammatoire et adipogénique

Niveaux circulants augmentés en cas d'obésité

Produit en réponse au stress

Glycoprotéine aux effets anti-angiogénique, anti-oxydant, anti-inflammatoire et
lipolytique
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PGI2 et PGF2 Régule I'inflammatoire et la coagulation
SRFP5 Propriétés anti-inflammatoires
Réduit le recrutement des macrophages et induit une polarisation vers le

STAMP2 phénotype M1

TGF-B8 Adipocytes/Macrophages Niveaux circulants augmentes en cas d'obésité

WISP1 Régule I'adipogeneése et I'inflammation du tissu adipeux

Chemokines

Chemerine Chemoattractant impliqué dans I'adipogenese et la réponse immunitaire

Haptoglobine Chimiotactique et pro-angiogénique

Hsp72 Recrutement de neutrophiles et de cellules natural killer

IL8/CXCL8 Cellules de la FSV Expression augmentée en cas d'obésité

IP10/CXCL10 Adipocytes/Macrophages Niveaux plasmatiques augmentés dans les premiers stades du diabéte

MCP1 (CCL2) Adipocytes/Macrophages A_ugmgnte la !_ipoly_se et la sécrétion de leptine, diminue la prise de glucose
stimulée par l'insuline

RANTES Lymphocytes T Expression augmentée en cas de diabéte de type Il

Protéines vasculaires

Angiontensine Il Adipocytes Lié a l'inflammation vasculaire, effet vasoconstricteur

Cardiotrophine-I Impliquée dans I'nypertrophie des cardiomyocytes

Clusterine Lipoprotéine pro-angiogénique

Ghreline Diminue la pression sanguine

PAI1 Adipocytes Niveaux circulants augmentés en cas d'obésité, lié a la résistance a I'insuline

TF - Expression augmentée en cas d'obésité

VEGF Stimule I'angiogenese

Tableau 1: Liste non exhaustive des adipokines sécrétées par le tissu adipeux
(d'apres Anghel et al. Cell Research 2007 et Rodriguez et al. Am J Physiol Endocrinol Metab 2015)



Notions histologiques sur le tissu adipeux

Toutefois méme si le r6le physiologique du tissu adipeux dans la régulation du métabolisme
énergeétique est passionnant, complexe, et loin d’étre entiérement décrypté, c’est 1’utilisation
clinique de ce tissu dont nous allons discuter dans ce manuscrit, et dans un premier temps le
concept de lipotransfert appliqué a la chirurgie plastique et reconstructrice. Cependant, la
compréhension de la physiologie de ce tissu permet d’ores et déja de saisir que son utilisation
pour la chirurgie plastique ne se limitera pas a un rdle purement volumateur, mais également a

un role réellement réparateur dans certaines indications.
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B. Le lipotransfert

Bien longtemps avant de connaitre les propriétés precédemment énoncées, le tissu adipeux
sous-cutané a intéressé les cliniciens pour sa facilité de prélevement et le volume tissulaire
qu’il représente. Et ce n’est finalement qu’un siécle plus tard que la biologie s’est intéressée a

ses composantes cellulaires.

1) Définition

a. Principe

Le principe du lipotransfert est simple : combler un déficit de tissu mou par I’apport du tissu
adipeux prélevé sur un autre site. Autrement dit, transférer la graisse la ot 1’on en a besoin.

Plusieurs dénominations existent pour décrire ce procédé : le transfert de graisse autologue, la
greffe graisseuse, le lipotransfert, le lipomodelage, la liposculpture ou encore la

lipostructure® (terme employé pour parler de la méthode décrite par le docteur Sydney

Coleman) (Coleman and Saboeiro 2007). L’histoire et les détails techniques de I’utilisation du

lipotransfert seront discutés dans les paragraphes suivants.

b. Histoire

L’histoire du lipotransfert a déja été tres bien détaillée par Mojallal {Mojallal and Foyatier

2004), et peut se décrire de maniere succincte en 3 périodes.

» 1890-1970

La premicre d’entre elle se situe entre les années 1890 et les années 1970 et concerne les
premiéres utilisations reportées de la technique de transfert de graisse. En effet de nombreux
auteurs s’accordent pour attribuer la premicre opération rapportée de lipotransfert & Neuber,
chirurgien allemand, qui décrit en 1893 le traitement d’un défaut facial a 1’aide de tissu
graisseux prélevé sur le patient par excision. Le greffon est prélevé sur I’avant-bras pour

combler une cicatrice faciale.
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Dans les décennies qui ont suivi, d’autres chirurgiens se sont essayés a cette technique pour
diverses applications nécessitant 1’apport d’un volume dans un tissu mou. Lexer en 1910
rapporte une utilisation esthétique avec des greffes adipeuses pour lutter contre les effets du
vieillissement. Des cette époque se pose le probleme de la résorption du greffon (50% a 1 an)
majoritairement imputées a la nécrose des cellules du centre du greffon, due au délai de

revascularisation post-implantation.

» 1970-1990

La plus grande avancée dans ce domaine est technologique et correspond a 1’apparition de la
lipoaspiration vers 1974 mise au point par les docteurs Fischer. Cette avancée est mise a profit
pour le lipotransfert. Elle est exportée dans différents pays par le Dr Illouz notamment et
permet le prélevement du tissu a greffer de maniere moins traumatique et avec moins de
risque de contamination que par excision. C’est dans les 2 décennies qui suivront que la

technique de lipotransfert va se genéraliser en chirurgie plastique notamment.

» 1990-

Dans le début des années 1990 vient I’avénement d’une nouvelle eére pour le lipotransfert.
Ceci sous I’impulsion du Dr Coleman qui propose un protocole standardisé de prélévement,
traitement et injection du tissu adipeux pour améliorer les résultats a long terme en étant le
moins traumatique possible pour le greffon. De nos jours c’est encore ce protocole qui est
majoritairement utilisé pour réaliser un transfert de graisse et qui porte le nom du Dr Coleman
ou le nom commercial de Lipostructure®. Le prélévement doit étre fait avec une dépression
minimum. La graisse ne doit ni étre comprimée, lavée, filtrée, ni en contact avec I’air ou

congelée. Enfin, I’injection doit étre faite en petits volumes et avec une pression limitée.
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Lelipotransfert

Figure 7: Historique de I'utilisation du tissu adipeux comme produit de comblement en chirurgie plastique
(d'apres Mojallal, Foyatier Ann de Chir Plast 2004)
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c. Indications

Le transfert de graisse autologue a été développé pour les comblements de volumes des tissus
mous. Ses indications dans le domaine sont maintenant trés nombreuses et regroupent par
exemple :

- les malformations (i.e. syndrome de Poland, syndrome de Romberg, pectus excavatum)

- les pertes de tissus dues aux résections de tumeurs au niveau de tissus mous

- les lipodystrophies dues a une tri-thérapie ou une radio-thérapie.

- les augmentations de volume esthétiques (par exemple dans les lévres, les mollets ou encore
aux niveaux mammaire et glutéal)

- pour le comblement de rides notamment au niveau de la face et des mains

- le comblement de fistules

Le lipotransfert est aussi, dans certains cas, couplé a d’autres techniques chirurgicales. En
chirurgie plastique par exemple lors d’augmentations ou de reconstructions mammaires,
certains chirurgiens choisiront de combiner une prothese synthétique avec une injection de
tissu adipeux afin d’obtenir un aspect plus naturel ou bien encore en comblement de lifting.
En chirurgie maxillo-faciale, et dans le but d’améliorer les rendus post-opératoires, le
lipotransfert est souvent associé a :

- des traitements de fentes labiales bilatérales

- des blépharoplasties (chirurgie des paupiéres)

- des rhinoplasties

De nombreux chirurgiens ont noté une amélioration de I’aspect et de 1’¢lasticité de la peau
apres transfert de graisse, en faisant I’hypothese d’un effet trophique sur les cellules des tissus
environnant la greffe. Cette expérience clinique est a mettre en corrélation avec les fonctions
sécrétoire du tissu, notamment paracrine, pour la synthése de collagéne et la structuration du
tissu.

Son utilisation est donc étendue pour :

- le traitement de la sclérodermie {Granel, Daumas et al. 2015

- le traitement de 1’aspect de cicatrices

- les tissus brulés
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Ce ne sont la que les utilisations les plus communes du transfert de graisse, son utilisation
n’étant pas codifiée et de nouvelles applications possibles sont régulierement discutées
comme par exemple le traitement d’insuffisances vélopharyngée chez I’enfant en clinique

maxillo-faciale ou encore au niveau des cordes vocales (ou plis vocaux) chez 1’adulte.

2) Utilisation actuelle et pratigue clinigue

Selon I’ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery), le transfert de graisse
représentait en 2014 pas moins de 965 000 procédures soit 10% des chirurgies plastiques dans
le monde, en 4°™ position aprés les augmentations mammaires par prothése, la liposuccion et

la blépharoplastie.

La technique de lipotransfert actuellement utilisée en clinique peut se subdiviser en 4 étapes

Hivernaud, Lefourn et al. 2015). Elle peut se pratiquer sous anesthésie locale pour de petits

volumes transférés (au niveau des mains ou de la face le plus souvent) ou sous anesthésie

génerale pour des volumes plus importants (reconstruction mammaire par exemple).

De nombreuses ¢tudes ont ¢t€ menées pour connaitre I’influence du site donneur sur les

résultats obtenus sans mettre en évidence de différences significatives (Rohrich, Sorokin et al.

2004]|Li, Gao et al. 2012{|Small, Choi et al. 2014). Le plus souvent c’est I’abdomen qui est

choisi comme site donneur pour sa facilit¢ d’acceés et la quantité de tissu qui peut étre
prélevée. Toutefois d’autres sites peuvent étre choisis (face interne des genoux, région

glutéale) selon la morphologie des patients.

> Infiltration

La premiére étape consiste a infiltrer le tissu donneur avec une solution physiologique et
grace a une canule d’infiltration généralement fine et multi-trous. Le liquide d’infiltration
varie selon les pratiques (sérum physiologique ou Ringer Lactate le plus souvent) et est trés
souvent additionné d’adrénaline 2%. En plus de I’adrénaline, certains chirurgiens utilisent des
anesthésiques locaux (tels que la lidocaine ou la ropivacaine) pour diminuer les douleurs péri

ou post-opeératoire en utilisant le milieu de Klein par exemple. La lidocaine est recommandee

car elle présente moins de risque péri-opératoire (Pace, Chatterjee et al. 2013).
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Cette etape d’infiltration a pour but :

- L’anesthésie de la zone dans le cas d’une anesthésie locale

- L’expansion du tissu adipeux pour faciliter le prélévement ultérieur

- Une diminution des saignements liés aux traumatismes des vaisseaux lors de la

lipoaspiration, grace a I’utilisation d’adrénaline (vasoconstriction).

De maniére générale, ’infiltration est effectuée avec un ratio de 1 pour 1. C’est-a-dire un
volume de liquide infiltré en prévision d’un volume de graisse aspirée. Toutefois ce ratio est a
I’appréciation du chirurgien et peut étre augmenté pour des aspirations au niveau de zones

plus fibreuses par exemple.

» Aspiration

Apres avoir laissé agir I’infiltration quelques minutes vient 1’étape d’aspiration. C’est au cours
de cette étape que le tissu adipeux sous-cutané est aspiré a 1’aide d’une canule d’aspiration (de
différente longueur, diameétre, nombre et diamétre d’orifice selon les zones et les techniques).
Le tissu est aspiré par ’action de « va et vient » successif de la canule au niveau de la zone

donneuse couplé a I’application d’une dépression.

Plus de 50% des chirurgiens utilisent une aspiration manuelle {Kling, Mehrara et al. 2013) (la

canule est attachée a une seringue dont le piston est tiré manuellement), cependant il existe

des appareillages permettant une aspiration automatisée (voir plus loin).

> Purification

Le lipoaspirat, qu’il soit récolté en seringue ou dans des récipients plus larges lors
d’aspirations automatisées est ensuite traité dans la phase de purification. En effet, le
lipoaspirat brut est un tissu adipeux dilué en grande partie dans le liquide d’infiltration et qui
contient a la fois du sang et des débris cellulaires mais aussi de 1’huile libérée a la mort des
adipocytes. Ainsi avant réinjection ce tissu est traité de maniere a avoir un greffon composé
majoritairement de tissu adipeux et d’adipocytes qui formeront le volume désiré et avec le
minimum de contaminants.

La purification majoritairement utilisée a I’heure actuelle fait intervenir une centrifugation du
tissu a une vitesse d’environ 900-1200g pendant 3 minutes, proposee par le Dr Coleman dans

sa Lipostructure®. Les vitesses et les temps varient toutefois selon les écoles et les
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centrifugeuses utilisées. Cette centrifugation va permettre de séparer le lipoaspirat en 3
phases. La phase supérieure la moins dense correspond a I’huile, la phase intermédiaire
correspond au tissu adipeux et la phase inférieure aqueuse est un mélange de liquide
d’infiltration, de sang et de débris cellulaires. Seule la phase intermédiaire est conservée pour
réinjection. La phase inférieure est éliminée par pression sur le piston (avec ou sans un
robinet 3 voies) si ¢’est une seringue ou a 1’aide d’une canule si ¢’est un autre récipient. La
phase huileuse est elle aussi éliminée soit par renversement soit a 1’aide d’un robinet 3 voies
ou encore a 1’aide d’une canule de transfert. Dans la pratique, la premiére solution qui
consiste a enlever le piston pour centrifuger et enlever 1’huile est celle qui est majoritairement
effectuée.

Historiquement, c’est la décantation qui a été utilisée aprés lipoaspiration pour séparer la
graisse du liquide. Aujourd’hui encore il existe des procédés utilisant ce principe. C’est le cas
notamment des « fat trap » ou piége a graisse qui sont des récipients avec un tamis qui bloque
les plus gros amas de tissu fibreux et laisse les lobules de petite ou moyenne taille décanter
pendant et aprés la phase d’aspiration. La décantation permet aussi de séparer le lipoaspirat en
trois phases mentionnées plus haut. La force gravitationnelle étant moins forte que dans une
centrifugation il se forme généralement une phase huileuse et une phase aqueuse moins

importante et un greffon moins dense avec une plus grande partie aqueuse.

» Réinjection

La derniére phase du lipotransfert correspond a la greffe adipocytaire proprement dite qui se
fait a I’aide d’une seringue et d’une canule. Les canules et seringues utilisées vont dépendre
et seringues d’aspiration. La graisse est injectée en tunnel par des « va et vient » successifs en
3 dimensions pour remplir un maximum d’espace. Les dépots de graisse doivent étre d’une

taille réduite car I’idéal est que tous les adipocytes et autres cellules se trouvent a moins de 2

millimetres (Khouri, Rigotti et al. 2014) d’un vaisseau existant pour assurer leur survie avant

la revascularisation du greffon.

La graisse peut étre injectée en zone sous-dermique ou méme dans le muscle sous-jacent.

» Les complications possibles
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Ce type d’intervention peut entrainer une hémorragie ou une infection du site opératoire mais
ces cas restent anecdotiques. D’autre part il est possible de voir 1’apparition de cicatrices,
parfois chéloides selon le type de peau des patients.

De maniére plus spécifique a la technique et plus fréquente, il est possible que I’intervention
donne lieu a une hyper-correction (si un surplus de tissu a été injecté) ou une hypo-correction
(si le tissu injecté s’est résorbé). Dans ce cas, le résultat esthétique ou fonctionnel n’est pas
atteint et il est souvent nécessaire de réitérer I’opération (lipoaspiration en cas de sur-
correction et deuxieme séance de lipotransfert en cas de sous-correction).

En 2013, 2 revues ont été publiées, récapitulant les complications rencontrées lors de

lipotransfert dans la poitrine (Largo, Tchang et al. 2014||Leopardi, Thavaneswaran et al.

2014). Enfin, il est possible dans certains cas d’observer une nécrose de la graisse injectée.

L’analyse de ces kystes nécrotiques met en évidence un tissu fibreux entourant une zone
adipocytaire dégenérée centrale ou les adipocytes meurent puis la matrice collagénique
devient fibreuse et finit par calcifier (Mineda et al. PRS 2014).

3) Les limites du procede

a. Lalimite majeure: larésorption du greffon

Dans tous les cas, il y a, a court, moyen et long terme (de 1 mois a 1 an), une résorption du
tissu greffé réduisant ainsi 1’efficacité de la technique en termes d’apport de volume. Cette
résorption varie entre 25 et 80% du volume injecté selon la quantité de tissu et le site

receveur.

Plusieurs paramétres peuvent expliquer cette résorption :

- La taille des lobules injectés et la fagon dont ceux-ci sont injectés impactent la capacité de
revascularisation du greffon. Plus les « spaghettis » injectés seront conséquents et/ou loin de
la vascularisation du site receveur, plus le tissu injecté reste longtemps en ischémie et les
cellules centrales du greffon vont mourir de manque d’oxygéne et de nutriments et

[’accumulation de déchets cellulaires.
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Figure 8: Injection de petits |obules de graisse pour
améliorer la prise de greffe
(d’apres Hivernaud et al. APS 2015)

- La présence prolongée de certaines substances au contact des cellules, comme les

anesthésiques locaux parfois utilisés, diminue la viabilité des cellules du greffon (Girard,

Mirbeau et al. 2015).

- Un stress mécanique trop élevé lors du prélevement et de la purification peut induire une

mort cellulaire plus importante lors de la greffe.

b. Lesdébats qui divisent la communauté

» L’impact sur ’imagerie médicale

Au début des années 2010, I’utilisation grandissante des lipotransferts au niveau mammaire a
fait débat. En effet, cette technique, comme indiqué précédemment peut induire 1’apparition
de kystes huileux. Or le dépistage du cancer du sein passe par la détection d’anomalies
mammographiques. Toutefois la communauté chirurgicale s’accorde maintenant pour dire que
les kystes huileux sont discernables a ’'imagerie d’éventuelles tumeurs mammaires sous

réserve d’étre analysés par un radiologue avec 1’expérience nécessaire. En 2013, une étude de

Rubin {Rubin, Coon et al. 2012) concluait sur le fait que le lipotransfert mammaire n’induit
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pas plus de changements mammographiques qu’une autre opération chirurgicale du sein : la
réduction mammaire, insistant ainsi dans tous les cas a la nécessité d’une bonne formation du
personnel de radiologie avec une sensibilisation aux différents artefacts induit par ces

opérations chirurgicales.

» L’interaction avec les cellules cancéreuses

Suite a plusieurs rapports de cas, faisant état d’une rechute cancéreuse apres un lipotransfert

Petit, Botteri et al. 2012{|Chaput, Foucras et al. 2013(|Smit, Tielemans et al. 2014), plusieurs

¢tudes se sont penchées sur 1’éventuel effet pro-cancéreux de la technique (Zhang, Daquinag

et al. 2009{[Rigotti, Marchi et al. 2010||Petit, Rietjens et al. 2013||Agha, Fowler et al. 2014

Gale, Rakha et al. 2015), en écho a la découverte de cellules souches dans le tissu adipeux.

Ces études sont majoritairement concentrées sur les cellules tumorales mammaires, ce type de
cancer étant plus souvent retrouvé dans le cadre du lipotransfert.

Il existe plusieurs modeles d’études aussi bien in vitro que chez I’animal pour étudier les
interactions cellules adipeuses/cellules tumorales. Le grand nombre de lignées cellulaires
différentes étudiées et les ratios cellules stromales adipeuses/cellules tumorales supra-

physiologiques étudiés rendent complexe 1’établissement d’une conclusion sur le sujet.

Pour l’instant des études a larges échelles n’ont pas trouvé d’effet du traitement par

lipotransfert dans le taux de rechute des patients atteint de cancer du sein (Gale, Rakha et al.

2015{(Mestak, Hromadkova et al. 2015). D’autres études sont a réaliser pour déterminer si le

lipotransfert peut avoir un effet dans d’autres types de cancer. Pour le moment, la « ASPS Fat
Graft Task Force » de I’association américaine des chirurgiens plastique concluait en 2012

n’avoir trouvé aucun rapport indiquant une augmentation du risque tumoral associé au

lipotransfert (Gutowski and Force 2009).

En France, un rapport de la HAS de 2015 {Has 0100) conclut sur le méme ordre d’idée,

indiquant qu’en respectant des précautions quant a la guérison de la tumeur, « I’autogreffe de
tissu adipeux constitue une modalité chirurgicale possible dans la chirurgie réparatrice,
reconstructrice et esthétique du sein, en dehors de la symétrisation du sein controlatérale au

décours d’une chirurgie carcinologique mammaire ».
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4) Le développement de nouvelles techniques

Il est maintenant possible de rajouter une 4°™ période a I’histoire du lipotransfert : en effet
depuis une dizaine d’années maintenant, nous assistons a un fleurissement du nombre de
procédés qui sont proposés aux chirurgiens. Cet avenement fait suite a la limite persistante de
résorption du greffon a moyen terme. De nombreuses équipes ont montré qu’il était possible
d’influer sur cette résorption en apportant des modifications au protocole au niveau de ces

différentes étapes (prélevement, traitement, réinjection).

Un exemple est 1’apparition de nouvelles techniques de prélévement. En plus de I’aspiration
manuelle a la seringue des procédés ont été développés pour permettre une lipoaspiration
automatisee.

Ainsi le systeme PAL (pour Power Assisted Lipoaspiration) utilise un moteur permettant de

faire a la fois vibrer la canule et aspirer le tissu pour faciliter cette étape (Keck, Kober et al.

2014).

Le systtme WAL (pour Water Assisted Lipoaspiration) utilise lui aussi une aspiration
automatisée. La canule ne vibre pas mais le principal atout de ce systéme est 1’infiltration

continue. En effet 1’aspiration est effectuée avec une canule qui permet simultanément

d’infiltrer le tissu avec la solution d’infiltration adrénalinée (Ueberreiter, von Finckenstein et

al. 2010|[Peltoniemi, Salmi et al. 2013). La encore le but est de faciliter I’aspiration et d’avoir

un lipoaspirat avec le moins de sang possible.
Ce sont ces 2 procédés qui sont le plus souvent utilisés en clinique a I’heure actuelle méme
s’il est aussi possible de trouver des aspirations utilisant les ultrasons mais ceux-ci se placent

plutdt dans les procédés de lipolyse et ne sont pas adaptés a un transfert de graisse.

Cette thématique de développement de nouveaux procédés/protocoles appliques au

lipotransfert a fait 1’objet d’une revue publiée dans Aesthetic Plastic Surgery et plus

précisément centrée sur la thématique de la chirurgie mammaire (Hivernaud, Lefourn et al.

2015).

Cette théematique de transfert de graisse autologue au niveau mammaire est en effet trés
¢tudiée a I’heure actuelle.
- D’une part c’est une zone receveuse ou la quantité de tissu injectée atteint souvent

plusieurs centaines de centimétres cube. Ceci en fait une zone d’intérét pour la thématique
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particuliére des "Megavolume fat transfer". De plus I’envionnement post-irradiation qui
apparait a la suite d’un traitement de cancer du sein en fait trés souvent une zone
hypotrophique. Pour ces deux raisons (quantité de graisse et zone hypotrophique), la zone
mammaire est tres impactée par la limite de résorption de la graisse.

- D’autre part, la caractérisation des cellules souches et de leur potentiel pro-
angiogénique et immuno-modulateur a amené la communauté scientifique a se pencher sur
I’éventuelle interaction que pourraient avoir ces cellules avec des cellules tumorales
résiduelles dans le cadre de reconstruction mammaire.

Sur ce deuxieme point, la communauté scientifique reste divisée. En effet, comme expliqué
dans le paragraphe 3b, les nombreux modéles vitro et vivo disponibles pour étudier les
interractions CSA-Cellules cancéreuses font état de résultats contradictoires et utilisent
souvent des concentrations cellulaires loin de la réalité clinique. Ce débat est aussi abordé

dans la revue.
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Abstract

Background: Breast augmentation or reconstruction is a major challenge in aesthetic and
reconstructive surgery. While Autologous Fat Grafting (AFG) provides a natural filler and
seems easy to harvest, AFG in breast surgery is still problematic especially due to the high
resorption rate associated with megavolume transfer. Despite this pending issue, there is
growing interest in this method, which is becoming more and more widespread, as can be
seen by the recent increase in the number of clinical studies. This review aims to highlight
recent knowledge in the technique of AFG to the breast and recent refined procedures to
improve fat viability and long-term success of the graft.

Methods: Clinical publications and trials of AFG to the breast from the past 5 years were
examined. Attention was focused on the different AFG steps and the clinical outcomes, in
order to highlight the strengths and weaknesses of the available protocols.

Results: Recent studies have concentrated on new techniques to improve fat viability and
graft intake. However, all of these studies use different protocols at each step of the
procedure. Furthermore, results may vary depending on the technique used for fat harvesting
and processing.

Conclusion: This review points out the recent advances in breast AFG techniques and their
associated outcomes and complications. The bibliography has been carefully examined to
reach a consensus so that recommendations could be made for each step of the technique with
the aim of improving graft viability and long-term volume maintenance.

No level assigned: This journal requires that authors assign a level of evidence to each
submission to which Evidence-Based Medicine rankings are applicable. This excludes
Review Avrticles, Book Reviews, and manuscripts that concern Basic Science, Animal Studies,
Cadaver Studies, and Experimental Studies. For a full description of these Evidence-Based
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Abstract

Background Breast augmentation or reconstruction is a
major challenge in esthetic and reconstructive surgery.
While autologous fat grafting (AFG) provides a natural
filler and seems easy to harvest, AFG in breast surgery is
still problematic especially due to the high resorption rate
associated with megavolume transfer. Despite this pending
issue, there is growing interest in this method, which is
becoming more and more widespread, as can be seen by
the recent increase in the number of clinical studies. This
review aims to highlight recent knowledge in the technique
of AFG to the breast and recent refined procedures to
improve fat viability and long-term success of the graft.
Methods Clinical publications and trials of AFG to the
breast from the past 5 years were examined. Attention was
focused on the different AFG steps and the clinical out-
comes, in order to highlight the strengths and weaknesses
of the available protocols.
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Results Recent studies have concentrated on new tech-
niques to improve fat viability and graft intake. However,
all of these studies use different protocols at each step of
the procedure. Furthermore, results may vary depending on
the technique used for fat harvesting and processing.
Conclusion This review points out the recent advances in
breast AFG techniques and their associated outcomes and
complications. The bibliography has been carefully
examined to reach a consensus so that recommendations
could be made for each step of the technique with the aim
of improving graft viability and long-term volume
maintenance.

Level of Evidence V This journal requires that authors
assign a level of evidence to each article. For a full
description of these Evidence-Based Medicine ratings,
please refer to the Table of Contents or the online
Instructions to Authors www.springer.com/00266.

Keywords Lipotransfer - Autologous fat grafting - Breast
surgery - Protocols improvement

Introduction

According to the International Society of Aesthetic Plastic
Surgery (ISAPS) [1] breast augmentation and reconstruc-
tion represented around 20 % of plastic surgery procedures
carried out in 2011. Surgical implants are predominantly
used. However, prosthetic breast reconstruction is not
without risk, since many cases of leakage or rupture, dis-
placement, infection, and capsular contracture have been
reviewed [2, 3]. Moreover, even if implants may last for
many years, some of them need to be revised or replaced
and they might present sometime complications such as
capsular contracture.
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An alternative is to use natural fillers for breast recon-
struction. By utilizing natural fillers, surgeons use tissue
from the patient, such as a flap taken from somewhere in
the body and transferred to the breast. The flap can be
musculocutaneous (dorsal, abdominal, or transversal) or
adipo-cutaneous (DIEP). Finally, subcutaneous adipose
tissue alone can be harvested via lipoaspiration and used as
a natural filler in autologous fat grafting (AFG), alone or in
combination with a flap.

AFG is a safe and easily adjustable technique that results
in natural filling of the breast. Even if AFG use is rapidly
expanding, the question about its legitimacy continues to be
raised because of its main limits: the low rate of long-term
graft maintenance [4] and the formation of oil cysts.

It is a fact that the results obtained with the AFG pro-
cedure are highly dependent upon the protocol and the
experience of the surgeon [5], with these two parameters
influencing cell death and resorption. Fortunately, an
increasing number of studies and clinical trials are aiming
to develop new techniques that limit graft resorption,
leading to improvements in AFG efficiency.

The aim of this review is to discuss the pros and cons of
AFG to the breast and to outline the different studies and
procedures available, in order that recommendations can be
made so that the procedures can be optimized to obtain
long-lasting results.

Autologous Fat Grafting to the Breast: « The Pros
and Cons »

Subcutaneous white adipose tissue is composed of two cell
fractions: the adipocyte fraction providing fat volume [6]
and the stromal vascular fraction (SVF) that contains
numerous cell types (endothelial cells, pericytes, stromal
cells, and hematopoietic cells) [7]. It is now widely accepted
that these two fractions are critical for graft survival, with the
efficacy of AFG being dependent upon their viability.

One of the major strengths of AFG to the breast com-
pared to implant-based reconstruction is the natural aspect
and palpation that it gives to the breast. AFG combined
with liposuction can provide an esthetically pleasing result
for the patient and is easy to perform by surgeons with
minimal invasiveness. Another important point is that AFG
to the breast gives an unlimited time effect, whereas a
prosthesis usually needs to be replaced and does not age
with the patient. Finally, the SVF of adipose tissue is a
great source of mesenchymal stem cells (MSC), the reason
for the increased interest in this tissue over the last decade.
With advances in our knowledge of the SVF and cell-as-
sisted lipotransfer, the trophic effect of stromal/stem cells
on scars and irradiated zones, as well as the beneficial
effects on angiogenesis and skin rejuvenation have been
demonstrated. These effects can probably be linked to

@ Springer

growth factor secretion by adipose stromal cells (ASC) [8]
as well as their ability to differentiate into multiple lineages
[9].

Nevertheless, AFG to the breast is also associated with
limits and complications. Complications will depend upon
the experience of the surgeon and the AFG protocol that is
used. In 2013 Leopardi et al. [4] and Largo et al. [10]
reviewed previous studies on breast AFG, focusing on the
complications that were encountered. With regard to fat
injection, the possible complications are: fat necrosis, oil
cyst formation, and calcification. These are frequently
reported and are not dependent upon the protocol used.
Liponecrosis is believed to be caused when an excess of fat
is injected, inhibiting the complete vascularization of the
graft and causing cell death due to ischemia and nutrient
deprivation. Cyst formation is often minor and can be
easily detected by palpation or imaging. Of the minor
complications, inflammation, striae, bruising, or superficial
infections can occur.

One limitation of AFG to the breast comes with the
patient morphology. For some patients, large volumes of
fat for grafting cannot be harvested (at least not in a single
operation without risking deformities of the donor site)
especially for Cell-Assisted Lipotransfer (see the dedicated
paragraph).

In recent years, a major concern as far as AFG to the
breast is concerned, was the possible mammographic
interference with cancer diagnosis due to tissue calcifica-
tion [11]. However, in the 2013 study by Rubin et al,
mammographic changes after AFG were less important
than those following breast reduction, a commonly
accepted procedure [12]. Therefore, care should be taken
when analyzing mammographic images following AFG,
with a high level of experience required to discern benign
calcification from oncological dangers.

The two main remaining issues concerning AFG to the
breast are the questions of the possible pro-cancerous role
of injected adipose tissue (discussed in the safety para-
graph) and the high resorption rate in the months following
injection.

The principal limit of this technique addressed in this
review is the low maintenance volume due to the use of
large volumes of fat [13—15]. The efficacy is estimated to
be approximately 50 % with nearly all techniques
(Table 1). Most of the resorption occurs in the 3—6 months
following adipose tissue injection. Nevertheless, it should
be noted that many protocols have been developed since
Coleman’s LipoStructure®, enhancing our knowledge
concerning fat processing prior to grafting.

To summarize, AFG to the breast is an extremely
promising technique with few complications, but protocol
improvements are still required in order to offer the best
possible outcome with enhanced fat maintenance.
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Complications associated

with AFG

Reinjection Outcomes

Aspiration method Processing of the fat

Cannula

Infiltration
method

Breast
preparation

Number of
patients

Purpose/context

Table 1 continued

Study
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Fat necrosis

Volume retention
at 1 year

blunt cannula

Centrifugation

Liposuction device

3 mm

10

Breast AFG

Spear et al.

3000 rpm for 3 min

(500-600 mmHg)

[15]

36 % for the right
breast and

39.2 % for the
left breast

Fat lysis (1)

Better results in

Blunt Coleman’s
cannula

Centrifugation

BRAVA Tumescent 3 mm Liposuction

14

Use of BRAVA

Uda et al.

non-irradiated

breasts

1200x g for 3 min

aspirator

solution

and breast AFG

[49]

Cellulitis (1)
Cysts (5)

connected to

(<350 mmHg)

2.5-cc syringes
Wear of BRAVA

Calcification (1)

after operation

Safety Concerns About AFG to the Breast

Even though breast autologous fat grafts are used world-
wide, there is concern about the interaction between stem
cells contained in the grafted adipose tissue and any pos-
sible residual cancerous cells from a mastectomy proce-
dure. This debate on the role of stem cells in the fat transfer
is of further concern when considering cell-assisted lipo-
transfer and the supra-physiological concentration of stem
cells associated with this procedure.

There are numerous in vitro and in vivo models avail-
able to investigate the possible pro-cancerous role of fat
injection; however, these models do not accurately simu-
late clinical results while often giving contradictory results
[16-19]. There is currently a lack of large controlled
studies with long-term follow-up to study this issue leaving
the topic understudied. Several individual cases have been
reported in which adipose tissue injection led to increased
tumor growth and even cancer relapse [20, 21]. The
mechanisms involved in these phenomena remain to be
identified, but may be cancer dependent such as patients
with intraepithelial neoplasia or other undetermined
factors.

Despite these concerns, in 2012, the ASPS Fat Graft Task
Force did not find “any reports suggesting an increased risk
of malignancy associated with fat grafting” and so far,
clinical reviews have not revealed any increased cancerous
relapse when using AFG to the breast [18, 22, 23].

Recent Studies

AFG to the breast is of great interest in breast surgery with
12 clinical studies currently registered on the clinical-
trial.gov website (research that contains the key words “fat
graft”, “fat grafting”, “adipose tissue injection”) [24].

In addition to these clinical trials, Table 1 resumes
clinical studies published on breast AFG in the last 5 years.

This table highlights the main issue with breast AFG,
which is the high resorption rate of the graft in the months
following injection: 15-40 and 20-55 % resorption at 3
and 6 months, respectively (Table 1).

The table also demonstrates that currently, several dif-
ferent protocols are being used by surgeons. This demon-
strates the complexity that surrounds adipose tissue
handling in AFG and makes it difficult to compare the
outcomes.

Moreover, one of the most striking observations is that
despite the deleterious effect of high-speed centrifugation
being demonstrated, over the past years, 17 studies have
used centrifugation steps equal or above 700xg. This
underlines the importance of determining a clear protocol
for the purification of fat prior to reinjection.
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A further piece of information that is highlighted by this
table is that it now seems to be commonly accepted that
microinjection of small lipid aliquots is employed in order
to enhance fat revascularization upon reinjection.

Finally, the most recent breast AFG studies highlight the
growing interest in enhancing harvested fat with a graft
supplement (with SVF or platelet-rich plasma: PRP).

Processing of Adipose Tissue

Lipotransfer can be divided into four steps: infiltration,
lipoaspiration, fat processing, and injection. Although
numerous protocols are currently used in clinics for all of
these steps, several studies compared the different methods
with the common aim of reducing fat resorption [52-57].

Infiltration

Lipoaspiration can be carried out while simultaneously or
previously injecting a physiological solution (wet
lipoaspiration). Dry lipoaspiration, without infiltration, is
no longer used for AFG because of the amount of associ-
ated blood loss [50]. The standard ratio for infiltration is
commonly 1-cc infiltrated for 1 cc of fat tissue removed,
but a higher ratio can be used with tumescent lipoaspiration
techniques. The infiltration solution can contain local
anesthetic (to avoid peri- and post-operative pain) and
vasoconstrictor drugs (adrenaline) to prevent bleeding.
Although adrenaline has been proven harmless at low
doses, the use of local anesthetic (e.g., lidocaine) is still an
issue. Indeed, these drugs have a cytotoxic effect on ASC
or can affect their metabolism. Therefore, these drugs must
be used at an appropriate concentration to prevent any
damage to the tissue [51, 52]. Their use increases the
importance of tissue washing prior to reinjection in order to
avoid any prolonged contact.

Lipoaspiration
Harvesting Site

As far as fat viability and graft outcome are concerned,
several studies have been unable to demonstrate a signifi-
cant difference between harvesting sites [48, 53, 54]. Fur-
thermore, the most common source for the harvesting of fat
grafts is the abdomen [11].

Cannulae
In 2009 Erdim et al. evaluated the influence of cannula size

and showed that a cannula that is too small could damage
the tissue [55]. The inner diameter of the cannula varies

between 2 and 4 mm, with the choice of cannula dependent
upon the surgeon carrying out the technique (Table 1).
Aside from the cannula size, the number and the size of the
holes in the cannula is important. In fact a higher number
of holes will enable faster fat harvesting with a concomi-
tant reduction in depression pressure [56, 57]. The diameter
of the holes will also affect the size of the harvested lob-
ules, with smaller lobules supposedly being more viable,
thus making revascularization easier [56].

Aspiration

The lipoaspiration cannula can either be connected to a
syringe, so that aspiration can be carried out manually, or
be power assisted. In all cases, the negative pressure caused
by aspiration is a critical factor in graft survival [58].
Indeed, in 2001, Shiffman demonstrated that a depression
of over 700 mmHg (by manual or by power-assisted
liposuction) should not be used for lipotransfer [59].
Cheriyan obtained the same conclusion comparing —250
and —760 mmHg pressures [60]. A questionnaire was sent
to the members of the American Society of Plastic Sur-
geons in 2013, with 55 % of the responders using manual
suction instead of other techniques [11].

Pulling of the plunger should be carried out with caution
because it will determine the negative pressure inflicted on
the tissue [61]. With this in mind, special syringes with a
controlled plunger can be used (e.g., Macrofill by Adip’s-
culpt). In any case, manual or power-assisted systems that
enable the control of negative pressure (e.g., K-VAC Syr-
inge by Lipocosm) are preferable.

A further factor that has given contradictory results is
the effects of direct exposure to air [62]. Further data
should be obtained to determine if non-closed systems
should be avoided or not.

In addition to assisted aspiration, several other techno-
logical advances have been developed in an attempt to
improve the quantity and the quality of harvested fat.
Water-assisted lipoaspiration (WAL) uses continuous
infiltration that enables “pre-dissection” of the tissue prior
to its aspiration (e.g., BodyJet by human med) [30, 44] but
this also results in a greater residual interstitial liquid
phase.

Some devices also improve the speed of aspiration by
making the cannula vibrate during the aspiration process
(e.g., PAL by microaire). This technique allows easier and
faster aspiration with less effort. However, even if it is
possible to regulate the intensity of the cannula vibration,
this technique might be more suited to performing high
volume liposuction rather than lipotransfer due to the
damage done to the harvested tissue with the vibrating
cannula.

@ Springer
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Purification

The purification step aims to remove the interstitial liquid
whilst at the same time ensuring the viability of the graft
cells. The two main purification protocols that are mostly
used nowadays are decantation and centrifugation. In 2013,
45 % of surgeons used a decantation process and 34 %
used centrifugation to purify the graft before AFG to the
breast [11].

Decantation

The decantation process is easy to perform and does not
necessarily require any additional devices. It can be per-
formed directly in syringes or in a special device designed
to trap the fat tissue and to isolate the liquid fraction (e.g.,
Lipocollector by human med; Tissu-Trans Filtron by
Shippert Medical). Even if it is probably the cheapest and
easiest to use for surgeons, the main limit of this process is
that a significant fraction of liquid will still be trapped in
the adipose fraction and will be the first to be reabsorbed
after reinjection [30]. The remaining infiltration liquid can
also be responsible for a higher concentration of pro-in-
flammatory cytokines secreted by the adipose tissue during
aspiration. This may trigger inflammation at the recipient
site, with recruitment of immune cells that can eventually
lead to increased graft resorption [63].

Centrifugation

Due to this limitation in the decantation process, since the
1990s the lipoaspirate can also be centrifuged to remove
the liquid fraction and improve graft uptake [11, 62, 64,
65]. Moreover, in 2010, Condé-Green found a greater
concentration of ASC in the centrifuged fat than with the
decantation method alone [61]. However, this step requires
a centrifuge and probably more time to carry out than
simple decantation. Since Coleman described the purifi-
cation step with 3 min of centrifugation at 3000 rpm
(rarely mentioned but corresponding to 900-1200 g,
depending upon the rotor used), many studies have inves-
tigated the role of centrifugation (speed and time) on the
viability and the maintenance of the reinjected tissue [61,
63, 65-67]. Caution must be taken with this centrifugation
step to preserve the integrity of the adipose tissue. Indeed,
the centrifugation speed is correlated with fat tissue com-
paction but also with the release of oil due to the death of
adipocytes. A balance must then be found between inter-
stitial liquid removal and adipose tissue damage. Tissue
damage can lead to an increase in the secretion of pro-
inflammatory cytokines, such as Monocyte Chimoattrac-
tant Protein 1 (MCP1) or Interleukin 6 (IL6) [63]. Hoareau
and Kurita have both shown a decrease in survival with

@ Springer

centrifugation forces higher than 400x g for 1 min [63, 67].
However, there are some protocols at the moment that still
use a centrifugation step of 3 min or more at 3000 rpm. On
the other hand, some protocols use one or several low
speed/time centrifugation(s) [66, 68]. There are some new
protocols that use a similar approach to reduce or limit
damage to the tissue through the use of manual centrifu-
gation (15xg). There is however little data in the literature
to make conclusions regarding such a method.

Alternative Processes

The aim of the filtration method is the same as that of the
decantation or centrifugation methods: removal of the
liquid fraction to purify the fat before reinjection. It is
accomplished by passing the lipoaspirate through a filter
(e.g., PureGraft by Cytori or Lipivage by Genesis Biosys-
tem) to remove particles below the chosen size. In 2013,
Zhu found less oil and greater viability with this system
compared to high-speed centrifugation [69].

Some protocols also integrate additional washing steps
(e.g., Macrofill by Adip’sculpt; PureGraft by Cytori) that
aim to remove the remaining infiltration solution [61, 69,
70], to get rid of most of the local anesthetic, vasocon-
strictors, inflammatory molecules, and death factors (re-
leased during liposuction) that may damage the tissue and
limit graft success [51, 63]. In 2013, only 28 % of surgeons
were using a washing step with breast AFG [11].

Reinjection

The final step of AFG is the reinjection of the adipose
tissue. This step usually requires the use of different sized
syringes (from 1 cc to 50 cc) depending on the quantity of
adipose tissue to graft. The injection is carried out with a
retrograde movement that deposes a small amount of fat
tissue in multiple directions via microtunneling at the
recipient site. If the graft deposit is too large it will take
longer for vascularization to reach the center of the graft,
resulting in fat necrosis (Fig. 1).

Therefore, the injection of small aliquots of fat is now
commonly accepted, with a cannula of 2 mm being pre-
ferred for fat reinjection (Table 1). Surgeons usually graft
in all tissue planes (except glandular areas) [56]. No con-
sensus is available however on whether a particular graft-
ing zone is preferable even though muscular zones are
more vascularized and could thus prove to be good
recipients.

To protect the injected tissue from injection-related
shear stress, automated devices have been developed.
These devices aim to inject the fat with rigorous continuous
pressure. Control of the injection (with an adipose tissue
injector) was shown to improve in vivo fat retention in a
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Theoretical mechanism

Injection of large lobules

Injection of small lobules

Likely outcome
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Fig. 1 Injection of small lobules of fat enhances revascularization of the graft and long-term survival

nude mouse model compared to a modified Coleman’s
method following simple decantation [71].

Finally, care must be taken not to overgraft in the breast.
Faced with resorption, many surgeons try to overcome this
limit by “overcorrection” of the recipient site. However,
exceeding breast volume might lead to an inverse effect
with increased graft pressure resulting in tissue damage
[27, 56].

More Complex Protocols

In the last five years, a new approach has been developed to
improve fat grafting through the addition of stem cells or
growth factors [25, 31, 34, 35, 37, 39]. In all of these
protocols, whether the addition of PRP, SVF, or ASC is
implied, the supra-physiological concentrations of stem
cells and growth factors is a sensitive issue in reconstruc-
tive breast surgery with a risk of cancer relapse [72].

PRP Enriched Grafts

In surgical fields, great interest has been demonstrated in
platelet concentrates, notably in PRP, which is easy to use
and only requires a blood sample. This blood derived for-
mula contains a concentrated number of platelets that
releases several growth factors (contained in the alpha-
granules) such as platelet-derived growth factor (PDGF),
transforming growth factor beta (TGFB), vascular

endothelial growth factor (VEGF), and epidermal growth
factor (EGF). These growth factors are responsible for high
angiogenesis and proliferation potential in vitro [73].
Because of its properties, the use of PRP in breast AFG has
been considered. There are still limited and conflicting
results in the literature. In 2011, Salgarello et al. showed no
benefit of using PRP with Coleman AFG, whilst in 2012
Gentile et al. reported a 1-year graft survival of 69 %
compared to 39 % for the Coleman technique alone [35,
37]. PRP clearly has a concentration-dependent effect, with
standardization of PRP preparation still unavailable. These
factors and the numerous available protocols [74] can
explain the contradictory results that have been obtained.
More studies with a higher number of patients will be
required to reach a consensus on the use of PRP at a
defined concentration.

Cell-Assisted Lipotransfer (CAL)

Over the past decade, studies have shown a great deal of
interest in the SVF mainly because of its ASC content and
its ability to secrete pro-angiogenic factors [75, 76]. Thus,
new procedures have emerged, consisting of the injection
of a stem cell enriched fat graft. The common name for this
protocol is Cell-Assisted Lipotransfer (CAL) [25].

The goal of this approach is to inject more SVF cells to
promote vascularization and survival of the graft thanks to
the presence of more endothelial precursors and pro-

@ Springer
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Table 2 Guidelines for the different steps of AFG to the breast (according to the literature new data)

Procedure Tips

step

Infiltration Usually conducted with a 1/1 ratio. While adrenalin can be used without problem, local anesthetics should be avoided. If
necessary, local anesthetics should be used with appropriate concentration (maximum 0.4 mg/mL), and the tissue should be
washed

Harvesting Use a low depression (less than 0.5 atm or 375 mmHg), and a small cannula (2—-4 mm in diameter) with multiple holes to
decrease the pressure in order to preserve the tissue and to harvest small fat lobules. Devices that accelerate fat tissue harvesting
may damage the fat graft if they are not used with caution

Processing Washing steps are important in order to remove infiltration drugs and inflammatory molecules. Low-speed centrifugation (less
than 400 g) or equivalent should be used to remove the liquid part so that a sufficient fat density is maintained for reinjection

Reinjection =~ Neovascularization of the graft is critical for its survival. It is therefore important to inject small adipose aliquots in order to

decrease hypoxic stress. Preferably use a small cannula (2 mm diameter or less) with small holes. Additional care of the
recipient site (BRAVA) or enhanced lipotransfer (CAL) might be suited for low trophicity breast (e.g., after radiotherapy)

angiogenic factors like the vascular endothelial growth
factor (VEGF) secreted by the SVF [8]. Moreover, the
enriched grafts contain more ASC that may be able to
differentiate in the adipocyte lineage in situ to overcome
the death of adipocytes that occurs during AFG. Finally,
the immunoregulatory potential of ASC [77] may decrease
the inflammation that is responsible for a sub-optimal
outcome, causing adipocyte death. In the CAL protocol, the
SVF is isolated of half of the harvested fat and then
combined with the other half to create a stromal cell
enriched fat graft. Several devices are now used in clinical
practice to isolate the adipose SVF. These devices often
use enzymatic digestion to digest the tissue and allow the
isolation of the SVF cells as a pellet following centrifu-
gation of the digested tissue [78].

So far the results obtained with CAL do not allow us to
reach any conclusion as far as the superiority of this
technique is concerned when compared with conventional
fat transfer [45]. There is still a lack of real comparative
studies with an objective assessment of graft survival.
Moreover, the higher cost and quantity of tissue required
for CAL remain limiting factors. It is likely that the CAL
technique may not be suited to every AFG application.
However, SVF seems to improve scar healing and might be
suitable for low trophicity recipient sites [79].

ASC Enriched Graft

Last year, Trojahn Kglle et al. published a study carried out
with volunteers in which fat grafts were compared with fat
grafts enriched with cultured ASC. Even if this study was
conducted on bolus injections of fat, the improvement in
fat survival at 121 days (80.9 vs. 16.3 %) has now raised
interest in cultured ASC supplemented fat for AFG [80].
We can expect in future breast AFG studies with cultured
ASC to assess safety and cost effectiveness of this concept.
However, this protocol is not a one-step procedure, with
additional costs, time and the possibility of contamination

@ Springer

related to the expansion of stromal cells. Furthermore, the
intensive expansion of stromal cells increases the mutation
risk in these cells (abnormal caryotype).

Breast Expansion System

Focusing on the recipient site, Khouri has developed the
BRAVA system. The principle of this device is to extend
the breast skin to make it a more favorable recipient for fat
injection. The device applies a negative pressure (from 15
to 33 mmHg) to the breast area to (1) untighten the skin,
increasing recipient volume, and (2) increasing blood
supply via mechanotransduction effects [14]. Several
studies and a clinical trial have supported the use of this
technique and have demonstrated good results [26, 33, 38,
40, 49]. However, the BRAVA is quite expensive and its
use is unwieldy for the patient. Considering its cost and its
cumbersome nature it might be better suited for selected
patients, for example with a “hostile” recipient breast
(post-radiotherapy [49] ) or those who want a large aug-
mentation with limited procedures [81]. Nowadays, 8 % of
American plastic surgeons are using this device prior to
AFG [11].

Guidelines

In Table 2, we resume some tips that, according to the
literature, can help to improve outcome for breast AFG.
There is still no ideal protocol but we believe that the
recent knowledge can be used to avoid deleterious
procedures.

Conclusion
AFG to the breast is now a standard practice for breast

reconstruction and augmentation procedures. However,
there remain serious limitations as far as graft intake is
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concerned. To improve outcome, many studies have
focused on finding new approaches to treat the fat before
reinjection. Here, we summarized current knowledge for
each step of the AFG to the breast technique.

We believe it is possible to improve long-term outcomes
by respecting both adipocyte and stromal fractions during
the entire AFG to the breast process. Graft survival can be
improved by controlled aspiration with low negative
pressure (<700 mmHg) and with multi-small-holed can-
nulae. Before reinjection the fat needs to be concentrated
while care is taken to preserve cell survival (positive bal-
ance between liquid removal and fat damages).

In the past 10 years, many research groups have shown
interest in “stem cell enriched” grafts, especially the CAL
protocol with SVF. It is still not clear if this protocol is
better than conventional fat grafting. It might be promising
for hostile hypotrophic recipient sites (an irradiated breast
for example) justifying the higher cost, the necessity to
harvest more tissue (half of it is digested) and the supple-
mentary operation time that is required (approximately 2 h
more). For all other applications high graft maintenance
can be achieved by carefully processing the fat with simple
and low-cost techniques.

The future of AFG to the breast is yet to be written; but
it is clear that since the advent of the optimized Coleman’s
lipostructure, a great deal of fat grafting knowledge has
been gathered and we now have more clues about how to
handle fat in order to offer the best esthetic outcomes for
patients.
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D. L’étude de comparaison des nouveaux procédes de lipotransfert

Comme nous pouvons le constater, les techniques de lipotransfert sont trés diverses et ce sur
chaque étapes de 1’opération. Toutes ces techniques sont actuellement utilisées en clinique
humaine pour les mémes applications sans qu’aucune ne se soit clairement démarquée des
autres. Ce contexte conduit a la multiplication des protocoles sans qu’il n’y ait de

standardisation de la technique.

Or chaque fagon de procéder influe sur les résultats a moyen/long terme.

Méme si les étapes du lipotransfert ont été décortiquées et les effets de chaque parametre
documentés, il y a un réel manque d’étude comparative entre les protocoles proposés aux

chirurgiens.

C’est pourquoi nous avons réalisé une étude comparant 5 techniques de lipotransfert telles

qu’elles sont utilisées en clinique et se basant sur des procédés différents.

- La technique Coleman se basant sur une infiltration de ratio 1:1, une aspiration manuelle
avec une seringue de 10cc, une centrifugation du tissu a 900g pendant 3min.

- La technique Bodylet, utilisant le principe du WAL avec une infiltration continue et une
aspiration automatisée, puis une décantation dans un fat trap.

- La technique Macrofill, utilisant une infiltration de ratio 1:1, une aspiration manuelle avec
une seringue a incrément 60cc, 3 centrifugations (100g, 100g et 400g pendant 1s, 1s et 1min)
entrecoupées de lavages au Ringer Lactate.

- La technique Microfill, utilisant une infiltration de ratio 1:1, une aspiration manuelle avec
une seringue de 10cc, 3 centrifugations (100g, 100g et 400g pendant 1s, 1s et 1min)
entrecoupées de lavages au Ringer Lactate.

- La technique PAL couplée a la poche PureGraft, avec une infiltration de ratio 1:1, une

aspiration automatisée et une vibration de la canule puis une filtration couplée a un lavage.
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Criteres de comparaison

Comme expliqué précédemment, la majeure limite du lipotransfert se situe dans son taux de
prise de greffe variable avec des résorptions de greffon allant de 10 a 80% selon les zones et
les techniques. Cette résorption a lieu a court et a moyen terme en clinique avec une
stabilisation du volume vers 6 a 12 mois selon les applications.

Ce taux est dépendant de la survie des adipocytes. En effet, les adipocytes représentent plus
de 80% du volume du tissu adipeux et leur mort conduit a la libération des lipides contenus

dans les vacuoles de ces cellules.

C’est pourquoi dans notre étude comparative nous avons privilégié une comparaison de ce
parameétre de résorption entre les différentes techniques.
Pour ce faire, 2 modéles d’étude du lipotransfert décrits dans la littérature ont été utilisés :
- Un modele in vitro de culture du tissu adipeux total a court terme (période de 48
heures)
- Un modele pré-clinique in vivo d’injection sous-cutanée du greffon de graisse chez des

souris immunotolérantes, avec une étude a moyen terme (délai de 4 semaines).

Toute cette étude a été rendue possible gréace a la collaboration mise en place entre la clinique
Bretéché et le laboratoire INSERM U791 représenté par le CHU de Nantes.

Les prélevements a la clinique ont tous été effectués par 1’équipe du Dr Lefourn et les tissus
ont été transportés au laboratoire dans une période de 20min suivant le dernier prélevement en

prenant soin de conserver le prélevement a une température allant de 18 a 22°C.

Les études animales sur souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) ont été réalisées
au sein d’une animalerie agréée. Les régles d’éthiques et de bien-étre animal ont eté
respectées et 1’¢tude a fait 1’objet du dépot d’un « dossier de saisine » ou « formulaire
d’autorisation de projet utilisant des animaux a des fins scientifiques » comme demandé par

I’arrété du 1°" février 2013 de la directive européenne 2010/63/UE.
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Abstract

Background: Autologous Fat Grafting is a widely used technique that gives natural results
when treating soft tissue deficiencies. However, there is still no consensus on which is the
best procedure to use, leading to unpredictable results due to fat graft resorption.

Objectives. This study compared 4 commercial lipotransfer devices by analyzing the
behavior of processed adipose tissue and the outcome of the adipose graft in an in vivo model.
Methods: 4 different protocols that used manual, power or water assisted lipoaspiration and
then decantation, centrifugation or filtration were used on each of 8 patients to process
lipoaspirate. Harvested adipose tissue was assessed in vitro (tissue resorption, oil formation,
cytokine secretion). Graft resorption rate was calculated and histological analyses were
performed after subcutaneous injection in a murine model.

Results: All protocols resulted in very low oil formation and histologically healthy grafts.
The tissue volume was significantly greater after 2 days in culture when using manual
lipoaspiration and soft centrifugations/washing steps (Microfill®/Macrofill®) compared to
Water-Assisted Lipoaspiration/Decantation (BodyJet®) and Power-Assisted
Lipoaspiration/Filtration (PAL®+PureGraft®). These results were confirmed in mice one
month after subcutaneous injection, with greater efficiency obtained with protocols that
employed (A) manual aspiration, (B) soft centrifugations and (C) washing steps.

Conclusions: We have confirmed that the choice of technique used to process adipose tissue
during lipotransfer surgery can highly influence fat grafting efficacy. In our study, the use of
soft centrifugations lead to better graft efficiency and lower resorption compared to

decantation or single filtration.
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Abstract

Background: Autologous Fat Grafting is a widely used technique that gives natural results
when treating soft tissue deficiencies. However, there is still no consensus on which is the
best procedure to use, leading to unpredictable results due to fat graft resorption.

Objectives: This study compared 4 commercial lipotransfer devices by analyzing the
behavior of processed adipose tissue and the outcome of the adipose graft in an in vivo model.
Methods: 4 different protocols that used manual, power or water assisted lipoaspiration and
then decantation, centrifugation or filtration were used on each of 8 patients to process
lipoaspirate. Harvested adipose tissue was assessed in vitro (tissue resorption, oil formation,
cytokine secretion). Graft resorption rate was calculated and histological analyses were
performed after subcutaneous injection in a murine model.

Results: All protocols resulted in very low oil formation and histologically healthy grafts.
The tissue volume was significantly greater after 2 days in culture when using manual
lipoaspiration and soft centrifugations/washing steps (Microfill®/Macrofill®) compared to
Water-Assisted Lipoaspiration/Decantation (BodyJet®) and Power-Assisted
Lipoaspiration/Filtration (PAL®+PureGraft®). These results were confirmed in mice one
month after subcutaneous injection, with greater efficiency obtained with protocols that
employed (A) manual aspiration, (B) soft centrifugations and (C) washing steps.

Conclusions: We have confirmed that the choice of technique used to process adipose tissue
during lipotransfer surgery can highly influence fat grafting efficacy. In our study, the use of
manual aspiration combined to soft centrifugations lead to the best results in the selected

models.
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I ntroduction

Interest in autologous fat grafting (AFG) has increased since the advent of lipoaspiration in
the 1970’s. It is used both for aesthetic purposes (volume augmentation, wrinkles) and for
plastic reconstruction to treat adipose tissue affections (lipodystrophy) or injuries (burn
marks, mastectomy, scars...)*| The principle of this procedure is to provide soft tissue filling
of a chosen area of the body via subcutaneous injection of adipose tissue that has been
harvested from a donor site (mostly abdomen according to the American Society of Plastic

Surgeons in 2013).

However, high levels of graft resorption several months after injection (from 30% to 80%

depending on site, volumes and protocols) is still a major clinical limit to AF(ﬂj

The AFG technique can be divided into 4 steps: infiltration, aspiration, purification and
reinjection. Each of these steps is critical for the survival of adipose and stromal vascular cells
and are influential in post-injection outcom The majority of surgeons harvest fat with a
syringe and manual suctior}®| but new alternative devices are also available. Centrifugation is
commonly used during purification, but high speed centrifugation has been shown to be

harmful to adipose tissue cell For this reason, other techniques have been developed that

utilize decantation, filtration systems, or soft centrifugationg | Finally, washing the tissue

to remove blood and infiltration solutions has been shown to improve resultﬂ but this

technique is still only used in a handful of protocols.

Currently, surgeons have numerous devices at their disposal that use different processes to

harvest and purify tissue. Despite growing interest in this field, there is still no consensus
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about the way in which fat should be processed from harvesting all the way through to fat
transfer, leading to highly variable results.

In this study, the adipose tissue graft was harvested and processed via 4 “new generation”
lipotransfer protocols that represent 3 different concepts: BodyJet® (water assisted
lipoaspiration and decantation), PAL®+PureGraft® (power assisted lipoaspiration and
filtration), Microfill® and Macrofill® (manual aspiration, soft centrifugation and washing).
The harvested tissue was compared in vitro and in vivo to determine which protocol gives the
best results in terms of quality (oil formation, histological aspect) and quantity (resorption

rate).
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Material and Methods

Patients:

All protocols were approved by the French national ethics committee (code DC-2011-1399).
Lipoaspirates were obtained (January 2014 to May 2015), from 8 female patients undergoing
abdominal lipoplasty or dermolipectomy (mean age: 41.5 (range 29-55) and mean body mass
index: 26.2 (range 23.5-29.5)). All patients gave their informed consent. Exclusion criteria
were BMI1>30 and lipodystrophy syndrome. For each patient, the abdomen was divided into 4
sites and the study protocols were randomly attributed to each site. For each protocol, the
same amount of lipoaspirate (75cc) was harvested with a total of 300c per patient for all 4
protocols.

For each protocol, apart from Water-Assisted-Lipoaspiration (WAL), a tumescent solution
(saline solution NaCl 0.9%, adrenaline 2%) was infiltrated prior to aspiration with a ratio of
1cc infiltrate for 1cc of harvested tissue. With the WAL protocol, the tumescent solution was
infiltrated before and during the harvesting step in accordance with the manufacturer's

instructions (Bodyjet® - Human med, Schwerin-Germany).

Harvesting and processing methods:

Harvesting products and consumables were generously provided by Adip’sculpt, Human-med

and Microaire companies.

WAL protocol:
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Infiltration and tissue aspiration were performed with the Bodyjet® device. Infiltration was set
at 2 and aspiration set at 0.5atm (approximately 380mmHg). The aspiration device was
connected to a fat trap (Lipocollector 3® - Human-med, Schwerin-Germany) in which the
tissue was allowed to decant for at least 15min. The lower liquid phase was then discarded

and the adipose tissue phase was used for our experiments.

PAL and filtration:

Following infiltration, the fat tissue was harvested with a 3mm multi-hole cannula connected
to a PAL device (PAL® - Microaire, Charlottesville-USA) with vibration set at 5/10 and a
0.5atm aspiration. The harvested adipose tissue was then washed through a filtration device
(Puregraft® - Cytori Therapeutics, San Diego-USA) according to the manufacturer's
instructions. Briefly, fat was inserted into the Puregraft® bag and then washed twice with the
same amount of washing solution (Ringer Lactate — Bbraun, Melsungen-Germany). After
each washing step, liquid and oil fraction were allowed to evacuate into the appropriate bag.

The remaining tissue was used for our experiments.

Multiple washing and centrifugation protocol:

The adipose tissue was harvested and processed with two slightly different protocols
according to the manufacturer's instructions (Microfill® and Macrofill® — Adip’sculpt, Sainte
Clotilde-France). With Microfill®, the tissue was harvested with a 2mm multi-hole cannula
connected to a 10cc syringe and a vacuum of -0.5atm (2cc aspiration). With Macrofill®, a
3.5mm multi-hole aspiration cannula connected to a 50cc vacuum-controlled syringe (-0.5
atm) was used. Once harvested with either of the two protocols, fat tissue was washed by the
addition of 15cc of Ringer Lactate for 35cc of tissue and centrifuged at 100g for 10s. This

procedure was repeated twice. A final washing step was followed by centrifugation at 400g
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for 1min. At each step, the oil supernatant and the lower liquid phase were discarded. The

remaining tissue was used for our experiments.

In vitro experiments:

Tissue culture:

With the tissue harvested from the first 5 patients, processed fat tissue from each protocol was
cultured in 24 well microplates (Corning, Corning-USA). In each well, one cubic centimeter
of fat was combined with 2cc of standard medium: Dulbecco’s modified Eagle’s medium
GlutaMax (Thermo Fischer Scientific, Waltham-USA), 10% Fetal Calf Serum (PAN-Biotech,
Aidenbach-Germany), Penicillin 10 000U/mL, and Streptomycin 10 000pg/mL (Thermo
Fischer Scientific). Plates were incubated at 37°C with 21% oxygen and 5% carbon dioxide
(CO2). After 2 days of culture, tissue and medium were collected and gently centrifuged at
400g for 1min to determine the volume of oil (upper phase) and the remaining volume of

tissue (middle phase).

Tissue secretion of inflammatory cytokines:

After 2 days of adipose tissue culture and centrifugation for 400g/1min, the lower liquid phase
was collected and Monocyte Chemotactic Protein 1 (MCP1) and Interleukin 6 (IL6) secretion
were quantified with enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) according to the
manufacturer's instructions (eBioscience, San Diego-USA). Briefly, plates coated with an
anti-MCP1 or an anti-IL6 antibody were incubated with the samples. A biotinylated antibody

(anti-MCP1 or anti-1L6) coupled with an HRP enzyme was added.

Stromal vascular fraction cells isolation:
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On 4 patients, part of tissue samples obtained by liposuction were digested under agitation for
1h at 37°C in Ringer-Lactate buffer containing 1.5% collagenase (NB4, SERVA, Heidelberg-
Germany, PZ activity 0.175U/mg) followed by centrifugation at 900g for 3min. The cell
pellet (SVF, Stromal Vascular Fraction) was then resuspended in Ringer Lactate and washed
with centrifugation at 900g for 3min. This operation was repeated twice. After the third wash,
the pellet was resuspended in Ringer Lactate and filtered through Steriflip 100pum (Millipore,
Molsheim-France). After centrifugation at 900g for 3min, cells were resuspended in standard
medium then cell number and viability were assessed microscopically by trypan blue dye

exclusion.

In vivo experiments:

Animals:

Thirty-six adult (2 month old), CB17 severe combined immunodeficient (SCID) female mice
(Charles River Laboratories, Wilmington-USA) were used in this study. Two subcutaneous
tunnels were created in the mice flanks to perform 2 injections per mouse (n=6 injections per
group). One cubic centimeter of fat was injected with a retrograde movement using a 2mm
cannula connected to a 1cc syringe. After 4 weeks, mice were sacrificed with carbon dioxide
and fat grafts were retrieved. Samples where fixed in 4% formaldehyde for 48h. This

experiment was repeated 3 times with the tissues obtained from the three last patients.

Implant characterization:
Grafts were retrieved and fixed one month after implantation. Fixed samples were quickly

dried and weighed with a precision scale.
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Histological analyses:

Fixed samples were dehydrated in a series of alcohol baths and embedded in paraffin. Five
micrometer tissue sections were performed on a microtome and stained with
Hematoxylin/Phloxin/Saffron (HPS) staining. Slides were scanned (Hamamatsu nanozoomer)
and area measurements and histological scoring was carried out with NDPview software

(Hamamatsu, Hamamatsu-Japan). Histological scoring was adapted from a previous studﬂ

Statistical analysis:
All statistical analyses were conducted with Prism (GraphPad, La Jolla-USA) software.
Significance was determined by Kruskal-Wallis analysis combined with a Dunn's Multiple

Comparison test.
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Results

In vitro analysis of harvested lipoaspirates

Cellularity and stem cell contents

Isolation of SVF cells from the lipoaspirates of the first 4 patients was carried out with no
significant cellular differences being observed. Moreover, Adipose Stromal Cells (ASC) were
isolated by plastic adhesion over a period of 24h and again no significant differences were

found in the number of cells per milliliter of lipoaspirate (data not shown).

Tissue resorption in culture

The lipoaspirates obtained from 5 donors and harvested/purified with 4 protocols were seeded
in culture plates with culture medium. After 2 days of culture the remaining tissue phase was
significantly higher with the two manual aspiration/centrifugation techniques (77.7 and
79.5%) compared to the WAL/decantation (48.9%) (Figure 1A). The proportion of residual
tissue seemed intermediate with the PAL/filtration (62.2%) protocol but no statistical

differences were noted.

Oil formation in culture
In addition to the adipose tissue phase, oil formation was also measured (Figure 1B). In all
protocols, only a limited amount of oil was detected (under 2% of initial volume: 0.9, 1.5, 0.9

and 0.8% respectively).

10
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Figure 1: In vitro evaluation of adipose tissue and oil quantity after harvesting and processing
with the 4 different protocols. Processed lipoaspirates were incubated in the presence of
culture medium for 48 hours. (A) The adipose phase was assessed and the results expressed as
a percentage of initial volume. *p<0.01 compared to the BodyJet® condition. (B) The oil

supernatant was measured and the results expressed as a percentage of initial volume.

11



215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

Cytokine secretion in culture

After two days of culture, the tissue medium (lower phase) was harvested, filtered and
cytokine secretion was evaluated with an ELISA test. Extensive patient-dependent cytokine
secretion was observed. When comparing the techniques, no significant differences were
found for MCP1 or IL6 secretion (Figure 2A and 2B). In all cases, cytokine secretion was

lower than 100ng/mL.

Figure 2: Adipose tissue cytokine secretion after 48h of culture. Processed lipoaspirates were
incubated in the presence of culture medium for 48 hours, then medium subnatant was

retrieved to assess MCP1 (A) or IL6 (B) concentration with ELISA.

12



225  Invivo analyses of implanted lipoaspirates

226

227  Histological scoring at one month

228  Harvested grafts were analyzed histologically for the presence of oil cysts, fibrous tissue and
229  inflammatory cell infiltration (Table 1). The results of histological scoring are presented in
230  figure 3A. The lower the histological score, the more oil cysts, fibrous tissue and cell
231 infiltration was present in the samples (examples are listed in figure 4).

232 No significant histological differences were observed when comparing the grafts (with scores
233  of 4.72 for WAL/decantation, 5.75 and 5.25 for manual aspiration/centrifugation and 5.76 for

234 PAL/filtration).

235
236  Table 1: Detailed histological scoring grid of adipose tissue grafts.

237
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Tissue resorption after one month

One cubic centimeter of tissue obtained with each protocol was implanted in the subcutaneous
tissue of immunodeficient mice. After one month, grafts were harvested and the remaining
tissue weight was assessed (Figure 3B). Once again, manual aspiration/centrifugation
techniques resulted in higher remaining tissue size and weight (means of 0.95g and 0.97g
respectively) than the other two techniques (a mean of 0.56g for WAL/decantation and a

mean of 0.66g for PAL/filtration).
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Figure 3: In vivo evaluation of fat grafts one month after subcutaneous implantation. Fat grafts
were conducted in mice following liposuction and lipoaspirate purification with 4 different
protocols. The entire graft was removed after 1 month. (A) Histological scoring was
performed on HPS stained sections. Longitudinal sections were prepared from 3 different
graft depths. (B) Harvested grafts were weighed. *p<0.05 compared to the BodyJet®

condition. #p<0.05 compared to the PAL®+PureGraft® condition.
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255

256  Figure 4: Examples of graft histological scoring of HPS stained sections. (A) Example of the
257  presence of oil lacuna, marked “O”. (B) Example of the presence of fibrous tissue, marked
258 “F”. (C) Example of the presence of inflammatory infiltration, marked “I”. (D) Example of
259  heterogeneity of adipocyte size and shape.

260

16



261

262  Figure 5: Representative histological images of HPS stained graft sections 1 month after sub-
263  cutaneous injection in mice. (A) graft processed with the BodyJet® protocol. (B) graft
264  processed with the Macrofill® protocol. (C) graft processed with the Microfill® protocol. (D)
265  graft processed with the PAL®+PureGraft® protocol.
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Discussion
The actual context of AFG

From simple decantation to the use of Coleman's centrifugation protocol, lipotransfer
protocols are increasingly being used worldwide. Nowadays, most of the techniques in use are
still based on decantation in a fat trap, or centrifugation by a Coleman protocol, but other
methods using filtration, washing steps or centrifugation with a range of settings are also
useﬂ

Faced with reaching the limits of graft resorption during AFG, several teams have set out to

define the critical points that can improve the technique in order to develop a new, more

efficient approachf*f**| that could lead to the commercialization of new lipotransfer

devices.

In recent years there, there have been great advances in lipotransfer tissue processing. Use of

a controlled vacuum during aspiration is now a commonly accepted critical steg™

Similarly, reducing the use of local anestheti¢™if*’| or removing any potential blood waste, or

slowly reinjecting small aliquots to improve neovascularization and reduce shear stresﬂ are
all equally important.

However, the appearance of several new devices for aspiration and purification has not led to
the identification of a protocol that provides the best results in terms of patient volume
maintenance, decreasing oil cysts, and avoidance of over-correction or multiple AFG

procedures.

18
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Our study aimed to compare 4 of the “new generation” of AFG clinical protocols with other
harvesting and purification methods. The potential for patient-dependent results was limited

by comparing the 4 protocols in the same patienlj
Good handling of tissue viability

All protocols used a controlled harvesting vacuum to improve the viability of the cells and

limit oil formation. In fact, as described previously, no or very little oil formation was

detected in the in vitro 48h graft culture model, for all conditions|'[*"| Filtration, decantation

and, soft centrifugations did not produce more oil after culture or implantation. Our findings
confirm that the vacuum used during aspiration is crucial and when not properly controlled is

probably responsible for the majority of post-implantation oil formation.

It is now commonly accepted that the survival of SVF cells is critical for graft vascularization
and survival. In our study, all techniques gave the same proportion of SVF cells with more
than 90% viability. Moreover, when isolating the adipose stromal cells (ASC) from the SVF,

no difference was found in number, viability or proliferation rate after 1 week. These results

are concordant with previously described studieg<’<*

The lipotransfer protocol, in particular the harvesting of cells from their environment and the
concentration of the cellular phase prior to reinjection, can be stressful for the cells, leading to
the production of pro-inflammatory cytokines. IL6 and MCP1 are two cytokines secreted by
the adipose tissue during inflammatior[l This inflammatory environment can lower the

viability of cells. In our experiments no difference in IL6 and MCP1 secretion was detected in
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whole adipose tissue (Figure 2) or SVF cells (data not shown), with cytokine secretion

remaining low with all protocols.

Histological analysis showed that all of the techniques resulted in relatively healthy tissue
after injection (low rate of oil formation and limited signs of fibrosis or inflammation). These
results can be explained by the utilization of our in vivo model (relatively small amounts of fat
were injected for a limited period of time). Moreover, in our study, the tested protocols
maintained adipose graft viability with low vacuum aspiration (<700mmHg), without the use
of local anesthetic, and with fat processed in a closed circuit (no contact with the air). The
control of these points is critical for post-injection tissue shape, as we have been able to

demonstrate with the good histological scores that we obtained in this study.

However, the main limitation of AFG is not the shape of the graft but the resorption rate. In
order to compare the different clinical processing techniques, we calculated the remaining
tissue weight in our in vitro and in vivo models (the density of the graft was constant for all

tested conditions).

Graft volume maintenance

Major differences between the tested conditions were, in general, observed when we
investigated the remaining tissue after processing in our two models: 48h in vitro and 1 month
in vivo. The two manual aspiration/centrifugations/washing protocols that were tested in these

two models resulted in higher volumes of fat tissue than the other protocols.

The BodyJet® protocol uses the WAL technique with continuous infiltration during aspiration.

This process allows the harvesting of small aliquots of fat, with lobules separated with a jet of

20
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water. An advantage of infiltration is that there is a low bleeding rate that results in a "blood
free" lipoaspirate. Although the lipoaspirate is much more diluted by the presence of
infiltration liquid, the decantation process with the Lipocollector® device enables the liquid
phase to collect in the bottom of the fat trap through the action of gravity, thus eliminating it

almost completely. However, it is extremely likely that a large part of the liquid phase will

still be trapped in the adipose phasq“**| This liquid will be the first to be reabsorbed after

injection, which explains the lower remaining quantity of tissue obtained with this technique
in our study. It would be very interesting to assess the combination of WAL fat harvesting

with centrifugation in order to eliminate most of the liquid component prior to reinjection.

Like the WAL process, PAL® enables the harvesting of small fat lobules by dissection of the
tissue with cannula vibration. However, care should be taken not to use vibration at full
capacity, which could lead to tissue damage. The PAL® system is only a fat harvesting
aspiration device and does not purify the fat. It is for this reason that, like in a number of other
clinical protocols, we combined the PAL® aspiration device with the PureGraft® filtration
bag. The PureGraft® system enables the removal of the liquid and oil phases whilst washing
the tissue, without the use of gravity (decantation or centrifugation). Our study did not enable
us to assess which of the points is critical in improving graft efficacy in this combined system.
Nevertheless, to our knowledge this is the first time that this combination has been tested in

these experimental models.

[8)

Good results have previously been obtained with each devicg°| However, previous studies

have focused on cell viability and differentiation, blood cell content, or growth factors. In our
study, we focused on short and long term resorption of fat grafts and on the histological

appearance of the grafts one month post-injection. We highlighted significant differences in
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terms of graft resorption with the PAL/filtration combination, whilst the amount of stem cells

per volume of adipose tissue remained equivalent to other techniques.

In our study, the Macrofill® and Microfill® kits, using manual aspiration, washing steps, and
soft centrifugations, gave significantly better results as far as remaining tissue was concerned
than the other techniques.

The results that we obtained are consistent with previous studies that reported the advantages

of gentle centrifugation(s and tissue washeg™>

Firstly, controlled aspiration, with a syringe or smooth aspiration with WAL or PAL are
crucial for adipocyte survival. However, this alone is insufficient for good resorption results.
To achieve this goal, the removal of the majority of the liquid phase of the lipoaspirate is
critical (especially if WAL is used).

Centrifugation can be harmful to the tissue when duration and speed are excessive. The use of
several short and soft centrifugations overcomes these constraints whilst at the same time
concentrating the fat tissue. The other advantage of using multiple centrifugations is that it

allows washing steps to be included to eliminate possible dead cells, residual local anesthetics

and cell debrig™{°| It is for this reason that a filtration method, with, for example, a filtration

bag, is of interest when washing the lipoaspirate. Furthermore, the addition of soft
centrifugations to WAL or PAL harvesting could improve liquid removal and post-reinjection
tissue maintenance. In this study, the in vitro results indicate that there is higher graft
resorption with decantation/filtration purified tissue than tissue purified with centrifugation
alone. Our in vitro results confirm that more liquid is present in injected tissue that has not
undergone centrifugation. This liquid part is likely to be resorbed after injection as is probably
the case in our model. The use of centrifugation to remove more liquid from the graft results

in decreased resorption.
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This study compares 4 fat preparation protocols, with manual aspiration, WAL, PAL,
decantation, centrifugation, and filtration and represents the majority of the techniques in
current use. Although this study has made use of in vitro and animal models to try and
elucidate what is the best way of handling fat grafts in order to decrease resorption, it would
now be highly interesting to take the next step forward and conduct a comparative study in a

human clinical trial.
Conclusion

In this study we confirm once again that fat grafting efficacy and outcome are directly
affected by the fat processing protocol. Although the impact of manual or assisted aspiration,
or the benefits of a controlled harvesting vacuum were not assessed, our in vitro and in vivo
results suggest that using soft centrifugations can lead to good results in terms of graft
maintenance.

These results must be combined with the previous recommendations of other research teams;
such as cannula type (thin) and the use of weak negative pressure during fat harvesting to
avoid tissue damage, as well as reducing to a minimum the resorption rate of the lipotransfer.
Our results and the recent clinical evaluation of the techniquﬂ strongly support this

recommendation.
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F. Discussion sur les différents procedés

Cette étude s’inscrit donc dans un contexte actuel ou les résultats cliniques du lipotransfert se
heurtent a la principale limite de résorption du greffon.

Comme démontré dans cette étude, la technique qui permet le prélévement et la purification
de la graisse influence la résorption.

En plus des 4 techniques décrites dans cet article (Bodylet, Microfill, Macrofill et
PAL+PureGraft), nous avons aussi comparé dans nos modeéles la technique de référence qui
est la technique Coleman dont les résultats sont les suivants.

Etude sur le modeéle in vitro de culture du tissu adipeux

Figure 9: Aspect de la graisse apres culture dans du milieu pendant 48h

La figure 9 représente I’aspect de la graisse apres 2 jours de culture dans du milieu de culture
et dans un incubateur a 37°C, 21% oxygéne et en atmosphére humide. La partie supérieure
jaune représente la phase adipeuse et la partie inférieure rosée représente le milieu de culture.
Pour toutes les conditions il n’y a quasiment pas de surnageant huileux au-dessus de la phase
adipeuse. Toutefois I’on observe que le plus grand ratio phase adipeuse/phase aqueuse est

présent dans les conditions de graisse centrifugée (Coleman, Macrofill et Microfill). Une
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partie de la phase aqueuse provient du milieu de culture (méme quantité pour toutes les
conditions) et I’autre partie provient du liquide d’infiltration utilisé lors de la lipoaspiration.
La phase de purification des protocoles BodyJet et PAL+PureGraft enleve vraisemblablement

moins de liquide d’infiltration que les protocoles de centrifugations.

Résorption de la graisse a 48h dans le modele de culture in vitro:
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Figure 10 : Volume de tissu restant apres 48h de culture (* p<0,05 comparé a BodyJet)

Le calcul des proportions de graisse restante aprés ces 2 jours de culture confirme les
observations visuelles. Ainsi, la résorption du volume graisseux est plus faible pour les
protocoles Coleman, Macrofill et Microfill avec une différence significative pour le protocole

Macrofill vis-a-vis du protocole BodyJet.

Formation d’huile a 48h dans le modéle de culture in vitro :
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Figure 11: Formation d'huile apres 48h de culture

Le calcul de la proportion d’huile confirme lui aussi 1’observation visuelle avec une tres faible

proportion d’huile formée pour tous les protocoles.
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Sécrétion de cytokines IL6 et MCP1 par le tissu adipeux en culture pendant 48h :

Sécrétion de MCPL1 par le tissu a J2

1.0

0.5+

0.0

Concentration normalisée de MCP1

Figure 12: Sécrétion de MCP1 par letissu en culture pendant 48h

Secrétion d'IL6 par le tissu aJ2

1.54

Concentration normalisée d'IL6

Figure 13: Sécrétion d'IL6 par le tissu en culture pendant 48h

Le sous-nageant aqueux de la graisse mise en culture a été prélevé pour doser la sécrétion de
deux cytokines pro-inflammatoires MCP1 et IL-6. Aucune différence significative n’est
observable dans toutes les conditions testées méme si les méthodes de prélévement
manuel/centrifugation(s) semblent stimuler la sécrétion d’IL6.

Ces deux cytokines sont classiquement décrites comme sécrétées par le tissu adipeux dans des

situations de stress tissulaire ou encore dans des cas pathologiques comme lors d’obésité.
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De plus, dans cette étape de comparaison in vitro, des analyses complémentaires ont été
effectuées sue les lipoaspirats obenus sur les premiéres patientes de I’étude. En effet, sur 3
patientes, la fraction stromale vasculaire du tissu adipeux a été isolée par digestion du tissu a
la collagénase. A la suite de cette isolation, la quantité de cellules et leur phénotype a été
observé.

Concernant la cellularité de la FSV, aucune différence n’a été observée selon les 5 techniques
de prélevement/purification du tissu.

Concernant le phénotype de ces cellules, une analyse par cytométrie a été réalisé sur les
marqueurs endothéliaux C31 et CD34, le marqueur hématopoiétique C45 et les marqueurs
mésenchymateux C73, C90 et C105. Une tres grande disparité inter-individuelle a été mise en
évidence.

Pour ces deux parameétres, les fortes différences inter-dividuelles, I’absence de significativité
et la nécessité d’effectuer des prélevements de tissu plus conséquent qui augmentent le temps
opératoire ont conduit a 1’abandon de ces analyses pour notre étude qui cherchait avant tout a

repondre au questionnement clinique concernant la resorption du greffon.

Pour finir, une partie des cellules de la FSV isolée des différents prélevements précédement
cités a été mise en culture pour sélectionner par adhésion au plastique de culture les Cellules
Stromales Adipeuses (CSA). Les cellules adhérantes ont été dénombrées et amplifiées afin
d’observer leur viabilité sur une courte période a partir de leur deuxiéme passage.

Ici encore aucune différence n’a €té visible concernant la quantité et la viabilité de ces cellules
adhérantes.

11 serait toutefois interessant d’observer si la technique de prélévement va influer le potentiel
de différenciation adipogénique de ces CSA. Ce parametre impacterait la capacité des cellules

implantées a permettre le renouvellement des cellules adipocytaires lors de leur mort.

Etude sur le modele in vivo d’injection du tissu adipeux

Volume de graisse restant aprés 1 mois d’implantation :
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Poids des greffons aprés 4 semaines d'implantation

*# * *#

1.0

Poids moyens
des greffons (en g)

Figure 14 : Poids des greffons apreés 1 mois d’implantation en sous-cutanée de souris SCID
(*p<0,01 comparé a BodyJet; #p<0,01 comparé a PAL+ PureGraft)

Les lipoaspirats traités selon les 5 protocoles ont été injectés en sous-cutanée de souris

immunotolérantes. Un mois aprés injection, les greffons de graisse sont récupérés pour

analyse volumétrique et histologique.

L’analyse du volume des greffons de graisse, confirme nos résultats obtenus dans le modele

de culture du tissu adipeux. En effet, les protocoles Coleman, Macrofill et Microfill résultent

en une résorption moindre du greffon a 4 semaines.

Scoring histologique de la graisse apres 1 mois d’implantation :

Score histologique des greffons

a 1 mois aprés implantation

Score histologique moyen

Figure 15: Score histologique des greffons aprés 1 mois d'implantation en sous-cutanée de

souris SCID
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L’analyse histologique des greffons par coloration HPS et scoring ne montre aucune

différence d’aspect significative selon la technique utilisée (Figure 15).

Ces analyses a 4 semaines apres injection des greffons montrent des différences significatives
concernant le maintien du tissu injecté selon les différentes techniques de
prélévement/purification étudiées. C’est le temps de 4 semaines d’implantation qui a été
retenu car il avait déja été possible d’observer des effets significatifs du protocole de
traitement a ce temps la (Girard et al. PRSGO 2015).

Nous avions dans un premier temps prévu un suivi longitudinal in vivo des animaux a
différents temps aprés 1’injection et envisagé de garder les animaux plus longtemps. Ce
protocole nous aurait permis d’obtenir un plus grand nombre de points expérimentaux tout en
réduisant le nombre d’animaux afin de respecter la régle des 3R d’éthique animale (réduire,
raffiner, remplacer).

Toutefois, les techniques d’imagerie in vivo utilisees dans des expérimentations préliminaires
a I’école vétérinaire (IRM, microscanner et echographie), n’étaient pas d’une résolution
suffisante pour observer les greffons dans notre modéle. Malgré de tres bons résultats ex-vivo
avec I’IRM de I’école vétérinaire de Nantes, ’antenne utilisée était prévue pour imager des
chiens ne permettait pas de discerner de faibles variations de volume dans nos greffons de

seulement 1cc.
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La taille des lobules graisseux aspirés varie selon le type de canule utilisée. Au sein de notre

étude le tableau suivant résume les différentes canules utilisées.

Protocole . Nombrede : Airedes
e Diamétreinterne Tailledestrous
d asplratlon trous trous
BodyJet® 3mm 4 8mm sur 1,5mm ~12mm?
Coleman® 3mm 2 4mm sur 1,8mm ~7,2mm?
Macrofill® 3mm 20 2,5mm de diametre ~ 4,9mm?
Microfill® 1,7mm 8 1,2mm de diametre ~1,1mm?
PAL® 3mm 22 1,8mm de diamétre ~2,5mm?

Tableau 2: Parametre des canules d'aspirations utilisées dans |'étude de comparaison des

procédés de lipotransfert

Les caracteristiques des canules varient énormement et vont impacter la taille des lobules

adipeux prelevés lors de la lipoaspiration.

Toutefois, a la vue des résultats et du tableau précédent, aucun facteur prédictif ne semble se

dégagé entre les paramétres de la canule d’aspiration et les résultats sur le maintien de la

graisse.

La figure suivante illustre les canules d’aspiration des 5 techniques de lipotransfert comparées

dans notre étude.
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Figure 16: Différentes canules d'aspirations utilisées lors de I'éude de comparaison
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En addition des résultats présentés dans 1’article, nous observons dans notre étude que les
résultats obtenus avec Coleman®, Macrofill® et Microfill® sont quasi-équivalent dans nos 2
modeles d’études. Ces 3 techniques utilisent le principe de I’aspiration manuelle et de la

centrifugation, suggérant ici encore une supeériorité de ces procédés.

La technique dite de Coleman®, est certes trés répandue en clinique mais ne posséde pas de
protocole détaillé a la lettre, pouvant ainsi combiner différentes centrifugeuses (et donc des
centrifugations de force différentes), différentes canules (et donc des lobules de taille
variable). Pour comparer les kits commerciaux avec des protocoles validés et donc
comparables a la littérature nous avons choisi de ne pas intégrer la technique Coleman® a
I’article, nos résultats n’étant pas forcément représentatif de la fagon de faire d’autres équipes
(canule différente, centrifugation de 4min ou dans une autres centrifugeuse, contact avec ’air
lors du traitement, non-respect des 2cc de dépression). En effet, la valeur de la dépression
influe sur la mort des adipocytes. Ainsi une dépression supérieure a 700mmHg ne devrait pas
étre utilisée dans le cadre des lipotransfert sous peine de réduire fortement la viabilité du
greffon (Shiffman and Mirrafati 2001{[Cheriyan, Kao et al. 2014).
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Ces résultats confirment ceux précédemment obtenus qui avaient mis en évidence

I’importance des faibles centrifugations et du lavage du tissu {(Hoareau, Bencharif et al. 2013

Girard, Mirbeau et al. 2015). En addition, notre étude permet de replacer ces résultats dans le

contexte clinique actuel qui voit la multiplication des techniques proposées aux chirurgiens.

Ainsi, notre étude met en avant une influence des différents protocoles utilisés pour le
lipotransfert. En effet, dans deux modéles différents les protocoles comparés donnent de bons
résultats d’un point de vue histologique (faible formation d’huile et de tissu fibreux).
Toutefois des différences significatives sont observables lorsqu’il est question de résorption
du greffon de graisse avec dans notre étude une supériorité des techniques Coleman®,
Macrofill® et Microfill®.

Toutefois, il est important de noter que les bons résultats obtenus ne sont valables que si
plusieurs points critiques sont bien respectés :
- Respect d’une dépression faible dans la seringue (controlée pour Macrofill®, et
respectée a 2cc pour les autres).
- Utilisation d’une canule d’aspiration a trous de petite taille (<3mm).

- Centrifugation en circuit fermé et en contact limité avec 1’air.

Ces points sont ceux discutés dans la revue (Hivernaud, Lefourn et al. 2015) et avec cette

étude, nous souhaitons confirmer que le respect de ces points critiques permet I’obtention de

meilleurs résultats a long terme.

Une étude clinique sur des reconstructions mammaires chez 23 patientes utilisant un lambeau

abdominal (DIEP : deep inferior epigastric perforator) couplé a un lipotransfer avec le

protocole Macrofill® vient d’étre publiée (Nelissen, Lhoest et al. 2015). Les résultats sont de

70,9% de survie du greffon aprés 4 mois. Ces bons résultats dans un contexte clinique de zone

irradiée confirment ceux de notre étude.
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G. L’enrichissement du greffon

Parallelement a la diversification des procédés de lipotransfert, un nouveau concept a vu le
jour qui vise a enrichir le greffon adipeux avec des facteurs de croissance dans le but

d’améliorer le maintien de celui-ci et ainsi les résultats cliniques.

1) Avec le Plasma Riche en Plaguettes

Le plasma riche en plaquettes (PRP) est un terme qui regroupe divers dérivés sanguins utilisés
dans un premier temps en implantologie. La centrifugation d’un prélévement sanguin (prélevé
avec et/ou sans anticoagulant selon le résultat voulu), permet d’enrichir le plasma en
plaquettes et/ou en facteurs coagulants. Cette préparation peut ensuite étre utilisée pour

obtenir un gel biologique résorbable.

Figure 17 Etapes de préparation des " Plasma Riche en Plaquettes®
(Dohan Ehrenfest et al. Trends Biotech 2009)
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La figure 16 explique les étapes permettant d’obtenir deux différents types de PRP avec ou

sans fraction leucocytaire {(Dohan Ehrenfest, Rasmusson et al. 2009). La premiére étape de

centrifugation permet, a partir d’un prélévement sanguin, de séparer les hématies du plasma.
Une deuxieme centrifugation plus longue est effectuée avec ou sans leucocytes. Durant cette
centrifugation, les plaquettes sédimentent au fond du tube. En retirant la phase supérieure du
plasma (plasma pauvre en plaquettes — PPP) I’expérimentateur obtient un plasma riche en
plaquette : PRP, avec (L-PRP) ou sans leucocytes (P-PRP).

Ce n’est qu’un exemple des nombreux kits utilisés en clinique et qui permettent une
préparation de type PRP. Les protocoles dont le point commun est I’utilisation de
centrifugation pour concentrer les plaquettes dans le plasma different selon les fabricants et

permettent d’obtenir des préparations aux qualités biologiques et rhéologiques différentes.

Le « PRP » est un terme qui comprend différentes préparations plasmatiques toutes enrichies
en plaquettes. Ces préparations sont actuellement utilisées en clinique humaine, notamment en
implantologie, en orthopédie, en chirurgie maxillo-faciale et en chirurgie plastique.

En 2009, Dohan Ehrenfest et son équipe ont proposés une classification de ces dérivés

plaquettaires {Dohan Ehrenfest, Rasmusson et al. 2009) qui se base sur 3 composants clés : les

plaquettes, les leucocytes et la fibrine.
Cette classification différencie 4 types de préparations qui sont listées dans le tableau suivant.
Les PRP étant les plasmas riches en plaquettes et les PRF étant les fibrines riches en
plaquettes {Dohan Ehrenfest, Andia et al. 2014).

Plaquettes Leucocytes Fibrine

P-PRP (Pure PRP) ++ - -
L-PRP (Leucocytes PRP) ++ + -
P-PRF (Pure PRF) + - ++
L-PRF (Leucocytes PRF) + + ++

Tableau 3 : Différent types de concentrés plaquettaires
(d’aprés Dohan Ehrenfest et al. Muscles Tendons Ligaments 2014)

Le choix du concentré plaquettaire peut se faire selon 1’effet recherché. En effet, les PRP
peuvent se présenter sous forme liquide pour étre injectés en intramusculaire ou intra-

articulaire chez les sportifs professionnels par exemple. Les PRF plus souvent utilisés en
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implantologie, sont des gels solides non injectables qui servent de “colle biologique™ pour les

biomatériaux ou les greffes osseuses.

En chirurgie plastique, le lipotransfert peut dans certains protocoles, étre enrichi avec du PRP
autologue liquide. Le rationnel de ce mélange découle du réle des plaquettes dans les
processus cicatriciels.

En effet, les plaquettes, aussi nommées thrombocytes, sont produites dans la moelle osseuse
et représentent les produits finaux anucléés des mégacaryocytes. Apres libération dans la
circulation sanguine, la durée de vie des plaquettes varie entre 5 et 10 jours. Lors de dégats au
niveau des vaisseaux sanguins, les plaquettes vont s’agréger pour participer a la formation du
caillot sanguin. Durant ce processus nommé “activation”, les plaquettes subissent un
phénomeéne de dégranulation des granules alphas qu’elles contiennent. En fusionnant avec la
membrane cellulaire, les granules alphas relachent dans le milieu extracellulaire les molécules
qu’elles contiennent. Ce phénoméne a lieu dans 1’heure qui suit 1’activation des plaquettes.
Parmi les molécules ainsi sécrétees, de nombreux facteurs de croissances ont été décrits. Le
PDGF (platelet derived growth factor) le TGFB1/2 (transforming growth factor beta 1 et 2), et
le VEGF (vascular endothelial growth factor) sont les plus connus. Le tableau 3 liste de

maniére non-exhaustive les facteurs de croissance le plus souvent retrouvés dans la littérature

Dhillon, Schwarz et al. 2012). De plus, I’effet pro-angiogénique du PRP a été démontré in

vivo (Kakudo, Morimoto et al. 2015).
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Fonction

Transforming Growth Factor g (TGF-5)

Stimule la prolifération des CSM

Régule la mitose des cellules endothéliales, fibroblastes et ostéoblastes
Régule la synthése de collagene et la sécrétion de collagénase

Régule les effets mitogéniques des autres facteurs de croissance
Stimule le chimiotactisme endothélial et I'angiogenése

Inhibe la prolifération des macrophages et des lymphocytes

Fibroblast Growth Factor (FGF)

Promeut la croissance et la différenciation des chondrocytes et des ostéoblastes
Stimule la prolifération des cellules mésenchymateuses

Platelet-Derived Growth Factor a and b (PDGF)

Stimule la prolifération des cellules mésenchymateuses

Stimule le chimiotactisme et la mitose des fibroblastes, cellules gliales ou des muscles mous
Régule la synthése de collagéne et la sécrétion de collagénase

Stimule le chimiotactisme des macrophages et des cellules neutrophiles

Epidermal Growth Factor (EGF)

Stimule le chimiotactisme endothélial et I'angiogenése
Régule la sécrétion de collagénase
Stimule la mitose des cellules mésenchymateuses et épithéliales

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Augmente I'angiogeneése et la perméabilité des vaisseaux
Stimule la mitose des cellules endothéliales

Connective Tissue Growth Factor (CTGF)

Promeut lI'angiogenése
Promeut la régenération cartilagineuse
Promeut lI'adhésion des plaquettes et la fibrose

Insuline Like Growth Factor (ILGF 1 et 2)

Chemotattractant pour les fibroblastes et stimule la synthése protéique
Améliore la formation osseuse
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Stimule l'infiltration initiale des neutrophiles lors de blessures
Platelet Factor 4 (PF-4) Chemoattractant pour les fibroblastes
Interleukin 8 (IL-8) Médiateur pro-inflammatoire

Recrutement de cellules inflammatoires

Keratinocyte Growth Factor (KGF) E;ggﬁ;ticl)gef:r:?&lsjseance, la migration, I'adhésion et la survie des cellules endothéliales

Tableau 4: Facteurs de croissances sécrétés par le PRP et leurs fonctions principales (d'aprés Dhillon et al. Arthritis Research & Therapy 2012)
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Le concept du lipotransfert supplémenté de PRP repose donc sur 1’action de ses facteurs de
croissance pour augmenter la revascularisation du greffon et la survie des cellules de celui-ci.
L’exemple le plus probant étant la stimulation de la prolifération des cellules stromales
mésenchymateuses (MSC), trés intéressante dans le cadre d’ingénierie tissulaire impliquant
ces cellules.

Malheureusement a I’heure actuelle il existe de nombreux kits de préparation de PRP donnant

lieu a de grandes différences sur les PRP en termes de concentration plaquettaire et de

concentrations en facteurs de croissance (Kushida, Kakudo et al. 2014|[Magalon, Bausset et

al. 2014).

Ces différences sont tres certainement responsables des résultats contradictoires trouvés dans
la littérature actuelle.

En effet, en 2011, une étude publiée dans Plastic and Reconstructive Surgery ne montre aucun

bénéfice a I’ajout de PRP a un protocole Coleman (Salgarello, Visconti et al. 2011). L’année

suivante, un article publié dans Stem Cells Translationnal Medicine (Gentile, Orlandi et al.

2012) conclut sur une diminution de la résorption de 30% avec le PRP ajouté a la méme

technique Coleman.

Une analyse plus détaillée des différentes études qui ont eu lieu sur "PRP" et "Fat Grafting"
permet est détaillée dans le tableau suivant.

Por, Yeow et al. 2008||Cervelli, Gentile et al. 2009}|Cervelli, Palla et al. 2009(|Fraga, Nishio

et al. 2010]|Nakamura, Ishihara et al. 2010||Rodriguez-Flores, Palomar-Gallego et al. 2010

Cervelli, Gentile et al. 2011{|Dong, Cheon et al. 2011{|Cervelli, Nicoli et al. 2012][Gentile,

Orlandi et al. 2012||Cervelli, Bocchini et al. 2013||Gentile, Di Pasquali et al. 2013||Keyhan,

Hemmat et al. 2013| [Gentile, De Angelis et al. 2014| |Serratrice, Bruzzese et al. 2014

Willemsen, van der Lei et al. 2014|[Li, Guo et al. 2015||Sasaki 2015|[Seyhan, Alhan et al.

2015).
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Auteur, année Zonesou Contexte  Patients  Suivi Protocole Résultats
études pré-cliniques
0,25mL de PRP/mL de Pas de différence significative
Por 2009 Sous-cutanée de souris nude 12 4 mois graisse (vs ajout solution sur le maintien de la graisse
saline) dans les 2 conditions
Nakamura 2010  Sous-cutanée de rat - 4 mois - Meilleur maintien avec PRP
1,25mL de PRP/g de Meilleur maintien avec PRL,
Pires Fraga 2010  Oreille de lapin 30 6 mois graisse (vs ajout solution plus d'adipocytes viables et
saline) moins de fibrose
0.3mL de PRP/mL de Meilleur maintien avec PRL
Oh 2011 Sous-cutanée de souris nude 20 2,5mois  graisse (vs ajout solution
saline) que sans PRP
Rodriguez-Flores \ ‘- . . 1mL de PRP/mL de graisse Moins d |_nflammalt|on et de
Lévre supérieure du lapin 9 3 mois : kystes huileux si I'on ajoute le
2011 (vs graisse seule) PRP
PRL, et CAL réduisent la
Modele de sclérodermie LmL de PRP/mL de graisse ZCIi%Ireor??];(Zrmale ¢
Serratrice 2014 . 72 2 mois 0,02mL de FSV/mL de P
souris ) PRP et FSV seule ne
graisse - .
réduisent que la sclérose
dermale
0,2mL de PRP/mL de
graisse (vs milieu de Meilleur maintien et
Seyhan 2015 Sous-cutanée de rat 40 3 mois culture) formation de vaisseaux si
5 millions de CSA avecou CSA+PRP
sans 0,2mL de PRP
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Graisse + 0,5 millions de

Meilleur maintien si 20 ou

. ] , . . 0
Li 2015 Sous-cutanée de souris nude 12 3 mois (P:FSQQ + 10/20 ou 30% de 30% de PRP
études cliniques
70% de maintenance avec
Cervelli 2009 Multiples 43 12 mois O,5_mL de PRP/mLde PRL )
graisse 31% de maintenance avec
Coleman
Cervelli 2009 Rajeunissement facial 15 18 mois grigsgml_ de PRP/mL. de Bons résultats
0,2-03mL de PRP/mL de  -0Ing de guerison
. N ) . . La combinaison PRL+laser
Cervelli 2011 Cicatrices traumatiques 60 6 mois graisse A
est supérieur a PRL seul ou
Avec ou sans laser
laser seul
Réépithélisation
97,9% avec CAL
. Ulceres des membres . CAL vs PRL vs Acide 97,8% avec PRL
Cervelli 2011 inférieurs 20 2,5 mois hyaluronique vs PRP 89,1% avec PRP
87,8% avec Acide
hyaluronique
63% avec CAL
Gentile 2012 Reconstruction mammaire 23 1an O’ri?;;de PRP/mL de 39% graisse centrifugée
g 69% avec PRL
Graisse additionnée de PRP 82% de maintien avec PRP
Keyhan 2012 Face 25 Lan ou de PRF 87% de maintien avec PRF
0,
Gentile 2013 Mammaire 50 12 mois - 69% avec PRL

39% avec Coleman
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Effet dose réponse du PRP

65% avec PRL 0,4/0,5
Cervelli 2013 Multiples 223 18 mois g’éé?/’rff’gé O’f;?s';ede 60% avec PRL 0,3
g 38% avec PRL 0,2
26% avec Coleman
63% avec CAL
Gentile 2014 Cicatrices de la face 20 12 mois - 39% graisse centrifugée
69% avec PRL
Amélioration de I'aspect
Willemsen 2014  Rajeunissement facial 37 2 mois O,l_mL de PRP/mL de esthetique ?t d"f“'”u“on d_u
graisse temps de rétablissement si
PRL
. : - (FSV) Qg?r:?eer::ﬁg: gl? Zrlgffon avec
Sasaki 2015 Face 236 12 mois g,rigsl_ede PRP/mL de l'ajout de PRP, de FSV ou des

deux

Tableau 5: Différentes études sur le Platelet Rich Lipotransfer
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En conclusion, I’ajout de PRP au greffon de graisse semble avoir un effet positif sur le
maintien du greffon et la vascularisation de celui-ci. La concentration minimale de PRP
nécessaire serait de 0,2mL de PRP par cc de graisse avec un effet dose réponse si 1’on
augmente cette concentration. De plus cette technique d’ajout de PRP qui peut aussi s’appelé
PRL pour Platelet Rich Lipotransfer semble avoir des effets bénéfiques dans les traitements

des zones cicatricielles ou pathologiques comme les ulceres ou encore la sclérodermie.

2) Avec la Fraction Stromale Vasculaire

En 2006, des chirurgiens japonais de I’université de Tokyo publiaient pour la premiére fois le

concept de Cell Assisted Lipotransfer (CAL) (Matsumoto, Sato et al. 2006). Le principe

découle des études de 1’époque sur la fraction non adipocytaire du tissu adipeux : la fraction
stromale vasculaire.

Comme explique plus loin, la fraction stromale vasculaire contient non seulement des cellules
souches et des progéniteurs a la fois adipocytaires et vasculaires mais aussi une forte
concentration en facteurs pro-angiogéniques.

Le protocole de CAL propose donc dans le méme temps opératoire que le lipotransfert de se
servir d’une moitié du tissu prélevé pour isoler la FSV (par digestion enzymatique par
exemple). Les cellules ainsi récupérées sous forme de culot cellulaire sont ensuite mélangées
avec la deuxiéme moitié du prélévement pour obtenir un greffon adipeux enrichi en cellules
stromales progénitrices (tres souvent nommeées ADRC pour adipose-derived regenerative cells
dans la littérature et qui correspondent en fait a la fraction stromale vasculaire). Le but
théorique de cette stratégie est d’améliorer 1a vitesse de vascularisation du greffon mais
également d’avoir un plus grand nombre de cellules souches capables de se différencier pour

remplacer plus rapidement les adipocytes qui meurent suite a la greffe.

A T’heure actuelle ’utilisation du CAL fait débat pour deux principales raisons :

- La premiére de ces raisons est la nécessité d’utiliser au moins la moitié du lipoaspirat pour
isoler les cellules de la FSV ce qui réduit la quantité de tissu transférable chez certains
patients et augmente le temps opératoire nécessaire par rapport au lipotransfert plus
conventionnel.

- La deuxiéme raison, plus régulierement évoquée est le risque potentiel lié a une
augmentation de la concentration en cellules stromales et de facteurs de croissance qu’elles

secretent. En effet une concentration supra-physiologique de ces cellules et molécules a fort
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potentiel mitogénique pose la question d’un possible effet pro-tumoral de cette technique

notamment lors de lipotransfert mammaires.

Ce cout a la fois financier, en temps opeératoire et en risque potentiel est loin de faire

I’unanimité d’autant plus que certaines études remettent en cause ses effets bénéfiques

comparés a un lipotransfert conventionnel.

Le tableau suivant récapitule les études humaines qui ont eu lieu sur 1’utilisation des greffons

de graisse enrichis. Les études ont tout d’abord portées sur 1’enrichissement en cellules de la

FSV (généralement deux fois la dose physiologique puisque la moitié du greffon est utilisée

pour I’isolation), puis plus récemment a 1’aide de concentrations bien plus importantes de

cellules stromales adipeuses amplifiées en culture (Yoshimura, Sato et al. 2007

Yoshimura,

Sato et al. 2008

Calabrese, Orzalesi et al. 2009]|Cervelli, Gentile et al. 2010

Yoshimura,

Asano et al. 2010

Kamakura and Ito 2011|[Sterodimas, de Faria et al. 2011}|Tiryaki, Findikli

et al. 2011||Castro-Govea, Garza-Pineda et al. 2012||Gentile, Orlandi et al. 2012

Pérez-Cano,

Vranckx et al. 2012

Bulgin, Vrabic et al. 2013

Kalle, Fischer-Nielsen et al. 2013][Mailey,

Saba et al. 2013

Peltoniemi, Salmi et al. 2013{|Tanikawa, Aguena et al. 2013||Anjos, Matas-

Palau et al. 2015

Aronowitz, Lockhart et al. 2015

Domenis, Lazzaro et al. 2015/ |Gentile,

Scioli et al. 2015

Jung, Kim et al. 2015

Wang, Luo et al. 2015).

73




Concentration

L enrichissement du greffon

Auteur/Année  Adjuvant . Site Patients Suivi Résultats
adjuvant
FSV Augmentation Augmentation du tour de poitrine de 4
Yoshimura, 2008 (mixée ou X2 gmen 40 ~6 mois o9 P
N \ mammaire a 8cm
injectée apres)
Résultats cliniques bons et non
Yoshimura, 2008 FSV (mixée) X2 Lipoatrophie faciale 6 9mois  significatifs par rapport a la technique
standard (Coleman)
Calabrese, 2009 FSV (mixée) 2 Reconst_ruction 1 17 mois Co_uplé é_l un impla_nt. Excellente
mammaire satisfaction du patient
Remplacement - s
Yoshimura, 2010 FSV (mixée) X2 implantsf 15 ~12 mois :\r/]ljilgtté'en de 40 2 80% du volume
mammaires
Besoin d'une seule séance avec CAL
pour tous les patients contre 2 séances
Sterodimas, 2011 FSV X2 Face 20 18 mois  pour certains patients du groupe
standard. Pas de différence de
satisfaction a 18 mois,
FSV (injectée
apres) Plusieurs sites Bons résultats chez des patients ou la
Tiryaki, 2011 Si moins,de o récip_ie_nts en 29 12 mois méthode standard n'avait pas été
100cc, séparation conditions sous- suffisante.
des hématies par optimales Effet possible sur I'aspect de la peau.
MACS
Augmentation du tour de poitrine de
Kamakura, 2011  FSV (mixee) X2 Augmentation 20 9 mois 3,3cm en moyenne. 75% de

mammaire

satisfaction bonne ou excellente chez
les patientes
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Ulcéres post- Re-épithelisation:

P 97,9% pour Graisse+FSV
traumatiques des 10 . .
extrémites 20 semaines 87,8% pour Acide hyaluronique
inférieures 97,8% pour Graisse+PRP

89,1% pour PRP seul

X2 pour FSV
0,3-0,5cc de PRP pour
1cc de graisse

FSV (mixée)

Cervelli, 2011 ou PRP (mixeé)

Bons résultats & 1 an méme au niveau
12 mois  du pli nasio-labial et des lévres.
Effet possible sur I'aspect de la peau

Castro-Govea,
2012

Syndrome Parry-

FSV (mixee) X2 Romberg (face)

Scoring post-irradiation, meilleur a 12
Reconstruction mois pour 29 patientes (34 sans
Pérez-Cano, 2012 FSV (mixée) X2 ) 67 12 mois  changement, et 4 avec un score qui
mammaire (BCT) diminue)

Satisfaction a 12 mois e 45 patientes

63% de maintenance a 1 an pour
graisse+FSV

- X2 pour FSV . 0 : ;s
Gentile, 2012 FSV (mlxeg), 0,4cc de PRP pour 1cc Reconst_ructlon 23 12 mois 694) de maintenance a 1 an pour
ou PRP (mixé) q : mammaire graisse+PRP
e graisse : 5
39% de maintenance a 1 an pour
méthode Coleman
Doi, 2013 FSV (mixée) X2 Face et Seins 42 rgnglzs Résultats cliniques globalements bons
52% de maintenance a 6 mois pour
Peltoniemi, 2013 FSV (mixée) X2 Augmen_tatlon 18 6 mois WAL . . .
mammaire 50% de maintenance a 6 mois pour
WAL+FSV
CSM-MO (repris Equivalent de 70mL . . i
Bulgin, 2013 dans plasmaet  de moelle dans 185cc Augmen_tatlon 1 14 mois Augmgntatlon du tour de poitrine de
. . mammaire 5,5cmalan.
mixé) de graisse
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Pas de différence de satisfaction entre
graisse+FSV et technique standard.

Mailey, 2013 FSV - Plus!eur_s 36 10 mois  Seuls les patients avec graisse+FSV
applications e
nottent une amélioration sur la
pigmentation de la peau.
)Z(SOrg(i)IIions de 80,9% de maintenance pour
Kalle, 2013 CSA (mixés) Bolus sur I'epaule 13 4 mois  graisse+ASC
cellules/mL (dans . .
4,66% de maintenance pour graisse
30mL)
. . 88% de maintenance pour
Microsomies raisse+ASC
Tanikawa, 2013  FSV (mixée) X2 cranio-faciales 14 6 mois 3 . .
54% de maintenance pour graisse
(face)
(Coleman)
La technique graisse+FSV améliore
. I'épaisseur sous-cutanée comparée a la
Reconstruction et technique de référence (Coleman)
Domenis, 2015  FSV (mixée) FSV (mixée) syndrome 36 12 mois nique de '
mammaire Legeres différences selon le type
d'isolation de la FSV (Cytori vs
Lipokit vs Fastem).
51,84% de resorption a 6 mois (contre
: s o :
Wang, 2015 FSV (mixée) 2 Augmen_tatlon 12 6 mois 40 a 50% pour la tgc_hmque s,tandard).
mammaire Ne semble pas améliorer le résultat en
volume.
. 0 .
Jung, 2015 FSV (mixée) %0.9 Augmen_tatlon 5 12 mois 47% del r_esorptlor] a 1l an. Ne semble
mammaire pas améliorer le résultat en volume.
Aronowitz, 2015 FSV (mixée) - Plus!eur_s 174 ~20mois Techr_nque de risque equivalent a la
applications technique standard.

76



x1,1 (low) (moins de
50 000 cellules/cc)

L enrichissement du greffon

Reconstruction et

75% de maintenance avec la
concentration la plus élevée de FSV

Dos Anjos, 2015 FSV (mixee) x2 (high) (plus de 200 ﬁ:’gnr?nigti?gon “a 18 mois 50% de maintenance avec la
000 cellules/cc) concentration la plus faible de FSV.
FSV (mixée) - (FSV) Augmentation de la maintenance du
Sasaki, 2015 PRP (injectée 0,2mL de PRP/mL de Face 236 12 mois  greffon avec l'ajout de PRP, de FSV
apres) graisse ou des deux
39% de maintenance avec la
technique Coleman
43% avec la technique graisse+FSV
Gentile, 2015 FSV (mixée) - Reconstruction g 12 mois  1s0lee par Mystem

mammaire

52% avec la technique graisse+FSV
isolée par Fastem

63% avec la technique graisse+FSV
isolée par Celution

Tableau 6: Etudes cliniques sur I'enrichissement du greffon par des cellules stromales dans le cadre du lipotransfert
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Les résultats de ces études sont contradictoires. Nombre d’entre elles portent sur
I’augmentation et la reconstruction mammaire (procédures ou la résorption du greffon est tres

importante du fait de I’utilisation de mégavolumes souvent supérieurs a 100cc).

La technique de purification de la graisse, comme nous I’avons montré dans notre étude,
influence les résultats de I’opération au niveau du volume. Si I’on se concentre donc sur les
études qui comparent le CAL a la technique standard utilisée par la méme équipe, une
tendance semble ressortir sur ces dernieres années :

- Les equipes suivantes, Peltoniemi 2013, Mailey 2013 et Wang 2015, ont étudié la
technique de CAL sur des augmentations mammaires ou sur différentes applications a
la fois et ne semble obtenir aucun effet bénéfique significatif de 1’enrichissement du
greffon.

- Les équipes suivantes, Gentile 2012, Domenis 2015 et Gentile 2015, ont étudié la
technique de CAL sur des reconstructions mammaires post-tumeurs et observent de
meilleurs résultats en comparaison d’un lipotransfert « standard ».

I1 est possible que la technique d’enrichissement du greffon trouve son intérét seulement dans
les cas ou le site receveur est en conditions sous-optimales pour la greffe (tissu irradié,
cicatriciel, a I’architecture vasculaire diminuée...).

Un effet sur la pigmentation de la peau a été soulevé par plusieurs études mais ce paramétre

reste encore a mesurer de maniere objective. Pour aller dans ce sens, la récente étude de

Luan, Duscher et al. 2015) démontre dans un modéle de scalp irradié I’effet du CAL non

seulement sur le maintien et I’aspect du greffon de graisse mais aussi sur 1’histologie de la

peau irradiée sus-jacente.

D’autres études sont nécessaires pour avoir une vision plus claire sur la méthode, d’autant

plus que différents procédés d’isolation de la FSV sont présents dans ces ¢tudes cliniques et

semblent influencer les résultats (Gentile, Scioli et al. 2015), et que la présence d’un effet

dose-réponse (Anjos, Matas-Palau et al. 2015) va compliquer la mise au point d’un protocole

ou la balance résultats obtenus/quantité de graisse nécessaire sera acceptable.

78



L’enrichissement du greffon

3) Du lipotransfert a ’ingénierie tissulaire adipeuse

Une source cellulaire:

Comme nous pouvons 1’observer dans le tableau 5, la FSV n’est plus la seule source cellulaire
a I’étude pour I’enrichissement du greffon, les CSM isolées (de la moelle ou du tissu adipeux)
et amplifiées sont aussi a 1’é¢tude. A 1’heure actuelle, c’est la théorie de 1’effet pro-

angiogénique par une action paracrine qui prend le pas sur I’effet de différenciation des

cellules souches (Philips, Grahovac et al. 2013||Garza, Rennert et al. 2015). Dans ce contexte

des études sur des modeles animaux ont lieu avec des cellules stromales sur-exprimant le

VEGF (Lu, Li et al. 2009}, des cellules stromales couplés a du VEGF encapsulé (Li, Pan et al.

2014), ou encore I’isolation des cellules endothéliales de la FSV (Luo, Cao et al. 2015) le tout

dans le but d’améliorer les résultats du lipotransfert.

Un microenvironnement :

Les études qui viennent d’étre citées utilisent toutes comme base de leur technique le
lipoaspirat entier (bien que traité selon différents protocoles). Toutefois depuis quelques
temps, il est question de remplacer le greffon de graisse par un matériau commercialisable,
prét a ’emploi et mimant les caractéristiques du tissu adipeux natif : La Matrice Adipeuse
Decellularisée (Acellular adipose matrix AAM en anglais).

Ce tissu adipeux allogénique sans cellules sert alors de biomatériau naturel a la formation

d’un tissu adipeux. Différentes méthodes de préparation existent visant a éliminer les cellules

du tissu adipeux prélevé (Sano, Orbay et al. 2013) mais le principe est le méme que pour les

allogreffes osseuses (voir plus loin). Ce tissu adipeux allogénique posséde encore la matrice
collagénique du tissu adipeux natif et ainsi des propriétés d’adipo-induction puisque de
récentes études semblent montrer que des cellules stromales cultivées dans cette matrice vont
se différencier en adipocytes en présence d’un milieu de prolifération sans signaux
adipogeniques.

Cette matrice allogénique peut donc potentiellement étre utilisée pour cultiver/injecter des

cellules adipeuses et corriger des défauts de tissus mous (Wu, Nahas et al. 2012).

Cette nouvelle ¢re d’enrichissement cellulaire promet encore de nombreux changement sur

I’utilisation et la vision du lipotransfert en clinique dans les années a venir.
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PARTIE Il : LaFraction Stromale Vasculaire du tissu adipeux

Comme nous venons de le voir, le tissu adipeux est un tissu de comblement tres utilisé a
I’heure actuelle notamment en chirurgie plastique et reconstructrice. Les modalités de
protocoles pour obtenir des résultats optimaux sont toutefois encore a I’étude.

Au-dela de cette application du tissu adipeux "total”, ce tissu sous la loupe de nombreux
chercheur car il constitue a I’heure actuelle la plus grande source de cellules stromales
mésenchymateuses adultes (CSM).

L’utilisation de dérivés du tissu adipeux (aussi bien les CSM que la FSV qui contient ces
CSM) est donc a I’étude pour de nombreuses applications d’ingénierie tissulaire, dont

I’ingénierie tissulaire osseuse.

Dans les chapitres suivant nous allons donc détailler les potentielles applications cliniques de

cette Fraction Stromale Vasculaire du tissu adipeux.
Puis la partie Il résumera la deuxiéme partie de ce travail de thése qui consistait a utiliser

cette FSV combinée a des biomatériaux osseux dans la recherche d’une alternative intra-

opératoire a la greffe osseuse en cas d’atteintes osseuses en zone maxillo-faciale.
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A. La Fraction Stromale Vasculaire du Tissu Adipeux

1) Définition

Méme si les adipocytes de par leur contenu en lipides représentent la majorité du volume du
tissu adipeux, ce ne sont pas les seules cellules qui le composent. Les cellules non-
adipocytaires composent la Fraction Stromale Vasculaire du tissu adipeux (FSV, ou SVF en
anglais). Elle est isolable a partir d’une digestion du tissu adipeux par une ou plusieurs de ces

enzymes . collagénase (les plus fréqguemment utilisées), dispase, trypsine, ou bien par

dissociation mécanique du lipoaspirat {Aronowitz, Lockhart et al. 2015). Le protocole de

digestion enzymatique implique le plus souvent une phase de digestion de 1 heure a 37°C.
Suite a cette digestion/dissociation, une centrifugation permet de différencier la phase
adipocytaire contenant les adipocytes libérés de leur matrice, une phase liquide contenant une
solution physiologique (selon le protocole de digestion) et un culot cellulaire avec les cellules
de laFSV.

Figure 18 : Schéma représentatif dela FSV
(d’apres Scherberich et al. World Journal of Stem Cells 2013)
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Cette FSV contient plusieurs types cellulaires dont les proportions dépendent des individus,
des zones de prélévements et des protocoles de digestion.
Le tableau 5 représente les pourcentages moyens des différents types cellulaires de la FSV

humaine (Bourin, Bunnell et al. 2013).

Populations cdllulairesdela FSV
Lignée hématopoiétique

Cellules souches et progéniteurs <0,1%
Granulocytes 10-15%
Monocytes 5-15%
Lymphocytes 10-15%
Cellules endothéliales 10-20%
Péricytes 3-5%
Cellules stromales 15-30%

Tableau 7 : Populations cellulaires de la Fraction Stromale Vasculaire du tissu adipeux
humain (d’aprés Bourin et al. Cytotherapy 2013)

Ces pourcentages sont dépendants des individus mais aussi des marqueurs de surface (Cluster

of Differenciation : CD) utilisés pour définir chaque population.

2) Les "cellules stromales adipeuses"

Les cellules souches/stromales adipeuses (CSA) est le terme générique de cellules décrites
comme Cellules Stromales Mésenchymateuses (CSM) présentent au sein du tissu adipeux

Zuk, Zhu et al. 2001). Les CSM sont classiquement isolées entre autre de la moelle osseuse
(CSMO-MO) ou de la FSV du tissu adipeux (CSA) et représentent une population hétérogene
de cellules {Liu, Martina et al. 2007).
Les CSM ont depuis été décrites dans de nombreux tissus et sont potentiellement présentes

dans tout I’organisme comme source de cellules progenitrices mésenchymateuses. Ces
cellules seraient in vivo une source de cellules progénitrices d’origine périvasculaire, méme si

il n’est pas encore clair si ces cellules sont ou non des péricytes quittant leur niche

périvasculaire en cas de dommage localisé (Strioga, Viswanathan et al. 2012).

Il existe toutefois certaines différences entre les populations de CSM isolées des différents

tissus (Puissant, Barreau et al. 2005} |Sakaguchi, Sekiya et al. 2005||Bourin, Bunnell et al.

2013).
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En 2013, 'ISCT et I'IFATS s’accordaient sur les caractéristiques permettant de décrire les
CSA (Bourin, Bunnell et al. 2013) :

- Expression ou non de certains marqueurs de surface cellulaires. Ce paramétre est évalué par

cytométrie en flux. C’est ce paramétre qui varie le plus entre les CSM des différents tissus
(tableau 7). Au sein méme de la population de CSA, I’expression du marqueur CD34 a
tendance a diminuer aprés culture de ces cellules.

- Propriété clonogénique (capacité de certaines cellules a donner un clone de cellules
identiques a partir d’une scule cellule mére).

- Multipotence, ou autrement dit la capacité a se différencier sous 1’effet d’un environnement
adapté vers différents lignages mésenchymateux : a savoir dans les voies adipogénique,

chondrogénique et ostéogénique.

M oelle Osseuse Tissu Adipeux
MOT CSM-MO FSV CSA
(population mere)  (population fille) | (population mére)  (population fille)

CD34 +/- - + +/-
CD45 ++ - + -
CD13 ++ ++ +/- ++
CD73 +/- ++ +/- ++
CD90 +/- ++ +/- ++
CD105 +/- ++ +/- ++
CD10 +/- ++
CD36 - +
CD106 + +/-
CFU-F >0,001% >5% >1% >500

MOT: moelle osseuse totale (cellules nucléées) / CSM-MO: cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse
FSV: Fraction Stromale Vasculaire / CSA: cellules stromales adipeuses
CFU-F: Colony Forming Unit - Fibroblast
++>70% ; + 30-70%; +/- 2-30%; - <2%

Tableau 8: Différences phénotypiques entre la Moelle Osseuse et |e Tissu Adipeux humain
(d'aprés Bourin et al. Cytotherapy 2013)

Dans la plupart des protocoles les CSA sont isolées des autres cellules de la FSV par adhésion
au plastique de culture en 24h ce qui permet d’obtenir une population hétérogéne répondant
aux criteres mentionnés ci-dessus (de la méme maniére, les CSM-MO sont isolées par
adhésion au plastique lors de la culture de la Moelle Osseuse). Toutefois des cellules
répondant a ces mémes criteres ont été décrites dans la partie non-adhérente de la FSV
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Mehrkens, Di Maggio et al. 2014). Il n’existe a I’heure actuelle aucun protocole ou marqueur

cellulaire spécifique qui permettrait d’isoler toutes les CSA du tissu adipeux.

Les CSA, CSM issues du tissu adipeux, possedent donc des propriétés de multiplication et de
différenciation qui en font d’excellentes candidates a toutes les procédures d’ingénierie
tissulaire des tissus mesenchymateux.

- Il est possible de les isoler a partir d’une lipoaspiration, technique a faible morbidité pour les
patients, et avec peu de douleurs associées.

- Il est possible de les amplifier pour en obtenir un nombre plus important afin de réparer de
grandes zones tissulaires Iésées.

- Il est possible de les engager dans des voies de différenciations adipogéniques

chondrogéniques et ostéogéniques et donc potentiellement de réparer des tissus cartilagineux

OU 0SSeux.
Type Facteursd'induction dela Marqueurs
cellulaire différenciation d'expression
Adipocyte Dexaméthasone, isobutyl méthylxantine, Lipoprotéine-lipase, aP2,
indométhacine, insuline, thiazolidinédione PPAR-y2, léptine, Glut4
Ostéoblaste Acide ascorbique, BMP-2, déxaméthasone, Phosphate alcaline, collagene
Dihydroxy-vitamine D de type I, ostéopontine,
ostéocalcine, sialoprotéine
osseuse, Runx2, BMP-2,
BMP-4, BMPR |, BMPR I,
PTHr
Chondrocyte Acide ascorbique, BMP-6, déxaméthasone, Protéoglycanes sulfatés,
insuline, TGF-B collagéne de type II,

collagéne de type VI,
aggrécan, PREPL

Tableau 9: Différenciation in vitro des CSA dans les 3 principales lignées cellulaires
mésenchymateuses (d'apres Gentile et al. 2012)

De plus de nombreuses études ont tente de moduler les environnements de différenciation de
ces cellules pour obtenir les caractéristiques d’autres types cellulaires, nous pourrons
notamment citer les cellules musculaires, les cellules nerveuses, les cellules du disque inter-

vertébrales etc.
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B. Propriétés de la Fraction Stromale Vasculaire

L’intérét des cellules de la FSV ne repose pas seulement sur son contenu en cellules capables
de différenciation mésenchymateuses.

En effet la FSV (par I’intermédiaire des CSA mais aussi des autres types cellulaires), posséde
un sécrétome riche qui lui confere un role régulateur sur son environnement tissulaire. La
plupart des essais cliniques actuels misent d’ailleurs sur un effet trophique des CSA via la

sécrétion de facteurs pro-angiogéniques, immunosuppressifs et régulateurs de I’inflammation.

Ainsi, les CSA ont un potentiel immuno-régulateur, régulant a la fois I’inflammation

et la réponse immunitaire. Concernant les activités immuno-modulatrices, différents modes

d’actions ont été décrit pour les CSA (Puissant, Barreau et al. 2005). L’exemple le plus connu

est ’inhibition, par les CSA de I’activation (prolifération) lymphocytaire en présence d’un

antigéne (ou d’un mitogéne) (Puissant, Barreau et al. 2005). Cette inhibition se fait a la fois

par un phénomene de contact mais aussi par la sécrétion de facteurs solubles. Les CSA sont
capables, sous stimuli de secréter différentes cytokines agissant sur les acteurs de la réponse

immunitaire (Figure 18).
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Figure 19 : Interactions des CSA avec les différents acteurs de la réponse immunitaire
(Bertheuil et al. Ann Chir Plast.)

Ces actions sur les différentes cellules du systéeme immunitaire sont aussi responsables de

I’effet immuno-modulateur des CSA qui sont capables par exemple via la sécrétion de TSG-6

de diminuer I’effet pro-inflammatoire des macrophages (Bertheuil, Chaput et al. 2015). Ces

actions sur les effecteurs de I’immunité (lymphocytes B et T, macrophages, natural killer,

cellules dendritiques, neutrophiles...) sont trés variées et les connaissances actuelles sont bien

résumées dans la publication de Bertheuil & co. (Bertheuil, Chaput et al. 2015).

Une autre propriété de la FSV, trés importante en clinique, est son potentiel pro-

angiogenique important. Non seulement les CSA expriment de nombreux facteurs pro-

angiogénique dont le vascular endothelial growth factor (VEGF) (Schubert, Xhema et al.

2011). Mais en plus, la FSV compte parmi ces cellules des progéniteurs endothéliaux,

permettant un effet paracrine direct de ces facteurs et multipliant son potentiel néo-
angiogénique. Or la formation de nouveaux vaisseaux sanguins est essentielle dans des
contextes pathologiques ischémiques (infarctus, ischémie des membres...) mais aussi dans

tous les contextes de greffe (lipotransfert ou ingénierie tissulaire par exemple).

Concernant une utilisation en contexte hétérologue (d’un patient a un autre), en
I’absence de stimuli inflammatoire, les CSM n’expriment pas le "Human Leucocyte Antigen
—DR" (HLA-DR) molécule du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH-II).

Cette absence d’expression leur confére une faible immunogénicité (sans toutefois Etre
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immunoprivilégiées puisqu’elles peuvent étre tuées par les cellules natural killer NK activées

Spaggiari, Capobianco et al. 2005). Toutefois, la facilité de prélévement et la disponibilité de

ce tissu chez la plupart des patients incitent a une utilisation majoritairement autologue.
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C. Le potentiel clinique de la Fraction Stromale Vasculaire

1) Utilisation actuelle

La fraction stromale vasculaire a I’heure actuelle est utilisée surtout en clinique sportive avec
des injections intra-musculaire ou intra-articulaire essentiellement pour tenter de diminuer les

dégats aux muscles et articulation qui accompagne une pratique sportive intense.

2) Les études cliniques

Actuellement le National Institue of Health (NIH) des Etats Unis recense sur son site
« clinicaltrial.gov » des essais cliniques déclarés du monde entier. Il existe 30 essais recensés
utilisant la fraction stromale vasculaire humaine dans diverses applications cliniques.

La majorité (7 d’entre eux) porte sur 1’utilisation de la FSV pour traiter I'arthrose. Toutefois il
est intéressant de noter que les domaines potentiels d’utilisation de la FSV sont trés variés et

touchent tous les domaines de la médecine moderne.
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Domained'utilisation

Nombred'études

Arthrose

Arthrite Rhumatoide

Fibrose pulmonaire

| schémie des membres

Lipotransfert

Sclérodermie

Diabéte (type 1 et 2)

Fistules

Sclérose multiple

Broncho-pneumopathie chronique obstructive
Maladie neurodégénérative (dont Parkinson)
Disfonction érectile

Maladie auto-immune

Cardiomyopathie

Emphyséme

Douleur post-amputation

Peau post-irradiation

Perte osseuse ostéoporotique

NFRP R ERPRPRWONRNDN

2 (1

N

L = S S N N

W
o

Tableau 10 : Etudes cliniques actuelles sur ['utilisation de la Fraction Stromale Vasculaire

du tissu adipeux humain

Ce tableau illustre I’engouement actuel de la Fraction Stromale Vasculaire comme tissu

autologue de régenération/traitement. Cet engouement clinique est da a la fois a la facilité de

prélevement mais aussi aux caractéristiques cellulaires de la FSV :

Le prélevement intra-opératoire et a-traumatique

Le potentiel de régulation des signaux-inflammatoires

La présence de cellules stromales mésenchymateuses en grande proportions

La présence de progéniteurs endothéliaux et la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques
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3) La Fraction Stromale Vasculaire pour I’ingénierie tissulaire osseuse

a. Lerationnel du concept

Parmi les sources cellulaires d’ingénierie tissulaire osseuse (voir plus loin) seules la Moelle
Osseuse Totale et la Fraction Stromale Vasculaire sont utilisables dans un timing intra-
opératoire a I’heure actuelle.

Le potentiel clinique de la moelle osseuse en association avec des biomatériaux a été étudié
cliniquement et permet de bons résultats mais reste limité en quantité prélevable et en
morbidité du site donneur.

Cependant, le potentiel clinique de la fraction stromale vasculaire dans ces applications n’est
pas connu et seulement quelques études précliniques se sont intéressées a la FSV humaine a

I’heure actuelle.

Ce concept offre un double avantage de la FSV sur les CSA isolées :
- LaFSV estisolable et utilisable dans un timing intra-opératoire
- La culture de la moelle osseuse ou de la FSV pour obtenir les CSM va
progressivement faire perdre les cellules CD31+/CD34+, décrites comme des

progéniteurs endothéliaux.

Ainsi une étude de Giiven en 2011 a montré que la FSV totale favorisait la formation osseuse

en sous-cutanée de rat nude en comparaison des CSA et des CSM-MO (Gliven, Mehrkens et

al. 2011).

Pour rappel, sur les 30 études cliniques recensées sur clinicaltrial.gov et utilisant la FSV, une
étude porte sur son utilisation pour des pertes osseuses ostéoporotiques.
Cette étude nommée ROBUST, menée en Suisse s’est terminée en 2014 et les résultats seront

disponibles dans les mois a venir.

b. Lesdifférentes éudes

Le tableau suivant represente les différentes études (pre-cliniques pour la plupart) publiées sur

I’utilisation de la FSV pour des procédures d’ingénierie osseuse.
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Culture
. L. dela . R Formation
Etudes Cellules Biomatériaux ( Additif Modéle
FSV osseuse
totale)
- Cellules +
Papadimitropoulo FSV Cylindre de BCP  Oui CD14+ du Culture 3D (TRAP et IHC-
o s2011 humaine
Etudesin vitro sang BSP)
FSV . , . ++1,5%
Tchang 2015 humaine Cylindre dHA Oui PRP Culture 3D (HES)
Scherberich 2007 FSV Cylindre dHA Oui - Sous-cutanée de souris N
humaine =Y (HES et IHC-BSP)
.. FSV . , . Lysat , . -
Muiller 2009 humaine Cylindre dHA Oui plaguettaire Sous-cutanée de souris (HES)
Etudes N FSV BCP-HA ou i , . +
&ctopiques Mdller 2010 humaine  Xenogreffe Non Gel de fibrine  Sous-cutanée de souris (HES et IHC-OC)
.. FSV . , . , . +
Giiven 2011 . Cylindre dHA Oui - Sous-cutanée de souris
humaine (HES)
FSV . rhBMP2 . . ++
Mehrkens 2012 humaine Granules de BCP  Oui Gel de fibrine Sous-cutanée de souris (MEB, HES, TRAP)
Gel de fibrine . . ++59%
Rhee 2010 FSV rat DBM +/- PLA Non Thrombine Défaut calvaria de rat (CT, HES, IHC-OC)
0,
Etudes Cheung 2010 Fﬁ v | EpI(I)ngfe de 48h au frais Défaut calvaria de rat +20%
orthotopiques cheva collagene (HES, ALP)
Milieu ++ 55%
Kim 2012 FSV lapin Cylindre de PLGA Oui ostéogénique  Défaut ulna de lapin (radio H(I)ES)

PRP
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FSv PLGA coaté , . . ++
James 2012 humaine  d'apatite Non - Défaut calvaria de souris (LCT, HES, Masson)

FSV X Défaut ostéochondral genou +
Jurgens 2013 chévre Collagéne I/111 Non - de chavre (uCT)
Mohammadi 2015 FSV rat Block de chitosan Non - Défaut mandibule de rat -

. L ., +0,5%

Thery 2015 FSV rat Granules de BCP  Non - Défaut en tibia irradié de rat (MEB, Movat)

FSv Greffe osseuse . +
Lendeckel 2004 humaine - Gel de fibrine Fracture de calvaria (uCT)

Cascliniques PRP

Pak 2012 FSV - - Acide Hanche ostéonecrotique *

humaine g (IRM)

Hyaluronique

Tableau 11: Etudes publié¢es sur ['utilisation de la Fraction Stromale Vasculaire du tissu adipeux pour la reconstruction osseuse
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Depuis 10 ans environ, différentes études se sont donc penchées sur le potentiel
ostéoinducteur de la FSV de différentes especes. La plupart des résultats histologiques
montrent des résultats encourageant avec la FSV humaine, montrant une différenciation de
ces cellules ainsi qu’une formation de néovaisseaux.

Trés peu ont quantifié ce potentiel et aucune ne 1’a comparé a un gold standard clinique
(greffe osseuse ou BMP2).

Il apparait donc nécessaire de détailler ce potentiel ostéoinducteur de la FSV humaine (moins
connu que celui d’autres especes), de le replacer dans un contexte clinique et de le comparer
aux autres stratégies intra-opératoires a la disposition des cliniciens (aucune étude actuelle ne

compare aux gold standards de repousse osseuse).
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PARTIE Il :
Développement
d’un procédé intra-opératoire
derégéenération osseuse avec la

Fraction Stromale Vasculaire
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PARTIE I1I : Développement d’un procédé intra-opératoire de

r égénér ation osseuse avec la Fraction Stromale Vasculaire

A. La Médecine Régeénératrice Osseuse

1) Généralités sur le tissu 0sseux

Le tissu osseux possede a la fois (1) un rble de soutien et biomécanique (résistance aux
contraintes mécaniques externes et aux forces appliquées par les muscles), (2) un rdle
métabolique en assurant en grande partie I’homéostasie du calcium et du phosphate et (3) un
role en tant qu’hote de la moelle osseuse, organe lymphoide primaire et lieu de formation de
nombreuses cellules sanguines.

D’un point de vue anatomique les os peuvent étre séparés selon leur forme :

- Les os longs avec un fut central (diaphyse) contenant la moelle osseuse, et des
extrémités (épiphyses) recouvertes de cartilage articulaire. Ex : femur, humerus,
radius, métatarsiens etc.

- Les os plats tels que 1’os frontal, temporal, les cotes, la mandibule.

- Les os courts tel que la rotule.

- Les os irréguliers tels que les vertebres ou 1’os pelvien.

a. Organisation de l’os

La matrice organique du tissu osseux est composée a 90% de collagenes (dont 80% de type I)
et d’autres protéines non-collagéniques aux réles moins connus, ainsi que d’un grand nombre

de facteurs de croissance influengant le renouvellement du tissu 0sseux.

La phase minérale du tissu osseux est responsable a la fois du role de soutien de 1’os et de
réservoir d’ions pour I’ensemble de 1’organisme (99% du calcium de ’organisme, 85% du
phosphore, et 40 a 60% du sodium et du magnésium par exemple). La majorité de la phase
minérale est constituée de cristaux de phosphates de calcium dont le rapport Ca/P varie selon

la maturation de ceux-ci.
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Le tissu osseux, en remaniement constant au cours de la vie, alterne entre :

- Pos fibreux immature

- I’os lamellaire organisé de structures concentriques

La structure de I’os lamellaire est un assemblage d’ostéons (Ou systémes harvésiens) qui

forment les unités fonctionnelles de 1’0s et dont le nombre varie selon le type d’os (figure 19).

La densité de ces unités varie entre
- I’0s cortical (ou compact) qui forme par exemple la périphérie de la diaphyse des os longs et
les surfaces externe de la calvaria (0s du crane).

- I’os trabéculaire (ou spongieux) qui se retrouve a I’intérieur de 1’épiphyse des os longs et,

en fine couche, au centre de la calvaria {Rho, Kuhn-Spearing et al. 1998).

Enfin, la face externe des tissus osseux est entourée d’une membrane fibreuse séparant 1’os

des tissus mous : le périoste.

Figure 20 : Structure du tissu 0sseux
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b. Cellulesdu tissu osseux

En mettant de coté la moelle osseuse, organe lymphoide primaire source de nombreux types
cellulaires mésenchymateux et hématopoiétiques, le tissu osseux, dans sa partie minéralisée
contient 4 types cellulaires assurant son homeostasie : les ostéoblastes, les ostéocytes, les

cellules bordantes et les ostéoclastes.

Les trois premiers types cellulaires sont d’origine mésenchymateuse dérivant des CSM
présentes dans la moelle osseuse.

Les ostéoblastes:
Les ostéoblastes sont des cellules d’une vingtaine de microns, qui ont pour fonction principale
la synthese de la matrice osseuse (ostéoide) et sa minéralisation.

Les ostéocytes:
Lors de la minéralisation de la matrice, environ un dixieme des ostéoblastes se retrouvent
enchéssés dans celle-ci au sein de logettes appelées ostéoplastes. Leur phénotype va alors
changer pour se transformer en cellules trés étendues avec de nombreux prolongements
cytoplasmiques. Ces ostéocytes ont un réle important dans la régulation du remodelage
osseux en transmettant les informations chimiques et mécaniques au sein de toute la matrice
0Sseuse.

Les cellulesbordantes:
Au fur et & mesure de la minéralisation de la matrice osseuse, certains ostéoblastes
s’aplatissent a la limite entre la moelle osseuse et le tissu osseux minéralisé. En s’aplatissant
ainsi, les ostéoblastes cessent leur action de minéralisation de la matrice pour devenir des
cellules bordantes. Tout comme les ostéocytes piéges dans la partie minéralisée, les cellules
bordantes participent au réseau cellulaire transmettant les informations de stimuli chimiques
et mécaniques. Ces cellules contribuent aux cycles de remodelage osseux en modulant

I’activité ostéoclastique et ostéoblastique (redifférenciation en ostéoblastes par 1’action de

certaines molécules comme la PTH (parathyroide hormone) (Kim, Pajevic et al. 2012).

Le schéma suivant adapté de (Javed, Chen et al. 2010}, retrace les étapes de différenciation de

la cellule souche mésenchymateuse dans la ligneée ostéoblastique/ostéocytaire ainsi que les

principales protéines influengant et caractérisant chaque étape.
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Figure 21 : Les étapes de la différenciation ostéoblastique/cytaire (d'apres Javed et al. Oral Maxillofac Surg Clin North Am 2010)
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Les ostéoclastes:
Les ostéoclastes, a I’instar des ostéoblastes sont des cellules capables de résorber la matrice
osseuse. L’ostéoclaste dérive de progéniteurs hématopoiétiques (monocytes, macrophages et
cellules dendritiques). Les progéniteurs engagés dans la différenciation ostéoclastiques vont
fusionner sous I’action de stimuli comme le RANKL (Receptor Activating NF Kappa B
Ligand) pour devenir des cellules geantes multinuclées. Au niveau du pble basal de ces
cellules, appelé bordure en brosse se forme la lacune de résorption (ou de Howship) ou a lieu
la dissolution de la phase minérale et la digestion de la matrice osseuse par le relargage de

protons (H¥) et de différentes protéinases matricielles libérées par exocytose.

Figure 22: Mécanisme de résor ption osseuse ostéoclastique
(Laperine et al. Drug Disc Today 2016)
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c. Leprocessus de cicatrisation osseuse

Selon les classifications il est possible de distinguer 3 ou 4 phases (la phase intermédiaire
pouvant étre divisée en 2 étapes) dans le processus de réparation osseuse naturelle suite a une

fracture par exemple.

Figure 23: Processus de cicatrisation d'un défaut osseux non-critique

La premiére phase est une « phase inflammatoire » qui voit la mise en place de ’hématome
fracturaire. Cet hématome correspond a une inflammation locale du tissu Iésé. Les cellules
nécrotiques du tissu 1ésé vont par I’intermédiaire de signaux chimiotactiques recruter sur le
foyer de la Iésion un certain nombre de cellules provenant du sang ou de la moelle osseuse
environnante. Parmi ces cellules se trouvent des macrophages chargés d’éliminer les débris
cellulaires de la zone endommagée. En plus des cellules inflammatoires il y a recrutement et
prolifération de cellules souches (mésenchymateuses et hématopoiétiques) qui donneront
ensuite naissance aux futures cellules osseuses de 1’os reconstruit. Lors de cette phase qui
dure généralement 2 a 3 semaines, il y a mise en place d’un tissu de granulation fibreux riche
en fibroblastes et en collagene de type I1I.
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« La phase intermédiaire» qui suit est appelée phase de réparation elle dure elle aussi
plusieurs semaines. Il y a formation d’un « cal mou » dit primaire. Lors de ce processus les
précurseurs préalablement recrutés se différencient dans les lignées ostéoblastiques et
chondrocytaires sous 1’action de stimuli chimiques (facteurs de croissance) et physiques
(contraintes mécaniques). Au centre du foyer Iésé, les ostéoblastes modelent un tissu ostéoide
riche en collagéne de type I qui va progressivement minéraliser sous I’action de ces mémes
cellules. Les chondrocytes créent un anneau cartilagineux autour du foyer. Ce tissu
cartilagineux minéralise ensuite lui aussi avec 1’arrivée de la néovascularisation et des cellules
osseuses. Ce « cal mou » va progressivement devenir un « cal dur » minéralisé formant un
pont entre les bords de la fracture. Toutefois, cet os néoformé posséde une structure osseuse
minéralisée aléatoire et constitue un os immature moins résistant aux contraintes mécaniques

que I’os natif.

C’est pourquoi intervient la derniére phase qui est une « phase de remodelage » osseux qui
va durer plusieurs mois. Ce mécanisme de renouvellement tissulaire a lieu aussi naturellement
dans 1’os sain pour réparer les micro-dommages 0sseux qui apparaissent tout au long de la
vie. Ce processus correspond a la succession séquenticlle de 4 étapes au sein d’unités
fonctionnelles nommées « Basal Multicellular Unit » BMU.

- La premiere phase correspond a ’activation de précurseurs ostéoclastiques par les cellules
bordantes de la zone a remodeler. Durant le recrutement des pré-ostéoclastes il y a
dégradation de la couche collagénique entourant le tissu minéralisé par les cellules bordantes.
- Les pré-ostéoclastes fusionnent ensuite pour donner des ostéoclastes matures qui résorbent
la matrice osseuse au sein de la lacune de résorption. C’est la phase de résor ption.

- Une fois une partie de 1’os résorbé une inversion des signaux chimiques d’activation des
ostéoclastes en faveur d’une inhibition de ceux-ci intervient. 1l y a aussi recrutement de
cellules osteoblastiques, c’est la phase dite d’inversion.

- La derniére phase du remodelage correspond alors au dépdt d’un tissu ostéoide nouveau par

les ostéoblastes, qui va ensuite minéraliser. C’est la phase de for mation.
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Figure 24 : Processus de remodel age osseux, derniére étape de la cicatrisation
0sseuse

Tout ce processus de cicatrisation osseuse est influencé par de nombreux facteurs
environnementaux dont :

- la vascularisation du site cicatriciel, essentiel au recrutement des différents progéniteurs
0SSeux

- la présence de cellules souches et précurseur ostéoblastiques, ostéoclastiques et vasculaires

pour permettre la formation du tissu cicatriciel qui minéralisera
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2) Les atteintes clinigues du tissu osseux

a. Lecontexte clinique dans la région maxillo-faciale

Le squelette cranio-faciale dérive des cellules de la créte neurale. Cette région posséde des 0s
issus d’ossification membraneuse (a partir du tissu mésenchymateux) (frontal, pariétal...) et
d’autres issus d’ossification endochondrale (en passant par une matrice cartilagineuse) (base

de I’occipital, corps du sphénoide, base du temporal...).

De manicre naturelle, 1’os est un tissu capable de cicatriser mais aussi de se remodeler de
maniere a obtenir un tissu avec des propriétés identiques au tissu natif, notamment en termes
de résistance mécanique.

Toutefois, cette réparation a des limites. En effet, lorsque le défaut osseux est trop important
(défaut osseux de taille critique), lorsque la zone Iésée est hypotrophique (faible cellularité et
absence de vascularisation), lorsque la localisation est défavorable a la cicatrisation (a
proximité du nez ou de la cavité buccale), dans certaines zones de la face cicatricielles apres
traumatisme, malformation, ou en cas d’irradiation, alors le tissu osseux ne sera pas en mesure
de cicatriser correctement. Dans ce cas il y a persistance d’un défaut osseux incapable de

remplir son rdle mécanique et physiologique.

» Les fentes alvéolaires

Les fentes cranio-faciales sont des malformations faciales congénitales qui proviennent d’un
défaut de fusion des bourgeons crénio-faciaux lors du développement embryonnaire. Parmi
les différents types de fentes possibles, les atteintes de la zone alvéolaire (gencive et os
maxillaire) représentent les plus graves sur le plan du défaut osseux.

Les fentes alvéolaires qu’elles soient associées ou non avec une fente du palais (fente du voile
ou de la vodte du palais) necessitent, pour étre traitées, un apport osseux afin de combler la
non-séparation des orifices oral et nasaux.

L’incidence des fentes palatines varie selon le sexe, les régions et selon 1’atteinte (labio-
palatine) ou non (palatine seule) de la levre. Ces fentes appelées aussi labio-maxillopalatine
représentent sont les malformations congenitales faciales les plus fréquentes avec 1 naissance

sur 750 avec 46% de fente labio-palatines, 33% de fente palatine et 21% de fente labiale.
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Ces fentes peuvent étre isolées ou associés a d’autres malformations cranio-faciales

(syndrome).

D’un point de vue clinique et embryologique, se distinguent :
- Les fentes du palais primaire : touchant lévre, nez et 1’os maxillaire en avant du
foramen incisif
- Les fentes du palais secondaire : touchant 1’os maxillaire en arriére du foramen incisif,
I’0s palatin et le voile du palais.

Enfin, les fentes peuvent étre unilatérales ou bilatérales.

Le traitement de ces affections fait intervenir chirurgiens maxillo-faciaux, plasticiens ainsi
que ORL, pédiatres, orthodontistes, phoniatres. C’est lors de reconstruction de la partie
osseuse du palais primaire (os alvéolaire), entre 4 et 9 ans, qu’un apport osseux externe

(greffe) est nécessaire dans environ 40% des cas.

Figure 25: Exemple de fente unilatérale du palais
primaire et secondaire

» Les tumeurs osseuses

Les cancers de la cavité orale représentaient 2,1% des cancers en 2012 (Ferlay,

Soerjomataram et al. 2015). La prise en charge des cancers des voies aerodigestives

supérieures et en particulier de la cavité orale peut nécessiter une résection osseuse, en
fonction du type de cancer, du degré d’évolutivité de la pathologie, et de 1I’envahissement
0SSeux.

La réhabilitation fonctionnelle passe alors par une reconstruction adaptée notamment sur le
plan osseux, le plus souvent a I’aide de greffes osseuses autologues vascularisées (ou

lambeaux libres osseux), fiables mais difficiles techniquement.
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Selon le type de tumeur peuvent étre proposés des séances de radiothérapie et ou de
chimiothérapie. Toutefois, les séquelles de radiothérapie en terrain osseux, a savoir I’aplasie
médullaire de ’os irradié, la diminution de la vascularisation voir 1’ostéoradionécrose qui
I’accompagne en font un territoire des plus hypotrophiques. Les greffes osseuses non-
vascularisées en territoire irradié se compliquent par un rejet dans 50 & 80% des cas. C’est
pourquoi I’indication principale clinique est la greffe osseuse vascularisée. Ces
caractéristiques en font un sujet d’étude et un challenge a part pour les stratégies d’ingénierie

tissulaire osseuses.

Figure 26: Exemple de défaut osseux mandibulaire post-
extraction tumorale (Hidalgo et al. PRS 2002)

» Les traumatismes et exemples d’ostéotomies

Les causes traumatiques de défaut osseux cranio-faciaux sont multiples et trés fréquentes ;
rixes, accidents de la voie publique, chutes, lésions balistiques etc. Les localisations
fracturaires et les pertes osseuses sont multiples que ce soit au niveau du sinus frontal, du
tripode zygomatique, du maxillaire, de la mandibule ou encore de la pyramide nasale et

peuvent nécessiter une greffe osseuse.

Les dysmorphoses faciales maxillo-mandibulaires nécessitent une prise en charge
orthodontico-chirurgicale. En effet les anomalies de 1’occlusion dentaire peuvent traduire une
anomalie des bases osseuses maxillaires et/ou mandibulaires, et dont la correction chirurgicale

lors d’ostéotomies faciales peut nécessiter une interposition osseuse ou de substituts osseux.
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Figure 27: Exemple de traumatisme osseux cranien
(Lendeckel et al. J Cranio-Maxillofac Surg 2004)

> Les extractions dentaires

Aprés extraction dentaire un phénomene de perte osseuse alvéolaire peut survenir. Par la perte
d’attache du parodonte (tissu de soutien de la dent) des suites de 1’extraction, une récession
gingivale est quasi systématique et est associée a une fonte osseuse alvéolaire. Ce phénomeéne
peut étre atténué par le comblement alvéolaire par des biomatériaux en post-extraction.
Toutefois, aprés perte osseuse alvéolaire, les biomatériaux seuls ne peuvent plus répondre a
I’indication. Cette perte osseuse est une limitation a la réhabilitation implantaire (exemple :
place d’un implant) qui nécessite une hauteur alvéolaire suffisante pour la stabilité future de
I’implant et une technique pour régénérer du tissu osseux par apposition est alors un

challenge.

Figure 28. Exemple de perte osseuse
alvéolaire post-extraction dentaire
(Dental Implant Dentistry blog)
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b. Legold standard et seslimites

Dans toutes ces indications de perte osseuse critique (qui ne va pas se reconstruire

spontanément), la technique de référence actuelle est la greffe osseuse autologue.

La résistance mécanique et la forme recherchée lors de la greffe sont deux paramétres majeurs
dans le choix de la zone de préelévement.

- L’os prélevé peut étre de I’os cortical/compact, de 1’os spongieux/trabéculaire ou de
I’0s cortico-spongieux. L’os cortical/compact se résorbant plus lentement que 1’0s
spongieux/trabéculaire. Le choix entre os cortical / os trabéculaire se fera
essentiellement selon la nécessité dun apport structurel/mécanique du défaut a
combler.

- L’os peut étre prélevé sur de nombreux sites (tibia, cotes, mandibule, os iliaque, voir

méme la calvaria)

= La greffe iliaque et I’épiphyse du radius permet un choix de prélévement d’os spongieux
ou cortico-spongieux et est trés utilisé pour les défauts de moins de 5¢cm de long

= La greffe costale permet un prélevement cortico-spongieux plus long (jusqu’a 20cm) et
offre une bonne régénération du site donneur. De plus, ce prélévement chez I’enfant va
permettre de traiter des défauts ou une croissance du site receveur est désirée (fentes
palatines par exemple). Enfin grace au prélevement mixte os-cartilage intercostal, ce type
de greffe permet la reconstruction d’articulation.

= La greffe crénienne pariétale permet elle aussi la bonne cicatrisation du site donneur tout
en travaillant dans la région cranio-maxillo-faciale.

= La greffe de la symphyse mandibulaire permet un prélévement d’os cortico-spongieux lui
aussi en région cranio-maxillo-faciale.

= Le greffe tibiale permet le prélevement d’un os spongieux en zone proximale du tibia,

zone facilement accessible chez les patients adultes.

Aprés la greffe, tout le greffon ne sera pas immédiatement vascularisé et une partie des
cellules (plus ou moins importante selon sa taille) va mourir par manque d’apport en oxygene
et en nutriments. La greffe sera ensuite colonisée par les cellules osseuses du site donneur
pour remodeler le greffon afin de reconstruire le défaut avec de 1’os mature.

Il est aussi possible de faire des greffes osseuses hétérologues (d’un autre donneur). Ces

prélevements osseux allogéniques ont permis la mise en place de banques de tissus 0sseux
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pour permettre a tout moment aux chirurgiens de disposer du tissu « sur mesure ». Toutefois,
ces prelevements nécessitent un traitement stérilisant supplémentaire pour éviter les
transmissions de pathogéne. Ces traitements des greffons pour limiter le risque d’infection

vont aussi diminuer les propriétés d’ostéointegration de ceux-Ci.

La greffe osseuse autologue donne généralement de bons résultats mais comporte toutefois
des limites qui sont classables en deux categories :

- les limites sur site donneur :

En effet la quantité de tissu prélevable reste limitée. De plus le prélevement est synonyme
d’une morbidité au niveau du site donneur, avec des douleurs, hématomes, infections et une
fragilisation mécanique.

- limites sur le site receveur :

La prise de greffe n’est pas efficace a 100% et il peut exister des échecs qui dependront en
partie du site receveur. Pour des localisations peu-vascularisées, ou sur terrain irradié
(conditions hypotrophiques) la greffe osseuse ne suffira pas toujours a permettre une

régénération du défaut osseux. En cas d’os hétérologue, un risque de rejet est présent.

C’est dans ce contexte clinique qu’il est nécessaire de développer une technique pour

régénérer ces défauts osseux qui soit a la fois sans danger pour le patient (innocuité) et avec

des résultats prédictibles et reproductibles (Shrivats, McDermott et al. 2014).
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3) L’ingénierie tissulaire osseuse

Afin d’offrir une alternative a la greffe osseuse de nombreuses €quipes tentent de mettre au

point une technique d’ingénierie tissulaire osseuse performante.

a. Définition

L’ingénierie tissulaire dans sa définition historique est un champ de recherche médicale

interdisciplinaire qui applique les principes de I’ingénierie et de la biologie pour restaurer,

maintenir ou améliorer la fonction d’un tissue (restore, maintain or improve) {(Langer and

Vacanti 1993). Dorénavant, lorsqu’il est question d’ingénierie tissulaire, au niveau 0sseux ou

pour d’autres organes, il est fait mention des 4 "R" pour Réparer, Remplacer, Reprogrammer
et Régénérer comme objectif a atteindre. C’est un principe qui est trés souvent représenté par
une association entre :
- Un biomatériau (naturel ou synthétique) adapté mimant les capacités matricielles du
tissu a régéneérer
- Une source cellulaire compétente pour réparer ou remplacer les cellules du tissu a
régénérer
A ce couple peut se rajouter une composante environnementale (sous la forme d’un paramétre
physique ex : tension en oxygene ou biochimique, ex : facteur de croissance) qui va influencer
les cellules implantées et/ou les cellules du site d’implantation.
Ce principe peut étre adapté a tous les tissus de 1’organisme. Concernant 1’os, il existe
différents types de biomatériaux, de cellules, et "d’adjuvants" qui sont utilisés ou a I’étude a

I’heure actuelle et dont nous allons discuter dans les paragraphes suivants.

Voici tout d’abord quelques définitions des différents phénoménes qui ont lieu lors de la
régénération osseuse :

-ostéoconduction: C’est la capacité passive d’un tissu ou d’un biomatériau, apres
implantation en site osseux/orthotopique a accueillir des cellules osseuses et a supporter la
formation osseuse induite par ces dernieres.

-ostéoinduction : C’est la capacité d’un biomatériau ou d’une molécule a induire une

formation osseuse aprés implantation en site ectopique/hétérotopique. (Ripamonti 1996

Barradas, Yuan et al. 2011). Ce phénoméne n’est a I’heure actuelle pas totalement connu et le

terme regroupe la formation osseuse endochondrale provoquée par les BMP (2 et 7
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notamment) (Reddi and Huggins 1972) et la formation osseuse membraneuse (ou intra-

membranaire) induite par les biomatériaux (Yuan, Bruijn et al. 2001). Dans les deux cas, il y a

un phénomene de différenciation des ostéoprogéniteurs.
-ostéogenique/ostéoformatrice : Concerne la capacité de certaines cellules a mener a la

formation d’un tissu osseux.

b. Lesbiomatériaux

Les propriétés recherchées des biomatériaux pour 1’ingénierie tissulaire sont communes a la
plupart des tissus a régénérer :

- Promouvoir [I’attachement, la migration, I’interaction, la prolifération et la

différenciation des cellules a son contact

- Etre biocompatible avec le systéme immunitaire au site d’implantation

- Servir de support structural aux cellules et au tissu néoformé
En addition a ces caractéristiques, selon la composition physico-chimique du biomatériau,
celui-ci peut étre résorbé ou non :
- Un matériau osseux biocompatible reste intact sur le site d’implantation. C’est le cas des
biomatériaux biotolérés (e.g. polyacrylics), formant une capsule fibreuse les séparant de 1’0s
ou des biomatériaux bioinertes (e.g. aluminium ou titane), ne formant pas de tissu fibreux
mais sans interaction biologique.
- Un substitut osseux, au contraire va étre progressivement résorbé par 1’organisme et
remplacé par du tissu osseux. C’est le cas des matériaux bioactifs (carbonates de calcium,
phosphates de calcium et bioverres), qu’ils aient des propriétés ostéoinductives ou non

Malard, Espitalier et al. 2007).

Les biomatériaux utilisés en ingénierie tissulaire osseuse peuvent étre répartis en 4 classes
Garcia-Gareta, Coathup et al. 2015) :

- Les polymeres qui sont soit naturels (comme le collagene ou la cellulose) ou synthétiques
(comme I’acide poly-lactique).

- Les céramiques qui regroupent les phosphates de calcium (comme I’HA ou les BCP), les
bioverres et d’autres céramiques.

- Les métaux comme le titane par exemple.
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- Les matériaux composites qui comportent les propriétes des plusieurs des classes

précédemment citées (comme les polylactiques renforcés de phosphates de calcium par

exemple).

Matériaux de greffe osseuse

Exemples

Polymeres Naturels

Synthétiques

Protéiques: collageéne, fibrine,
gélatine, fibroine
Polysaccharides: acide
hyaluronique, chondroitine
sulfate, cellulose, amidon,
alginate, agarose, chitosan,
pullulan, polydextrose

-acide poly-glycolique (PGA)
-acide poly-lactique (PLA)
-poly-(e-caprolactone) (PCL)
-Poly-(lactide-co-glycolide)
(PLGA)
-Poly-hydroxymethylmethacrylate
(poly-HEMA)

Céramiques Phosphates de Calcium

Bioverres

Autres

-Hydroxyapatite coralline ou
synthétique (HA)

-HA substituée en silicate
-Phosphate B-Tricalcium (B-TCP)
-Phosphate dicalcium deshydraté
(DCPD)

-Phosphate de calcium biphasique
(HA+B-TCP) (BCP)

Verre bioactif sillicaté
Verre bioactif borate/borosilicate

Céramique d'aluminium (Al203)

M étaux

Titane

Tantale

Acier inoxydable
Magnesium

Matériaux composites

-HA/poly-(p,.-lactide)
-HA/chitosan-gelatin

Tableau 12 : Classification possible des différents biomatériaux de reconstruction osseuse
(d’apres Garcia-Gareta et al. Bone 2015)
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Les propriétés d’ostéoinduction et d’ostéocondution des biomatériaux vont dépendre a la fois

de leur structure chimique mais aussi des caractéristiques physiques comme la surface

specifique, la micro- et macro-porosité ainsi que la granulométrie si ce sont des granules

Barradas, Yuan et al. 2011). La vitesse de résorption du biomatériau est aussi un facteur tres

influant de la repousse osseuse par des cellules implantées.

En clinique humaine, la plupart de ces matériaux sont commercialises sous différentes formes

pour de nombreuses applications, donc la plupart en implantologie pour permettre de prévenir

une perte osseuse.

Origine Type Exemple clinique
Naturds Allogreffe GRAFTON ® DBM, OSTEOSET BDM ®
Xénogreffe
HA biologique ENDOBON ®, BIO-OSS ®, LUBBOC®,
OXBONE®, SURGIBONE®, OSTEOGRAFT®
Carbonates de BIOCORAL®
calcium
Synthétiques Céramiques HA CERAPATITE®, TRANS-OSSATITE®
Phospho-
Calciques
aTCP - bTCP BIOSORB®, CALCIRESORB®, CEROS®,
CERASORB®, BIOSORB®, RTR®
BCP CALCIRESORB 35®, CERAFORM®, ALASKA®,
MBCP®, CROSS-BONE®, SBS60/40®
Polymeres Ciments BIOPLANT®, HTR®
acryliques
(PMMA)
Polyesters
aliphatiques
Bioverres PERIOGLASS®, BIOGRAN®, BIOGLASS®.
Sulfate de LIFECORE®, OSTEOSET
calcium
Matériaux Naturels BIOSTITE®, BIO-OSS®COLLAGEN, RTR®,
composites CALCIRESORB-COLLAGEN™, CERAPATITE-
COLLAGEN™, COLLAPAT ®, COLLAGRAFT ®
Synthétiques PEPGEN®

Tableau 13: Biomatériaux osseux utilisés en clinique humaine selon leur origine (autre
classification possible)
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En termes d’ostéoinduction, la majorité des rapports d’ossification ectopique concerne des
phosphates de calcium.
La libération d’ions phosphates et d’ions Ca?*, POs* et HPO4> par ces biomatériaux semble

impliquée dans la formation osseuse aussi bien en ce qui concerne 1’ostéoconduction en site

osseux que I’ostéoinduction (Barradas, Yuan et al. 2011).

Les propriétés chimiques influent sur la formation osseuse, I’un des exemples connus est la
faculté des phosphates de calcium a lier certaines molécules, dont les BMP, et augmenter
ainsi la concentration de signaux pro-ostéogéniques.

De plus, les propriétés mécaniques des matériaux influent sur la transmission des signaux de
mécano-transduction nécessaires a la différenciation des progéniteurs en cellules osseuses.
Enfin la présence d’une porosité au niveau macroscopique et microscopique est essentielle
pour stimuler la formation osseuse. Les pores permettent a la fois I’invasion vasculaire et
cellulaire mais aussi une dégradation plus rapide du biomatériau pour étre remplacé par du

tissu 0sseux.

Les BCP sont formés d’HA et de B-TCP. Le B-TCP se dégrade relativement rapidement in
ViVO et permet ainsi la libération d’ions calcium et d’ions phosphate stimulant la calcification.
L’HA met plus longtemps a se dégrader in vivo et permet d’avoir une base stable nécessaire a

un phénomeéne d’ossification post-calcification.

Les recherches sur les biomatériaux, bien que non abordés dans cette thése, représentent un
champ incontournable de la recherche en ingénierie tissulaire actuelle. Le développement et la
combinaison de nouveaux matériaux permettent de moduler :

- Leurs propriétés mécaniques et de mécanotransductions

- Leurs porosités et potentiels d’envahissement par les fluides biologiques

- Leurs capacités de dégradation

- Leurs potentiel a véhiculer des facteurs angiogéniques ou ostéogéniques

- Leurs interactions avec le systétme immunitaire de 1’hOte et I’environnement

inflammatoire qui en découle

Enfin, le développement des nouveaux procédés d’impression en 3 dimensions permet déja

d’envisager la création de biomatériaux spécialement crées pour une forme et une application

personnalisée (Amini, Laurencin et al. 2012).
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c. Lessourcescdlulaires

» La moelle osseuse

Il est souvent fait notion de moelle jaune et de moelle rouge. La moelle jaune correspond au
tissu adipeux medullaire cité précédemment. La moelle rouge correspond a la moelle osseuse
non adipocytaire et regroupe les fonctions d’organe lymphoide primaire siege de
I’hématopoiese mais aussi de source de cellules précurseurs du tissu osseux (a la fois
ostéocytaires et ostéoclastiques). Cette présence de cellules progénitrices osseuse via les
cellules stromales mésenchymateuses (CSM) et hématopoiétiques (CSH) a fait de la moelle

osseuse, historiqguement, la premiere source cellulaire a étre utilisée pour la reconstruction

osseuse (Trojani, Balaguer et al. 2008). Etant située au niveau de 1’os trabéculaire elle

contient, en plus des cellules, des molécules pro-ostéogéeniques (BMP) et constitue au total un
microenvironnement osseux natif.

Cette source cellulaire, présente au sein méme de 1’os est la seule utilisée actuellement en
cliniqgue maxillofaciale humaine (hors études cliniques). Cette moelle est généralement
prélevée au niveau de la créte iliaque par ponction puis implantée en site 0sseux avec ou sans

biomatériau ou en supplément de la greffe osseuse.

Ce mélange moelle osseuse dite « totale »/biomatériau donne de bons résultats en clinique

mais aussi lors d’études en site osseux (Corre, Merceron et al. 2015).

Toutefois, cette technique reste limitée par :

- la quantité¢ de moelle prélevable, souvent de I’ordre de quelques cc si elle n’est pas
diluée dans le sang

- la "richesse” de cette moelle, les proportions cellulaires la composant variant
énormément selon les individus, 1’age et les pathologies osseuses

- la morbidité (douleur et possibilité d’infection) du site donneur

» Les cellules stromales mésenchymateuses
Les cellules stromales mésenchymateuses, sont des cellules souches multipotentes capable de
proliférer de maniere clonogénique (une cellule mere donnant deux cellules filles aux

propriétés rigoureusement identique a la cellule d’origine) et de se différencier en multiples
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types cellulaires mésenchymateux (ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes) sous 1’action de

stimuli adaptés (Pittenger, Mackay et al. 1999).

Elles furent décrites dans un premier temps comme des progéniteurs osseux de la moelle

osseuse « totale » (Friedenstein, Petrakova et al. 1968| |Tavassoli and Crosby 1968) et

représentent moins de 0,1% des cellules nucléées de celle-ci {Haynesworth, Goshima et al.

1992).

Ce sont majoritairement les CSM de la moelle osseuse qui sont utilisées dans les études
d’ingénierie tissulaire osseuse.

L’amplification du nombre de ces cellules par culture in vitro permet d’en obtenir un trés
grand nombre sans perdre leur capacité a se différencier en cellules osseuses. Ces cellules sont
ensuite implantées avec ou sans différenciation préalable en culture, au contact de
biomatériaux pour permettre la repousse osseuse par différenciation in situ de ces cellules en
cellules ostéoformatrices. Cette étape d’amplification est nécessaire car plusieurs études ont
montrées une formation osseuse dépendante du nombre de cellules implantées et une

concentration de l’ordre de 7,5x10° cellules par cm?® est nécessaire a 1’ostéoformation

Mankani, Kuznetsov et al. 2007). Plusieurs études s’accordent aussi pour dire que la

différenciation de ces cellules avant implantation vers un phénotype ostéogénique, (ajout dans

le milieu de culture d’acide ascorbique, de dexaméthasone et de B-glycérophosphate) améliore

les résultats en termes de formation osseuse (Yoshikawa, Ohgushi et al. 1996{ |Corre,

Merceron et al. 2013|(Corre, Merceron et al. 2015).

Cette ostéoformation dépendante du nombre de cellules a été a I’origine de la recherche
d’autres sources de cellules ostéogéniques que la moelle osseuse. En effet depuis la
découverte des CSM et de leurs propriétés, ces cellules ont été décrites au sein de nombreux

tissus.

» Le tissu adipeux

Le tissu adipeux, plus précisément la fraction stromale vasculaire, au méme titre que la moelle
osseuse est une source de cellules stromales mésenchymateuses au potentiel de différenciation
ostéogénique. En continuant la comparaison moelle osseuse, la fraction stromale vasculaire du
tissu adipeux possede plusieurs avantages :

- la proportion de CSM qui est comprise entre 1 et 10% de la FSV contre moins de 0,1% pour

la moelle osseuse
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- la plus faible morbidité de préléevement du tissu adipeux par lipoaspiration vis-a-vis de la

ponction de moelle.

I1 est souvent fait mention d’inégalité entre les capacités de différenciations des CSM issues
de la moelle osseuse (CSM-MO) ou du tissu adipeux (CSA). Selon certaines études, les CSM-
MO possederaient une capacité de différenciation ostéogénique "plus importante” que les

CSA, qui a I’inverse seraient plus enclin a se différenciées dans la voie adipogéeniques. Ces

résultats sont contradictoires a I’heure actuelle (Strioga, Viswanathan et al. 2012). 1l est fort

probable, qu’en plus des différences intra-individuelles, les différences de micro-
environnements natifs des différentes populations de CSM influent sur les stimuli auxquels
ces cellules sont sensibles. Ainsi un milieu de différenciation ostéogénique optimal pour les
CSM d’un tissu sera moins efficace pour induire la méme réponse sur des cellules d’un autre

tissu.

» Autres sources de cellules souches

En plus de la moelle osseuse et du tissu adipeux qui sont les deux sources majoritairement
étudiées a I’heure actuelle, des CSM isolées d’autres organes ont été utilisées en ingénierie

tissulaire osseuse. Les cellules stromales mésenchymateuses de la pulpe dentaire, de la

gencive, du périoste ou de 1’os trabéculaire sont ses exemples (Szpalski, Barbaro et al. 2012).

Dans une optique de régénération osseuse passant par le repeuplement du tissu par des
cellules osseuses apportées lors de la stratégie d’ingénierie tissulaire, les cellules souches
pluripotentes induites (iPS) sont a 1’étude actuellement. Leur capacité de répondre aux
signaux de différenciation mimant les étapes du développement embryonnaire les inscrit dans
une stratégie d’organogenése in vitro pour “"Reconstruire™ un tissu 0sseux ex vivo qui sera

ensuite implanté en site osseux, ou bien encore pour induire leur différenciation in situ aprés

implantation dans un macro-environnement favorable (Levi, Hyun et al. 2012).

» Sources de cellules non autologues

Enfin, en ajout de ces différentes sources cellulaires autologues classiquement étudiées,

d’autres sources non-autologues sont envisagées pour la régénération osseuse, comme par

exemple les cellules de sang de cordon (Kang, Ryu et al. 2012{|Chen, Liu et al. 2013).

118



Type Célulaire

Stadede
differenciation

La Médecine Régénératrice Osseuse

Potentiel en
ingénierietissulaire
0Ssseuse

Avantages

Limites

CSM de la moelle osseuse

CSM du sang de cordon

CSM du tissu adipeux

Cellules endothéliales du
sang de cordon

CSM de la pulpe dentaire

Multipotent

Multipotent

Multipotent

Différencié

Multipotent

Ostéogeénique,
Vasculogénique

Ostéogénique

Ostéogénique,

Vasculogénique

Vasculogénique

Ostéogénique

Facilité d'acquisition,
Tres caractérisé,
Potentiel de
néovascularisation
Capacité proliférative,
Morbidité de prélevement
minimale

Facilité d'acquisition et
d'isolation,

Tres caractérisé,
Abondance,

Potentiel de
néovascularisation
Facilité d'acquisition,
Potentiel de
néovascularisation
Disponibilité

Morbidité du site donneur,
Faible proportion de CSM

Peu caractérisé

Légeére morbidité du site

donneur apreés anesthésie

Pas de capacité de multipotence

Moins caractérisé

Tableau 14: Caractéristiques de sources cellulaires utilisées en ingénierie tissulaire osseuse (d'aprés Szpalski et al. Tissue Eng 2015)
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d. Lesadjuvants

» Facteurs de croissance

L’ostéoinduction des biomatériaux seuls ne suffit pas a induire la repousse osseuse dans tous
les cas. Certains défauts osseux, de taille importante, en zone peu vascularisé, ou peu
cellularisé nécessite 1’apport d’autres facteurs ostéogéniques. Les cellules ostéoformatrices
citées précédemment sont une solution intéressante mais pour I’instant la seule stratégie de
reconstruction osseuse qui permet d’obtenir des résultats équivalents a une bonne prise de
greffe est I’utilisation de facteur de croissance (i.e. BMP).

Les facteurs de croissances aux propriétés ostéoinductrices sont diverses et possedent tous un

réle physiologique dans la formation osseuse.

L’action des BMP a été découverte lors de I’étude des propriétés d’ostéoinduction de
la matrice osseuse déminéralisé (DBM en anglais).
Les BMP sont des protéines appartenant a la superfamille des TGF (Transforming Growth
Factor), exprimés dans tous les tissus et a tous les stades du développement et a I’age adulte.
Elles sont sécrétées dans le milieu extracellulaire. L’action des BMP a lieu apres liaison a des
récepteurs présents sur la membrane cytoplasmique des cellules cibles. Il existe plus de 30

membres dans la famille des BMP.
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Figure 29 : Arbre phylogénétique de la famille des BMP
(Sailhan et al. EMC 2010)
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Le nom BMP venant de la découverte des premiers membres de cette famille de protéines,
toutes les BMP ne sont pas impliquées dans la physiologie osseuse mais plut6t sur la
morphogénese de I’organisme en général. Les BMP étant impliquées dans le métabolisme
osseux sont les BMP 2, 3, 3b, 4, 7, 8a, 13, 14, 16, 17.

Chez I’adulte, les BMP sont déposées dans la matrice osseuse par les ostéoblastes. Lors du
remodelage osseux elles sont libérées par la matrice et sécrétés par les cellules
ostéoprogeénitrices et les ostéoblastes. Les BMP stimulent alors la différenciation des CSM en

chondrocytes et en ostéoblastes et sont ainsi indispensables au processus de cicatrisation

osseuse (Tsuji, Bandyopadhyay et al. 2006). Toutes les BMP ne sont pas pro-ostéogénique,

par exemple la BMP3, présente dans la matrice osseuse et donc dans les DBM inhibe 1’action

ostéoinductrice des BMP2, 4, 6, 7 et 9.

Une étude en 2003 a comparé les 14 BMP identifiées chez I’homme en analysant leurs effets

sur les cellules osseuses plus ou moins différenciées (Cheng, Jiang et al. 2003).

L’action des BMP sur les CSM dépend aussi d’autres facteurs environnementaux comme la

tension en oxygene, et peut induire I’expression par ces cellules de marqueurs

chondrogéniques et ostéogéniques selon les autres signaux transmis aux cellules (Freyria,

Courtes et al. 2008).

La plupart des études montrent 1’association avec des biomatériaux collagéniques qui

permettent une biocompatibilité, biodégradabilité et la diffusion locale des BMP.

Toutefois, une étude publiée en 2003, (Akamaru, Suh et al. 2003) a aussi montré que 1’ajout

de BCP a I’éponge de collagéne classiquement utilisée peut améliorer les résultats de repousse
osseuse obtenus avec de la BMP2.

Plus récemment, la modification génétique de la BMP2 pour augmenter son affinité au

biomatériau (collagéne) a montrée de bons résultats (Chen, Lin et al. 2007). Ces données

ouvrent la porte a I’utilisation de protéines modifiées pour moduler leur affinité ou encore leur
demi-vie afin de moduler le phénomeéne de repousse osseuse a facon.

11 est aussi possible de s’affranchir du biomatériau pour délivrer le facteur de croissance en
utilisant la thérapie génique par vecteurs (viraux ou non) induisant I’expression (contrdlée ou
non) de la protéine d’intérét par des cellules (préalablement isolées ou localement). Toutefois
I’utilisation de ce type de procédé est plus long a mettre en place et 1’intérét, ostéoconducteur

et protecteur vis-a-vis des cellules, du biomatériau est alors perdu.
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Toujours parmi les BMP, il est possible de citer le GDF-5 (growth and differentiation
factor 5). Ce facteur est impliqué dans le développement de tissus cartilagineux. Son action
pro-chondrogénique a été utilisee pour obtenir une ossification endochondrale dans des

modeles de défauts osseux (Spiro, Liu et al. 2000]|Yoshimoto, Yamamoto et al. 2006).

La liste n’est pas exhaustive et de nouvelles études paraissent chaque année sur |’utilisation de

molécules ou cocktails de molécules ostéoinducteurs. Plusieurs études ont par exemple utilisé

la protéine Nell-1 (Nel-like molecule 1) (Siu, Lu et al. 2011) pour stimuler la formation

0SSEUse.

Actuellement en clinique humaine, ce sont les BMP2 et 7 qui sont utilisées pour leurs

capacités d’ostéoinduction (Lissenberg-Thunnissen, de Gorter et al. 2011).

- La BMP2 (dibotermine alfa) est commercialisée sous le nom d’INDUCTOS® sous forme de
poudre et dont I’utilisation, une fois dissoute, est couplée a une matrice de collagéne bovin de
type | (éponge). Son autorisation de mise sur le marché (AMM) couvre pour le moment
I’indication suivante "traitement des fractures du tibia chez l'adulte, en tant que complément
au traitement standard comprenant la réduction de la fracture ouverte et la fixation par
enclouage centromédullaire sans alésage™ et "le traitement de la discopathie dégénérative
lombaire par arthrodese lombaire antérieure". Toutefois, ’HAS (Haute Autorité de Santé) a
estime le bénéfice (SMR : service médical rendu) de cette technique comme "faible™ depuis
mai 2015 alors qu’il était jugé "important” en 2003 et "modéré"” en 2006. Depuis 2015, il est
donc considéré comme sans avantage clinique démontré vis-a-vis de 1’autogreffe dans le
cadre de la "fracture ouverte du tibia" et de la "discodiscopathie dégénérative lombaire par
arthrodése lombaire antérieure”. L’autorisation de mise sur le marché a donc été suspendue.

- La BMP7 (eptotermine alfa) est commercialisée sous le nom d’OSIGRAFT® sous forme de
poudre pour suspension implantable, elle aussi couplée a une matrice de collagéne bovin de
type 1 (sous forme de granules). L’AMM prévoit son utilisation pour "le traitement de
fractures non consolidées du tibia datant d'au moins 9 mois, secondaires a un traumatisme,
chez des patients dont le squelette est adulte, dans les cas ou un traitement antérieur par
autogreffe a échoué ou quand l'utilisation d'une autogreffe est impossible” et les études ont

montrées des résultats équivalent a la greffe osseuse autologue.

Les rhBMP (2 et 7), donnent donc de bons résultats cliniques et des études

randomisées sont régulierement publiées pour leurs utilisations dans de nouvelles applications
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comme 1’arthrodése rachidienne (Baskin, Ryan et al. 2003|[Dawson, Bae et al. 2009), ou la
pseudarthrose {Anticevic, Jelic et al. 2006||Fabeck, Ghafil et al. 2006).

La toxicité de ces molécules a éte évaluée lors des AMM et une clairance tres rapide
(quelques minutes) a été observée. Les études concernant une éventuelle réponse immunitaire
par la présence d’anticorps (soit anti-BMP soit anti-collagéne) n’ont pas montré d’impact
clinique de la présence de ces anticorps. Dans ce contexte toutefois, I'utilisation répétée de
ces procédés est a proscrire pour eviter le développement d’une auto-immunité envers les

BMP endogenes.

Dans le contexte maxillo-facial, aucune BMP ne posséde d’indication clinique pour le

moment. Toutefois un certain nombre d’études chez ’homme ont été publiées sur le potentiel

des BMP en zone cranio-faciale {(Chenard, Teven et al. 2012) sur des reconstructions

craniennes, mandibulaires (Sweeny, Lancaster et al. 2012), du sinus maxillaire {Corinaldesi,

Piersanti et al. 2012) et des fentes alvéolaires {(Dickinson, Ashley et al. 2008{|Allareddy 2014
Alonso, Risso et al. 2014).

Néanmoins, il est essentiel de noter que I’utilisation actuelle des BMP n’est pas sans
limites. Ces limites sont dues aux effets secondaires induits par ces BMP de par leur nature de
facteur de croissance et de par ’utilisation de dose supra-physiologiques.

Son utilisation est proscrite en cas de cancer quel qu’en soit le type du fait des interactions

facteur de croissance/cellules cancéreuses, considérées comme a risque méme si elles ne sont

pas toujours clairement définies (Hughes, Taher et al. 2013||Kelly, Savage et al. 2014).

Deux types d’effets indésirables sont couramment reportés :
- Une ossification ectopique indésirable, provenant du potentiel ostéoinducteur des BMP et

dont ’importance va dépendre du biomatériau porteur et de la vitesse de relargage du facteur

de croissance (Boerckel, Kolambkar et al. 2011).

- Une inflammation locale et un cedéme au niveau du site d’implantation.
U fl tion locale et d du site d’ lantat

> Les derives plaquettaires

L’engouement pour les dérivés plaquettaires tels que les PRP et les PRF pour I’ingénierie

tissulaire osseuse repose sur 2 propriétés distinctes de ceux-ci.
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- Premiérement, comme expliqué précédemment les PRP/F peuvent se présenter sous forme
de gels, permettant d’avoir une action mécanique qui vise a maintenir une cohésion au niveau
des biomatériaux et cellules au moment de 1’implantation. Ces gels se dégradent ensuite avec
une cinétique variable de 1’ordre de quelques jours.

- Deuxiemement ’activation de ces concentrés plaquettaires par une source de calcium ou au
contact du collageéne sur le site d’implantation permet le relargage par les plaquettes d’un
certain nombre de facteurs de croissance. La sécrétion de TGF-B est tres connue pour stimuler

la prolifération des CSM. L’effet ostéoinducteur des facteurs relargués par les PRP n’a pas été

démontré mais I’effet pro-angiogenique (Kakudo, Morimoto et al. 2015) de ceux-ci est

¢vident et permet 1’invasion vasculaire au niveau du défaut osseux. Cette formation de
nouveaux vaisseaux sanguins permet un apport en oxygene nécessaire a la survie des cellules

implantées mais est aussi une étape essentielle dans le processus de cicatrisation osseuse.
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€. Les modeles d’étude d’ingénierie tissulaire osseuse

Différents facteurs vont influer les résultats obtenus avec un procédé d’ingénierie tissulaire
osseuse : I’espece animale, le site d’implantation, la procédure d’implantation et le délai
d’étude.

De maniere générale, les études avec des petits animaux (rongeurs) conduisent a une
formation plus lente que chez les animaux plus larges (chien, brebis, porc). En plus d’une

ostéoinduction plus rapide, une quantité plus importante d’os est retrouvée dans les études sur

ces grands modeles (Yang, Yuan et al. 1996).

Pour exemple, dans la revue de Barradas publiée en 2011 (Barradas, Yuan et al. 2011),

sur les 51 études reportant des capacités ostéoinductrices sur les phosphates de calcium,

seules 10 ont été faite chez des rongeurs.

Malgré cette affirmation, la recherche de nouveaux procédés d’ingénierie tissulaire osseuse
passe trés souvent par une premiére étape de validation dans des modeles murins (rat ou
souris) pour des raisons évidentes de codt/taille des défauts a combler. Ces espéces permettent
aussi d’étudier les procédés d’ingénierie utilisant des cellules humaines grace a des souches
animales immunotolérantes. Enfin, les modéles de rongeurs permettent de nombreuses
techniques d’analyses adaptés a la fois au niveau de I’imagerie petit animal que des

techniques biochimiques utilisant de nombreux anticorps développés pour les rongeurs.

Dans le contexte osseux maxillo-facial, les modeles sont trés souvent communs au rat et a la
Souris :
- Modeéles ectopiques : sous-cutanée, intra-musculaire, inter-musculaire

- Modeéles orthotopiques (en site osseux) : calvaria, défaut mandibulaire
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f. Lasurvieetlesuivi descellules

Lorsqu’il est question d’ingénierie tissulaire osseuse, de nombreuses questions restent en
suspens : Quel biomatériau utilisé ? Quelles cellules ? Pour quelles applications ? Comment

amener les cellules sur le site ? Quel est I’avenir de ces cellules implantées ?

Cette derniere question va dépendre des cellules utilisées. Les stratégies utilisant des CSM
pré-différenciees implantées en site osseux visent a faire de ces cellules les ostéoblastes du
tissu osseux a reformer (au moins dans un premier temps). Les stratégies utilisant des facteurs
pro-ostéo/angiogéniques ou des cellules transformées génétiquement pour exprimer un facteur
de croissance reposent sur la capacité de ces cellules a sécréter des facteurs stimulant les
cellules de I’hote a reformer un tissu osseux (recrutement de cellules ostéocompétantes,
néovascularisation du défaut, différenciation de cellules progénitrices hotes).

Ces deux paradigmes reposent sur la survie et le maintien des cellules au niveau du défaut, au
moins a court terme, pour permettre a ces cellules implantées de remplir leur(s) réle(s).

D’un autre coté 1’autogreffe osseuse selon sa taille et la zone receveuse conduit a la mort
d’une partie des cellules du greffon par ischémie, et la matrice subit alors un remodelage

apres colonisation par les cellules de I’héte.
Plusieurs études ont donc tenté de répondre a la question du devenir des cellules apres
implantation ou méme injection systémique. La plupart de ces études ont été faites a partir des

CSM de différentes especes implantées dans des rongeurs en sous-cutanée ou en site 0SSeux.

- En implantation locale (site 0sseux ou sous-cutané) :

De maniere générale, les études publiées dans la litterature sur la survie de CSM implantees
suggerent que la survie depend de trés nombreux parametres : de 1’espéce donneuse, de

I’espece receveuse, du modele, du biomatériau, de la taille de ’implant d’ingénierie. ..

En 2010 Geuze (Geuze, Prins et al. 2010) implante des CSM-MO de chévre exprimant la

luciférase. Apres implantation en sous-cutanée ou en site vertebral chez le rat, il y
augmentation du signal de luminescence durant la premiére semaine puis le signal décroit
rapidement dans le mois qui suit. Chez la souris au contraire, le signal décroit moins

rapidement et il reste des cellules durant les 7 semaines de I’é¢tude. Une formation osseuse
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n’est présente qu’au niveau des animaux qui montrent la présence des cellules sur toute la
durée de I’étude. Cette étude suggére que la survie des cellules est nécessaire a la formation
osseuse, au moins en site ectopique. De plus, des cellules irradiées ayant une capacité
proliférative diminuée n’induisent pas de formation osseuse, suggérant la nécessité d’une
prolifération des CSM implantées. Ces résultats sur ces cellules irradiées sont les mémes
dans I’étude d’Olivo (Olivo, Alblas et al. 2008).
En 2012, dans I’étude de Prins (Prins, Fernandes et al. 2012), des CSM-MO de chevre et

humaines marquées sont implantées en sous-cutanée de souris. La méme augmentation de

signal est retrouvée pour les CSM-MO de chévre avec ensuite une diminution qui ne décline
pas sous les 60% suggérant une survie d’une majorité des cellules. Toutefois, les CSM-MO
humaines dans le méme modé¢le voient leur signal diminuer sur toute la durée de 1’étude
jusqu’a 25% du signal de base. Ces résultats impliquent des différences de prolifération et
de survie des cellules selon les espéces. De plus, selon le biomatériau utilisé, la distribution
spatiale des cellules mais aussi la formation osseuse varie (entre le TCP et I’'HA). En sous-
cutané toujours, en 2012, Becquart montre une mort massive des CSM-MO humaine

implantées avec du corail qui meurent par ischémie des 6 jours, avec une mort prédominante

des cellules au centre de I’implant (Becquart, Cambon-Binder et al. 2012).

En plus des différences entre les espéces, la source de CSM peut influer sur la survie des
cellules apres implantation en site osseux. En effet, dans I’étude de Dégano en 2007, les

CSM-MO humaines implantées en calvaria de souris nude semblent étre présentent en plus

grande quantité aprées 3 mois que les CSA humaines (Dégano, Vilalta et al. 2008).

Concernant la survie des cellules en rapport avec une réponse immunitaire de 1’hote, 1’étude

de Liu en 2011, montre qu’en contexte allogénique chez la souris, les lymphocytes Thl de

I’hdte induisent la mort des cellules implantées (Liu, Wang et al. 2011). L’étude de Bouvet-

Gerbettaz observe ¢ mémes effets de 1’implantation sous-cutanee de CSM-MO de souris
C57BL/6 en syngénique ou dans des souris nude en association avec des BCP. Alors que
I’implantation en souris nude (immunotolérantes) permet la formation d’un tissu osseux
minéralisé, I’implantation en souris immunocompétentes donne lieu a la formation d’un tissu
osseux immature. Au sein de ce tissu, se retrouve beaucoup de cellules géantes multinuclées,
des cellules qui survivent moins longtemps et un profil ARN proche de celui retrouvé lors
d’une inflammation chronique. Ces études démontrent que la mort des cellules implantées

suite a une réaction immunitaire (médiée par les lymphocytes T de I’héte) est

défavorable pour la formation osseuse via ces cellules {Bouvet-Gerbettaz, Boukhechba et

al. 2014). De plus, dans une étude de 2013, Chatterjea utilise des CSM allogéniques ou

128



La Médecine Régénératrice Osseuse

syngeniques, associées a des BCP et prédifférenciées dans la voie ostéogénique chez le rat. En
utilisant un immunosuppresseur la formation osseuse des cellules allogéniques retrouve un

potentiel équivalent aux cellules syngéniques en inhibant le recrutement de lymphocytes B et
T (Chatterjea, LaPointe et al. 2013).
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- En administration systémique :

Le potentiel des CSM ou de la FSV a migrer sur un site de lésion osseuse suite & une injection
systémique reste sujet a discussion. La encore il est possible que cela dépende a la fois des
sources cellulaires (i.e. : capacité a répondre aux signaux de recrutement) et des modeles de
Iésion osseuse (i.e. : capacité des cellules présentes au niveau de la 1ésion d’induire un homing
de cellules du sang).

Dans I’¢tude d’Eggenhofer, les CSM-MO de souris injectées en intraveineuse, se retrouvent

majoritairement dans les poumons dés 1’heure qui suit I’injection. L’induction d’une lésion

d’ischémie/reperfusion dans le foie n’induit pas la migration de ces cellules (Eggenhofer,

Benseler et al. 2012).

Dans 1’étude de Levi, des CSA de souris ou humaines sont injectées en intraveineuses a la
suite de la création d’un défaut de calvaria. Apres 2 heures, les cellules sont aussi présentes au
niveau des poumons, toutefois aprés 4 jours, les cellules migrent vers la calvaria. De plus,
les CSA humaines (et non celles de souris) permettent un début de repousse osseuse apres 4

semaines (Levi, James et al. 2011).

- Nécessité d’un signal Iésionnel :

Il existe donc un mécanisme de migration des cellules injectées dans la circulation vers un site
de Ilésion osseuse. La méme équipe, la méme année a test¢ I’implantation de
biomatériau+cellules :

- au moment de la création d’un défaut de calvaria

- 8 semaines apres la création d’un défaut de calvaria

Leurs résultats montrent qu’un signal de Iésion présent dans le défaut "frais” mais pas dans le
défaut "eétabli" permet la repousse osseuse avec 1’association de CSA et de PLGA (60% de
régénération contre 30% a 8 semaines). Ce principe, s’il se confirme pour d’autres types de
défauts et de stratégies d’ITO, est trés important car dans la majorité des cas cliniques, c’est la

situation du défaut établi qui est présente. Les auteurs proposent alors de trouver un moyen de

mimer ce signal de lésion avec par exemple du PRP (Levi, James et al. 2011).

Sur ce dernier point, il ne faut pas confondre :
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- une inflammation prolongée induite par le rejet d’un corps étranger (par exemple les
cellules implantées) et retrouvée dans des pathologies osseuses telles que 1’arthrite
rhumatoide

- une inflammation plus contr6lée qui a lieu lors des phénoménes de fractures et qui

sont nécessaires au recrutement des cellules qui vont régénérer 1’os (Mountziaris and

Mikos 2008).

Le premier phénomene est délétére pour la formation osseuse (Liu, Wang et al. 2011). Dans

un contexte non autologue d’implantation de CSM par exemple, la sécrétion de TNFa et
d’IFNy par les lymphocytes Thl va induire la mort des cellules implantées. L’inhibition de ce
phénoméne par des anti-inflammatoires améliore la survie des cellules et la formation
0sseuse.

D’un autre coté, I’inflammation conséquente a une fracture entraine aussi la sécrétion de
TNFa par des cellules immunitaires mais induit un signal chimiotactique 24h apres la lésion

et accélere la formation osseuse 2 semaines plus tard.

Un contrdle de sécrétion des différentes cytokines inflammatoires, (TNFa, IL-1 et IL-6) aux
bonnes concentrations et aux bonnes périodes, plutét qu’une inhibition totale de leur
sécrétion, permettraient éventuellement une meilleure stimulation de la repousse osseuse.

En paralléle, la survie des cellules implantées (le plus souvent en situation d’ischémie) est
nécessaire a leur sécrétion/différenciation. Dans ce but, différentes équipes tentent

d’améliorer ce parameétre en augmentant via le biomatériau I’apport en nutriment (apport de

glucose par exemple) (Deschepper, Manassero et al. 2013) ou en oxygeéne (transporteur

d’oxygene par exemple).
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En conclusion, de nhombreux parameétres rentrent en compte dans la survie et la capacité des
cellules implantées a permettre une formation osseuse : la diffusion de 1’oxygéne et des
nutriments, le pH, le type cellulaire, les contraintes mécaniques, le biomatériau utilisé (vitesse

de résorption, porosité, résistance mécanique)...

- Concernant les stratégies d’ingénierie tissulaire utilisant des CSM, leur role principal semble
étre de survivre et de se différencier en cellules osseuses. Ainsi la survie des cellules est ici
indispensable. En addition, il semble qu’un signal aigu de dégats tissulaire soit nécessaire a

ces CSM implantées pour remplir leur role régénératif.

- Concernant les stratégies reposant sur d’autres sources cellulaires ou sur des cocktails
cellulaires, la part du role secrétoire, du rdle de la différenciation et du role global de la survie
des cellules a long terme n’est pas encore claire.

Une étude avec de la FSV marquée GFP implantée en combinaison avec un lipotransfert chez
la souris semble montré qu’il y a ici aussi un effet de différenciation avec une intégration des

cellules dans le tissu adipeux (différenciées en adipocytes) et dans les vaisseaux (différenciées

en cellules endothéliales) (Fu, Luan et al. 2013). Toutefois dans cette méme étude il y a aussi

une perte massive des cellules implantées avec seulement 17% du signal retrouvé a 56 jours,
et donc trés peu de cellules implantées parmi les nouveaux adipocytes.

Parallelement a la différenciation des CSA, le potentiel paracrine d’une stratégie d’ingénierie
tissulaire osseuse n’est pas a exclure puisque des molécules telles que la simvastatine peut

induire le recrutement de progéniteurs endothéliaux et osseux et promouvoir la vasculo-

ostéogéneése en site osseux (Yueyi, Xiaoguang et al. 2013).
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0. L’engouement vasculo-ostéogénique

Dans le but d’améliorer les résultats de formation osseuse avec les stratégies d’ITO un

nouveau concept est a 1’étude depuis quelques années (Liu, Chan et al. 2015). Ce concept vise

a promouvoir la survie des cellules au contact du biomatériau en améliorant la vascularisation
de I’association biomatériau/cellules.
L’idée est de permettre une vascularisation rapide du greffon biomatériau/cellules afin de :

- Permettre la survie des cellules implantées (apports d’oxygeéne et de nutriment)

- Permettre le recrutement de cellules (cellules inflammatoires et progéniteurs osseux)

mimant ainsi le début de la phase de cicatrisation osseuse.

Ajout de facteurs pro-angiogénique :

Ainsi en 2006, Kaigler et son équipe obtenaient une amélioration de 1’angiogenese et la
régénération osseuse dans un modele de calvaria irradiée. Aprés 6 semaines d’implantation, le
biomatériau (PLGA) délivrant le facteur pro-angiogénique VEGF régénere presque 50% de

défaut contre 30% avec le biomatériau seul. Ces résultats confirment I’importance de la

vascularisation dans le traitement des défauts osseux hypotrophiques (Kaigler, Wang et

al. 2006).

Les facteurs pro-angiogéniques, vont stimuler la régénération osseuse via le recrutement de
CSM, la différenciation ostéoblastique et la migration et la prolifération des cellules souches.
La vascularisation étant une étape essentielle de la formation osseuse, de nombreuses études
ont tenté de stimuler la repousse osseuse par ’utilisation de ces facteurs.
Ceux-ci peuvent étre délivrés de différentes fagons :

- viades biomatériaux (par encapsulation, par liaison covalentes ou d’affinit¢)

- viades cellules (transduites ou simplement activées pour secréter le facteur voulu).

Le tableau suivant résume les principaux facteurs pro-angiogéniques a 1’étude pour des

applications en régénération osseuse a I’heure actuelle {Almubarak, Nethercott et al. 2015).
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Réle dans|'angiogenése

Effets ostéogénique

PIGF (Placental Growth Factor)

IGF (Insulin-like Growth Factor)

SHH (Sonic Hedgehog)

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2)

Ang-1 (Angiopoietin 1)

PDGF (Platelet Derived Growth Factor)

Recrutement de cellules inflammatoires
Prolifération et différenciation des MSC en
cellules osseuses

Promeut la néovascularisation
Permet I'nypertrophie des chondrocytes

Prolifération et différenciation des CSM-MO
dans la lignée ostéoblastique

Invasion vasculaire

Recrutement de cellules souches
Angiogenése

Prolifération des CSM et ostéoprogéniteurs

Remodellage et maturation des vaisseaux
sanguins

Facteur chimiotactique pour les ostéoblastes
Stimule la prolifération des ostéo-
progeniteurs

Augmente I'expression du VEGF par les
cellules endothéliales

Module la formation et remodellage osseux

Régule la maturation des chondrocytes
Médie la réponse squelettique a la PTH
(parathyroid hormone)

Module la mecanosensibilité de 1'os

Induit I'expression des marqueurs de
différenciation ostéogénique, la
minéralisation

Role dans l'ossification endochondrale et
intramembranaire

Augmente la densité minérale et la stabilité
mécanique du cal osseux en cas de
cicatrisation

Augmente la densité osseuse la résistance aux
contraintes mécaniques

Augmente la taille et la densité du cal osseux
en cas de cicatrisation

Tableau 15: Principaux facteurs de croissances angiogéniques a |'étude pour la régénération osseuse (d'apres Almubarak et al. Bone 2016)
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Ajouts de facteurs ostéogéniques et pro-angiogénigues :

Dans la méme optique, certaines équipes ont fait exprimer des facteurs de croissances

ostéogéniques et angiogéniques & des CSM (Kumar, Wan et al. 2010||Zhang, Wang et al.

2010). Cette approche utilise des vecteurs viraux (souvent virus adéno-associés : AAV en

anglais) pour transduire les cellules. Cette approche dans un modele de défaut tibial
segmentaire chez la souris a montré un effet synergique de I’expression de BMP2 et VEGF.

En effet les cellules transduites pour les 2 facteurs forment plus de vaisseaux et ont une

meilleure repousse osseuse que celles exprimant la BMP2 ou le VEGF séparément (Kumar,

Wan et al. 2010). Une approche similaire dans un défaut de membre ischémique (artére

ligaturée) avec injection musculaire de CSM transduites pour exprimer la BMP7 humaine et
le VEGF humain obtient la méme synergie au niveau de la formation de capillaires, de flux

sanguin et de modules minéralisés (Zhang, Wang et al. 2010). Dans cette méme étude, les

cellules exprimant aussi la GFP sont détectées sur la durée de 8 semaines avec une

augmentation du signal entre 1 et 4 semaines suggérant une prolifération de ces cellules.

Cultures de cellules avec un potentiel vasculo-ostéogénigue :

Une autre approche vise a combiner plusieurs types cellulaires dans une stratégie d’ingénierie
tissulaire osseuse afin d’obtenir ce potentiel a la fois vasculogénique et ostéogénique. Dans un
modeéle de défaut diaphysaire fémoral de rat, des CSM humaines et des progéniteurs
endothéliaux humains (isolés des cellules du sang périphérique) ont été implantés en
combinaison avec du B-TCP. Apres 1 semaine, les cellules humaines sont présentes et la

formation de vaisseaux est plus importante dans la condition de co-implantation par rapport a

une greffe osseuse autologue (Seebach, Henrich et al. 2012).

Dans un modele de calvaria de rat nude, modéle trés stringeant pour la repousse osseuse, une

légere formation osseuse a été obtenue aprés implantation de CSA humaines co-cultivées avec

des cellules endothéliales de sang de cordon humain combinés avec fibres de titane {(Ma, Both

et al. 2014). Le méme mod¢le a été utilisé pour tester I’implantation de CSA humaines source

cellulaire unigque mais cultivées dans un milieu de co-différenciation ostéo et vasculogénique.

Ici encore une formation osseuse est observée aprés 3 semaines seulement (Gardin, Bressan et

al. 2012).

Ces études suggerent un effet bénefique ce concept vascuolo-ostéogénique dans un modele de
défaut osseux maxillo-faciale hypotrophique.
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Sour ces cdllulaires utilisées
pour la cocultur e vasculo-ostéogénique

Sources cellulaires ostéogéniques  Ostéoblastes

Ostéoprogéniteurs du périoste
CSM de différents tissus

ES (Cellules souches
embryonnaires)

IPS (cellules pluripotentes induites)
Progéniteurs endothéliaux du sang
périphérique (PB-EPC)

Cellules endothéliales de sang de
cordon (HUVEC)

ES (Cellules souches
embryonnaires)

iPS (cellules pluripotentes induites)

Tableau 16: Exemples de sources cellulaires envisagées pour la co-culture dans le contexte
vascul o-ostéogénique (d'apres Liu et al. J Tissue Eng Regen Med 2015)

Sources cellulaires vasculogéniques

Dans le contexte précédemment décrit d’atteinte osseuse maxillo-faciale, il n’existe pour le
moment aucune alternative clinique au recours de la greffe osseuse. C’est pourquoi le
laboratoire INSERM U791 cherche a développer des stratégies d’ingénierie tissulaire osseuse

pour répondre a cette problématique.

Cette recherche passe par le développement de biomatériaux/substituts osseux pouvant
supporter la repousse osseuse. C’est le cas des phosphates de calcium biphasé (BCP) mélange
d’HA et de B-TCP, développés dans I’unité depuis plusieurs dizaines d’années et avec des
utilisations cliniques.

Les granules de BCP sont utilisés en chirurgie orthopédique (arthrodése, fractures osseuses
non portantes, reprise de prothese de hanche), en implantologie (augmentation alvéolaire et de
créte alvéolaire et élévation sinusienne) et en parodontologie (comblement de défauts intra-

0SSeux).

Le deuxiéme élément de cette recherche concerne 1’étude des sources cellulaires
ostéocompétentes. Devant cette nécessité d’apporter a la fois un stimulus ostéogénique (via le
biomatériau, les facteurs de croissance et les cellules) et un stimulus angiogénique (via les
cellules ou les facteurs de croissance), la fraction stromale vasculaire du tissu adipeux humain

apparait comme une source cellulaire intéressante d’ingénierie tissulaire osseuse.
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En effet comme décrit dans le paragraphe précédent, le potentiel vasculo-ostéogénique des
cellules peut améliorer la néovascularisation et la repousse osseuse d’un défaut osseux. Et la

FSV possede ce potentiel de par :

- La présence de CSM au potentiel de différenciation ostéogénique (Zuk, Zhu et al.

2001

- La sécrétion d’un certains nombres de facteurs pro-angiogéniques dont le VEGF
Schubert, Xhema et al. 2011

De précedentes études ont montré que I’association moelle osseuse totale ou les CSM de

moelle pré-différenciées avec des granules de BCP induit une forte repousse osseuse en sous-

cutané et en défaut de calvaria {(Corre, Merceron et al. 2013||Corre, Merceron et al. 2015).

Enfin, comme détaillé auparavant, la fraction stromale vasculaire posséde des caractéristiques
communes a la moelle osseuse (source cellulaire mixte contenant des CSM et un fort potentiel
angiogénique) tout en étant prélevable en plus grande quantité et avec un traumatisme

moindre.

C’est pourquoi 1’association de granules de BCP a de la fraction stromale vasculaire humaine
a retenu notre attention pour développer une nouvelle stratégie intra-opératoire de

régénération osseuse maxillo-faciale en alternative a la greffe osseuse.

Notre premicre étude a été réalisée dans I’optique de replacer le potentiel de la FSV humaine
par rapport aux autres techniques intra-opératoire d’ingénierie tissulaire osseuse et par rapport
au gold standard actuel, la greffe osseuse.
Ainsi dans un modéle immunotolérant de rat nude, 1’association de biomatériaux osseux, les
BCP, avec la FSV humaine et été pour la premiere fois comparée a :

- T’association de Moelle Osseuse humaine et de BCP

- eta lagreffe osseuse humaine
pour leur capacité a régénérer un défaut critique de calvaria (modeéle orthotopique de défaut

osseux maxillo-facial).
L’utilisation de cellules d’origines humaine a été choisie ici pour sa pertinence clinique. La

cellularité et la proportion des différents types cellulaires au sein de la FSV est en effet

variable selon les espéces. Cette étude a fait 1’objet d’une publication.
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B. Article: Comparing “intra operative” tissue engineering strategies

for the repair of craniofacial bone defects. A nude rat study.

Abstract

Background: In craniofacial reconstruction, the gold standard procedure for bone
regeneration is the autologous bone graft. However, this procedure requires bone harvesting
which is still a source of morbidity. Bone substitutes, such as biphasic calcium phosphate
(BCP), represent an interesting alternative but they are not sufficient for bone healing in
hypoplastic bone conditions. In such conditions, osteoprogenitors are essential to provide
osteoinductive properties to the bone substitute. Previous animal’s studies have shown that
BCP associated with total bone marrow (TBM) provides same bone reconstruction as bone
graft in an autologous rat model of calvaria defect. Furthermore, stromal vascular fraction
(SVF) from adipose tissue seems to be another promising source of osteoprogenitor cells
which can be used intra-operatively. This study aimed to combine, for the first time, intra-
operative BCP-based bone tissue engineering strategies with human sources of TBM and
SVF.

Methods: Two symmetrical 5-mm critical size calvaria defects were performed in female
nude rat. The defects were left empty or filled with intra-operative bone tissue engineering
procedures: (1) BCP alone, (2) Human Bone Graft (hBG), (3) human Total Bone Marrow
(hTBM) + BCP, (4) human Stromal Vascular Fraction (hSVF) + BCP, (5) rat Total Bone
Marrow (rat TBM) + BCP. Animals were sacrificed 8 weeks after implantation. The calvaria
specimens were processed for histological and radiological examinations (SEM and micro-
CT). Implanted cells were labelled with a fluorochrome CM-DIL.

Results: Micro-CT analysis revealed partial repair of bone defect. Only hBG significantly
succeeded in healing the calvaria defect (43.1%). However, low rate of newly formed bone
tissue was observed in all tissue engineering conditions (hnTBM, hSVF, rat TBM).

Discussion: The lack of high bone formation observed in the present study could possibly be
attributed to the nude rat calvaria model. These results require further studies, possibly on

different model like humanized rodent or in clinical trial.

Keywords: Tissue engineering, Bone marrow, Stromal Vascular Fraction, Biomaterials,

Craniofacial surgery, Nude rat
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Abstract

Background: In craniofacial reconstruction, the gold standard procedure for bone
regeneration is the autologous bone graft (BG). However, this procedure requiring bone
harvesting is a source of morbidity. Bone substitutes, such as biphasic-calcium-phosphate
(BCP), represent an interesting alternative but are not sufficient for bone healing in
hypoplastic conditions. In such conditions, osteoprogenitors are essential to provide
osteoinduction. Previous studies have shown that BCP associated with total bone marrow
(TBM) provides same bone reconstruction as bone graft in a rat model of calvaria defect.
Furthermore, adipose tissue stromal vascular fraction (SVF) seems to be another promising
source of osteoprogenitor cells that can be used intra-operatively. This study aimed to
combine, intra-operative BCP-based bone tissue engineering strategies with TBM or SVF
from human sources.

Methods: 5mm critical-size calvaria defects were performed in nude rat. The defects were
filled with intra-operative bone tissue engineering procedures: human BG, human
TBM+BCP, human SVF+BCP and, rat TBM+BCP. Animals were sacrificed 8 weeks after
implantation and calvaria were processed for histological and radiological examinations.
Implanted cells were labelled with a fluorochrome.

Results: Micro-CT analysis revealed partial repair of bone defect. Only hBG significantly
succeeded in healing the defect (43.1%). However, low rate of newly formed bone tissue was
observed in all tissue engineering conditions (hnTBM, hSVF, ratTBM).

Discussion: The lack of bone formation observed in this study could possibly be attributed to
the model.

Conclusion: This study combined with a literature analysis show the stringency of the nude

rat calvaria model in term of bone regeneration.



Keywords: Tissue engineering, Bone marrow, Stromal Vascular Fraction, Craniofacial

surgery, Nude rat
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Introduction

Malformations such as facial syndromes, tumors, and facial trauma are clinical situations
which may require bone tissue repair at some time in their care. Autologous bone grafting
(BG) is considered as the reference procedure [1,2]. However, autologous bone grafting
requires bone harvesting which is still a source of morbidity such as pain or scarring.

For several years, researchers and clinicians have been trying to find an alternative solution to
bone grafting with less morbidity. Bone substitutes represent an interesting alternative to
autologous bone grafting, mainly in implantology [3] and orthopedic surgery [4]. Among
bone substitutes, Biphasic Calcium Phosphate (BCP) has been of particular interest due to its
chemical composition and mechanical properties [5,6]. The results are generally excellent
when the recipient site offers good healing conditions [7] which include a small size bone
defect, a large blood supply, a rich marrow environment, and adequate skin or mucosa
coverage. In contrast, a poorly vascularized recipient site, scarring, hypoplastic or irradiated
tissue, will significantly increase the risk of failure [8].

In situations with less than ideal conditions, the osteoconductive properties of BCP are not
sufficient to allow a complete healing of the defects. It is thus essential to combine
osteoprogenitor cells or osteoinductive molecules with the biomaterial to increase its healing
capacity. Mesenchymal Stem Cells (MSC), isolated from several tissues including bone
marrow and adipose tissue, have repeatedly shown their interest in bone tissue engineering
[9-14]. Among MSC based strategies, seeding the surface of the biomaterial with pre-
committed MSCs [15,16] followed by a three-dimensional culture, has shown interesting
results both in animal and human models. Nevertheless, this method is complex, has a
significant cost, and raises the risk of possible infection during the in vitro amplification. In
light of these data, and considering the clinical need to substantially simplify potential

procedures (i.e., remove in vitro culture steps), researchers aimed to develop strategies based
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on an intra-operative combination of BCP and osteoprogenitors. In a recent study, we have
shown that the extemporaneous combination of total fresh rat bone marrow (rat TBM) and
BCP yielded results comparable to those obtained with complex MSC based strategies in rat
calvaria defects [17].

Adipose tissue is another source of osteoprogenitor cells. Like TBM, adipose tissue can be
harvested through a simple puncture and can be used extemporaneously, reducing strain on
the patient and the surgeon. Numerous studies [18-20] have been conducted on the osteogenic
potential of the adipose tissue Stromal Vascular Fraction (SVF), but only few have included

BCP in association [21,22].

It seems now essential to assess the bone regenerating potential of tissue engineering
techniques in a clinical context. In order to identify whether intra-operative tissue engineering
strategies could be a real alternative to the clinical gold standard, for the first time, this study
compared the association of BCP and TBM or SVF from human origin with human bone
graft. Those strategies were compared to previously described rat TBM based strategy in a

maxillofacial defect of nude rat calvaria.
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Materials and methods

Ceramic particles

Biphasic calcium phosphate particles made of hydroxyapatite (20%) and beta-tri-calcium
phosphate (80%) with a size range of 500-1000um (MBCP+™) were provided by
Biomatlante (Vigneux de Bretagne, France). Eppendorf tubes (Corning, New York, USA)
each containing 0.015g of granules were double packaged and steam sterilized at 121°C for
20min before implantation. This granulometry was chosen due to its current use in human

clinical practice.

Animals

The study was performed on eight-week old female nude rats (n=18), provided by a certified
breeding center (Charles River, I’ Arbresle, France). In accordance with European Directive
86/609/CEE for conducting animal experiments, animal care was provided by the Department
of Experimental Therapeutics Unit in the University Hospital of Nantes, France. The Ethics
Committee of the Nantes University Hospital reviewed and approved the study design (CEEA
2012-250). The animals were acclimatized for one week to the conditions of the local
vivarium which was maintained at 24°C and given a 12h/12h light dark cycle. Two female
Lewis 1-A rats aged of 7 weeks from the same center were specially designed as rat TBM and

BM-MSCs donors.

Total Bone Marrow and Bone Graft harvesting
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Rat Total Bone Marrow

Two Lewis-1-A rats were anesthetized using inhaled isoflurane (Foren; Abott, Rungis,
France) and sacrificed via intracardiac overdose of sodium thiopental (Nesdonal; Rhone-
Merieux, Lyon, France). Rat TBM was isolated from femurs and tibias for extemporaneous
grafting and rat BM-MSC isolation. Briefly, the ends of each bone were cut, and 1mL of rat
TBM, mixed with saline, was obtained through an intramedullary bone flush procedure
performed with a 26-gauge needle and alpha modified Eagle’s medium (a-MEM) (Gibco-
Invitrogen Corporation, Saint-Aubin, France). After pooling, half of the rat TBM was used for
rat BM-MSC isolation and culture; the other half was seeded on BCP granules 30 minutes

before implantation.

Human Total Bone Marrow and Bone Gr aft

Human TBM and BG used in this study came from surgical waste following iliac bone
grafting in a 20 years old aged male patient presenting with cleft lip and palate sequel. The
tissues were obtained according to Nantes Hospital’s biological tissue management protocol,
after information and obtaining the writing agreement of the patient. Collection and
implantation of the hTBM and hBG were performed the same day. A part of the hTBM was
used for the isolation of hBM-MSCs. Cytology and myelography were performed on this

bone marrow.

Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells
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A portion of the harvested bone marrow from rat and human sources was filtered through a
70um nylon mesh filter. The TBM was then seeded in tissue cultured treated polystyrene
flasks (Corning, Schiphol-Rijk, Netherlands), and BM-MSCs were isolated based on their
adherence capacity after 24h. Cells were then cultured in proliferative medium (PMy). Cells
were seeded at each passage at 5.10° cells/cm . The proliferative medium PM; was composed
of a-MEM supplemented with 2mM L-Glutamine, 100U/ml Penicillin/streptomycin and 10%
Fetal Bovine Serum (FBS). BM-MSCs were subsequently incubated at 37°C in a humidified
atmosphere with 5% CO; and 95% air. Medium was renewed twice a week until the cells
were 80-90% confluent. Cells were then harvested enzymatically from the plastic by an
incubation of 4 minutes at 37°C with 0.25% trypsin Ethylenediaminetetraacetic acid mixture
(Invitrogen Corporation, Saint-Aubin, France) and counted using a Malassez hemocytometer

and trypan blue exclusion dye. All cells were characterized at the 3" passage.

Human Stromal Vascular Fraction

Adipose tissue used in this study came from surgical waste following a liposuction procedure.
Human SVF cells were isolated by collagenase digestion of lipoaspirate obtained from a
patient undergoing liposuction as previously described [23]. All patients had given their
informed consent. All protocols were approved by the French National Ethics Committee.
Briefly, lipoaspirates were digested for 1h at 37°C with collagenase (NB4; Serva, Heidelberg,
Germany). Digested tissue was then centrifuged at 900g for 4min, and the cell pellet (stromal
vascular fraction) was washed three times with Ringer Lactate (B Braun Medical), and
filtered through a 100um Steriflip filter (Millipore, Molsheim, France). After centrifugation,
cells were resuspended in a saline solution (Ringer Lactate). Cell number and viability were

assessed by cell counting and Trypan blue dye exclusion (Trypan solution 0.02%; Sigma-
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Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Cells where then suspended in Dulbecco's
Modified Eagle's medium (DMEM, Gibco-Invitrogen Corporation, Saint-Aubin, France)
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Germany) and 1% antibiotic (Penicillin/Streptomycin, Life Technologies) and seeded on BCP

granules at 18x10° cells/cm® corresponding to 3x10° cells/mg of BCP.

To characterize the human SVF (hSVF), a portion of cells was isolated after 24h of plastic
adherence. The non-adhered cells were removed leaving only the attached cells from the
hSVF. This population contained adipose derived human stem cells (hASCs). These cells
were amplified until the third passage in proliferative medium (PMz). For hASCs, the PM>
was made of DMEM medium, 100U/ml Penicillin/streptomycin and 10% FBS (PAN-Biotech

GmbH, Aidenbach, Germany).

Osteogenic differentiation

To demonstrate the in vitro osteogenic differentiation of MSCs from human adipose tissue
and human and murine bone marrow, cells were seeded, at 3™ passage, at a density of 1x10*
cells/cm and grown in the presence of either proliferative medium (PM) or osteogenic
medium (OM) for 28 days. OM was composed of PM supplemented with 10mM f3-
glycerophosphate (Calbiochem, Darnstadt, Germany), 0.2mM sodium L-ascorbate (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and 0.1uM dexamethasone (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France). Cells were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 5%
CO2 and 95% air, and media were changed every 2-3 days [15].

Calcium deposition was detected after 28 days by Alizarin Red S staining (Sigma-Aldrich,

Saint-Quentin Fallavier, France). Briefly, MSCs were washed with cold phosphate buffered
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saline (PBS) followed by staining with 2% Alizarin Red S solution for 2 minutes. Stained
cells were then extensively washed with deionized water to remove any nonspecific
precipitates. Stained layers were visualized with phase contrast microscopy using an inverted
microscope (Nikon Eclipse TE 2000 E, Badhoevedorp, Netherlands). Positive red staining

indicated the deposition of a calcified matrix on the differentiated cells.

Surgical procedure

Anesthesia and euthanasia protocols

All surgical procedures were performed under general anesthesia using 4% isoflurane
inhalation for induction and 2% for preservation. Implants were removed directly after

euthanasia by inhalation of carbon dioxide eight weeks after implantation.

Preparation of the implants (table 1)

The surgical procedure took place in two phases. Six bone regeneration procedures were
tested:

1) BCP granules alone (BCP)

2) Human Bone Graft (hBG)

3) Human Total Bone Marrow combined with BCP granules (nTBM+BCP)

4) Human Stromal Vascular Fraction combined with BCP granules (hSVF+BCP)

5) Rat Total bone marrow combined with BCP granules (rat TBM+BCP)

6) A control condition where defects were left unfilled.

10
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Table 1

Mass of BCP Seeding

Experimental : : : Mass of BG  Volume of TBM
condition materialper  densityof cells per implant  per implant
implant ~ per mg of BCP
Empty defect - - - -
BCP 15 mg - - -
hBG - - ~15mg -
ratTBM + BCP 15 mg - - 100uL
hTBM + BCP 15 mg - - 100pL
hSVF + BCP 15 mg 3.10% cells/mg . -

Table 1: Cells and materials used in the experimental groups

Creation of the defects

A 1.5cm longitudinal incision was performed on the head from the front to the neck. Skin and
periosteum were retracted to expose the calvaria. A circular critical-sized parietal bone defect
(5mm in diameter) was created bilaterally on each side of the sagittal suture using a circular
trephine (Komet Medical, Lemgo, Germany) under infusion of saline solution. Each rat
received two randomly assigned implants (n=6 per condition). After grafting, the defects were
covered by a pedicle flap isolated from the cervical-occipital muscles to prevent a
postoperative migration of the particles. The skin was then closed with absorbable sutures.
Immediate postoperative analgesia was provided through a subcutaneous injection of
buprenorphine hydrochloride (Buprecare® 0.3mg/mL, 10pg/kg, Animalcare, Dunnington,
UK). The following days, analgesia was provided by acetaminophen orally through a water
bottle (0.024%o in water).

Cdll tracking
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Fluorochrome CM-DIL (CellTracker™, Invitrogen-Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
tracked the implanted cells, and marked half of the samples. The fluorochrome was integrated
into cell membranes where it is stable for several weeks. The cell labeling was performed by
cells incubation with 20uM of CM-DIL for 5 minutes at 37°C and then 15 minutes on ice
before being mixed with the BCP granules [24]. The resin sections were then analyzed by
confocal microscopy on a Nikon Eclipse TE2000-E eClconfocal laser-scanning microscope

(Nikon France) with a laser excitation of wavelength 568nm.

Micro computed tomography (UCT) qualitative analysis

Calvaria were imaged postoperatively at 8 weeks by UCT scanning using a high resolution X-
ray HCT system for small animal imaging (SkyScan-1076, Kontich, Belgium). Images were
reconstructed and data were analyzed with the manufacturer’s proprietary software (N-Recon,
version 1.6.6.0, Skyscan 2011, Kontich, Belgique and CT-Vox, version 2.4.0 r870, Bruker,
Kontich, Belgium). This imaging made possible a precise qualitative analysis of defect filling

but did not allow a quantitative analysis of bone growth.

Histological assessment

The explanted bone specimens were fixed for 7 days in a 4% paraformaldehyde in phosphate-
buffered saline, and then dehydrated through a graded series of ethanol treatments. After this
phase of dehydration, the samples were embedded in glycol methyl methacrylate (GMMA)
resin (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

For each sample, a cranio-caudal section was performed at the maximal diameter of each

implant using a circular diamond saw (SP1600, Leica, Wetzlar, Germany) and serial 5um
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thick sections were cut using a hard tissue microtome (Polycut SM 2500, Leica, Wetzlar,
Germany). The sections were stained with Goldner’s trichrome. New-bone formation,
connections with BCP and neighboring tissues, were observed under a light microscope

(Axioplan 2, Zeiss, Darmstadt, Germany).

Scanning electron microscopy

Samples were sanded on a Metaserv 2000 (Buehler, Lake Bluff, USA) then gold-palladium-
coated on a Desk Il (Denton Vacuum, Moorestown, USA). SEM micrographs were taken
using backscattered electrons at 15kV. The surface of the implant was divided into contiguous
high-resolution images, and quantitative evaluation was performed with a semiautomatic
image analyzer (Quantimeter 500, Leica, Cambridge, UK). First, the contours of the defects
were traced. Areas of newly formed mineralized bone, BCP granules, and non-mineralized
tissues were identified by their grey levels and expressed as a percentage of the total defect

surface.

Statistical analysis

Results were expressed as mean = SEM (Standard Error of the Mean). Results were then
compared using a One Way ANOVA parametric test and a Bonferroni's Multiple Comparison

Test. A p-value of less than 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Bone marrow myelography

A cytological myelographic analysis was performed to assess marrow cell lines, including

myeloblasts, myelocytes, proerythroblasts, erythroblasts, megakaryocytes, lymphocytes,

plasmocytes, and monocytes. The harvested human TBM included all of these physiological

cell linages (Table 2).

Granulocytic lineage

Mpyeloblastic
Neutrophil promyelocytes

Neutrophil myelocytes

Metamyelocytes

Polynuclears

Table 2

Erythroblastic lineage

Lymphocytes

Plasmocytes

Monocytes

Megacaryocytic lineage

Table 2: Cytological analysis of the bone marrow. Results are expressed as a percentage of

cells per lineage.
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Cells characterization

The osteogenic potential of rat- and human BM-MSCs and human ASCs (isolated from the
implanted TBM and SVF), was evaluated by the mineralization of the extracellular matrix
using Alizarin Red staining after 28 days of culture in the presence of PM or OM. Staining of
the cell layer was positive for cells isolated from bone marrow and adipose tissue, and
cultured in the presence of OM for 28 days (Figure 1). In contrast, staining was less

pronounced for cells grown in the presence of a PM.

Figure 1. Osteogenic differentiation of bone marrow- and adipose-derived MSCs. Calcium
deposition was investigated by Alizarin Red staining at 28 days. Abbreviations: PM:
proliferative medium, OM: osteogenic medium, hBM-MSC: mesenchymal stem cells derived
from human bone marrow, rat BM-MSC: mesenchymal stem cell derived from rat bone

marrow, hASC: mesenchymal stromal cell derived from human adipose tissue. Bar = 1cm.
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Analysis of new bone formation

Micro-CT analysis

Three-dimensional pCT reconstructions confirmed successful implantations and detected
failed implantations. Failed implantation was defined as implants in which the BCP granules
migrated out of the implant sites. Implantation failures were then excluded from further
analyses (1 BCP alone, 1 hTBM+BCP, 1 hSVF+BCP and, 1 rat TBM+BCP).

Micro-CT analysis revealed partial repair of the bone defect implanted with hBG where the
hBG remodeled and sometimes fused with the edge of the defect. In contrast, the control
defect which contained no BCP showed no closure. BCP-based conditions revealed non-

resorbed granules still presents in the defect (Figure 2).
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Figure 2: Three-dimensional reconstruction built from uCT coronal images at 8 weeks.
Three-dimensional reconstructions were built from coronal images for each parietal bone in
order to assess the success of the implantation. The results from one representative defect out
of six are shown. Abbreviations: hBG: human bone graft, hTBM: human total bone marrow,
hSVF: human stromal vascular fraction, rat TBM: rat total bone marrow, BCP: biphasic

calcium phosphate. Bar = 5mm.
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SEM analysis

SEM analysis allowed a qualitative observation of the explants, in particular the interface
between newly formed bone and the BCP granules (Figure 3A), and a quantitative analysis of
healing of the defect through the measurement of mineralized bone tissue based on the semi-
automatic image analysis. Quantitative and statistical analyses are summarized in Figure 3B.
In our study only hBG significantly succeeded in healing the calvaria defect. However newly
formed bone tissue was observed in tissue engineering conditions with rat TBM, hTBM, and,

hSVF.
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Figure 3: A. Bone formation scoring at 8 weeks using SEM semi-quantitative analysis.
Newly formed bone was assessed by SEM. BCP granules are shown in red, non-calcified
tissues in black, native bone in grey, and new bone inside the region of interest in yellow. Bar
= 1mm.

B. Quantitative analysis of the bone formation in the defect (*p<0.05). Abbreviations: hBG:
human bone graft, hTBM: human total bone marrow, hSVF: human adipose tissue stromal

vascular fraction, rat TBM: rat total bone marrow, BCP: biphasic calcium phosphate.
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Histological analysis

Figure 4A shows representative histological examples of each conditions. Red squares are
areas magnified in figure 4B.

No inflammatory reaction or encapsulation reaction between the granules and new bone was
observed at any time point. In the empty control group, there was only a thin layer of fibrous
tissue above the dura matter (in red). In the group filled with BCP granules alone, we
observed a fibrous tissue surrounding the biomaterials. In the hBG group, we observed a
massive filling of the defect with mineralized lamellar bone (LB). In this group, there was
also presence of osteocytes like cells (black arrows) suggesting the graft is still composed of
living tissue. However, hBG did not always show signs of remodeling and often did not fuse
with the edges of the defect (as seen in figure 4B). For BCP combined with rat TBM, hTBM
or hSVF, cellularized woven bone tissue was present in contact with the granules. However,
presence of mineralized lamellar bone was absent most of the time. In the two groups with
human cells (hTBM/hSVF) the presence of red blood vessel-like structure (BV) were

commonly seen.
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Figure 4. Histological analysis of bone formation at 8 weeks. Histological study of newly
formed tissue was assessed with Goldner Trichrome staining. Mineralized bone is shown in

dark green and BCP granules are presented in white. (A) Overview of defects histological
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332
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aspect 8 weeks after implantation. Bar = 500um. (B) Magnification of red squares from figure
4A. Bar = 250pum. Abbreviations: BCP: biphasic calcium phosphate, BV: blood vessel, hBG:
human bone graft, hNSVF: human stromal vascular fraction, hTBM: human total bone marrow,

LB: lamellar bone, rat TBM: rat total bone marrow, WB: woven bone.

Cdll tracking

Before implantation, rat and human TBM and human SVF cells were labelled with CM-DIL
in half of the defects (n=3). The remaining fluorescence was investigated by fluorescent
microscopy after explantation. In all condition with cells from rat or human origins, signal
was present after 8 weeks. Signal can be seen in contact with the BCP, but also in surrounding

tissue (Figure 5). Red signal was converted to white to make it easier to read.
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Figure 5: Fluorescent microscopy at 8 weeks of CM-DIL labelled cells. Cells were labelled
with CM-DIL before implantation and observed 8 weeks later. The presence of fluorescence
signal was assessed by fluorescent microscopy in transmitted light (A, C, E and, G) then with
the red laser 568nm (B, D, F and, H) in the different tissue engineering conditions.
Abbreviations: hTBM: human total bone marrow, rat TBM: rat total bone marrow, hSVF:
human stromal vascular fraction. Bar = 100um. Red signal was converted to white to make it

easier to read.
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Discussion

The aim of this study was to evaluate the bone regenerating potential of BCP combined with
hSVF and hTBM. These two intra-operatively isolated MSCs sources could act as an
alternative to bone graft which is the current gold standard for maxillofacial bone
reconstruction [25]. Previous studies in a syngenic model of rat critical-sized calvaria defect
have highlighted the promising use of TBM combined with biphasic calcium phosphate

granules[17].

In our study, human TBM, human SVF and rat TBM, all in association with BCP granules,
were compared to the current standard (nBG) in a critical-sized calvaria defect in the rat. The
use of an immunotolerant animal (NIH-Foxnl nude) was required, in an attempt to study
clinically relevant cell sources of human origin.

The absence of bone regeneration in the empty defect at 8 weeks confirmed that the model we
used was a critical-size one. Moreover, the implantation of BCP alone did not produce a
significant amount of bone compared to the empty control defect, confirming the lack of
osteoinductive properties of BCP alone in hypoplastic bone defects [26].

The bone graft showed the best results in terms of mineralized tissue filling the defect 8
weeks after implantation with 43.2% of defect filling. The amount of mineralized tissue in
this condition was significantly higher than in defect filled with bone tissue engineering
procedures. Histological analyses confirmed the presence of partly remodelled living bone
containing osteocyte-like cells. However, it is important to note that the SEM analysis does
not allow differentiating implanted bone graft from newly formed bone tissue. Consequently,
the percentage of mineralized tissue obtained with human bone graft condition might be

overstated. In addition, SEM and histological analyses showed several bone graft samples
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where there was no coalescence between the graft and the edges of the defect, suggesting a

low remodeling of the implanted bone compared to our expectation.

Concerning, intra-operative bone tissue engineering strategies with hTBM and hSVF, only
little bone formation occurred around the granules, even though the presence of fluorescence
signal could suggest that cells were still present 8 weeks after implantation. Woven bone
tissue with a fibrous matrix was observable, but no statistically significant mineralized bone
formation occurred. There seemed to be a tendency for rat TBM combined with BCP to form
more mineralized tissue (6.8%) compared to BCP alone (2.3%). Then, the lack of statistical
significance could possibly be attributed to a small number of samples.

Several studies have investigated the osteogenic potential of hSVF [18,21,22,27-30] while
only one study tested it in orthotopic model [31]. The ability of hSVF to form bone is still
controversial and under debate. Rhee et al. had recorded some osteogenic potential of rat SVF
in calvaria defects after 8 weeks using demineralized bone matrix [20], while Mdiller et al. and
Scherberich et al. observed only a slight amount of bone in an ectopic site with hSVF and
hydroxyapatite cylinders [21,22]. The present study agrees with these later findings. Thus,
some authors have suggested that hSVF’s osteogenic potential can be stimulated by adding
growth factors or cytokines [28]. However, the use of growth factor in human maxillofacial
surgery is debatable as far as adverse effects has been reported, such as inflammatory
reactions, graft failure and infections [32,33].

Like SVF, extemporaneous TBM, does not require an in vitro culture step, which would make
its potential use in the clinical setting much more likely. This technique has rarely been
considered for craniofacial bone repair in human [34,35]. In a recent study, rat TBM
combined with BCP led to efficient bone formation in calvaria defects similar to bone

formation observed in treatments with committed BM-MSC cultured on BCP granules [17].
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To our knowledge, the osteogenic properties of hTBM in hypoplastic bone have yet to be
validated. Unexpectedly, in the present study, BCP granules mixed with rat- or hTBM did not
demonstrate a significant bone formation. It has been reported that the main limitation of
TBM-based strategies is donor-to-donor variability, which cannot be predicted a priori. In our
study, rat- and human TBM were isolated from only one donor for each experimental
condition, which could explain our results. However, a marrow rich in different type of cells
was observed in the myelography both for the human patient (table 1), and the donor rat (data
not shown).

The results obtained with rat TBM remain peculiarly disturbing as this strategy was recently
evaluated in different autologous bone defect model, including irradiated bone in dog, rat, or
rabbit and consistently demonstrated a similar ability to form bone as compared to other
strategies [17,36-38]. The same source of rat TBM (Lewis rats) also gave great results in
another rat calvarial model at 8 weeks [17]. In the later study, the same biomaterial was used

making it hard to blame the choice of BCP granules.

We thus hypothesize that the low rate of mineralized tissue observed in the present study
could possibly be attributed to the maxilla-facial bone physiology of nude rat model.

To answer that hypothesis, a review of the literature concerning that model was conducted. A
Pubmed research with the keywords, “nude rat bone” gave 743 results. Among those, 150
concerned bone regeneration studies in the nude rat model. Twenty-six of those studies were
using a calvarial defect. A closer look to the previous reported studies is summarized in table

3[12,19,20,39-61].
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422

Defect Imolantation ll;sl\e/lopf Histological or MicroCT
Author/Year size P Biomaterial % of bone tissue evidence of bone
(diameter) (weeks) (or formation
DBM)
4.9-6.1% Empty
- 0 :
Chesmel 1998 Smm g DBM ygs 19:5-28.1%hDBMin +-
gel form
29.4-46.1% Autograft
_ 22% PLC
Winn 1999 8mm 2-4 PCL YES 80% PLC/thBMP?2 ++
Akita 2004 4mm 2-4-8 Gelatin YES - +/-
: 6% PLGA
Kaigler 2006  8.5mm 6-12 PLGA NO 33% PLGA/BMSC/EC ++
Acarturk 2006  8mm 2-4-8 DBM YES - ++
Chim 2006 6mm 6 PCL NO - +/-
Shimizu 2007 Smm 2 - NO - +/-
0% PLGA
Yoon 2007 8mm 12 PLGA NOo /2% n
" PLGA+differentiated
ASC
50% Collagen
Roussy 2007 3mm 2-4 PRP/Collagen NO 45% PRP +/-
Mhawi 2007 Smm
0
Oiu 2007 Smm 4-8 DBM/AM  YES 32/ Empty T+

84% DBM/AM
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Park 2008 8mm 8 PGA/PRP YES - +
Plachokova 14% BCP+PRP
2009 8mm 2-4 BCP/PRP NO 14% BG +
18% BG+PRP
13% Empty
Rhee 2011 8mm 8 DBM/PLA YES 40% DBM ++
58% DBM+SVF
Gardin 2012 Smm 3 HA NO - +/-
ZTZQI";OZed" 6mm 1-2 DBM YES - -
Kim 2012 Smm 4-8 AM NO - ++
Ji 2013 8mm 8 PCL/gelatin NO - +
V]
Li 2014 Smm 6 PRF No e EmhY r
Annibali 2014  5mm 2-4-8-12 GDPB/B-TCP NO - +/-
Ma 2014 Smm 2 Titanium fiber NO - n
mesh
Choi 2014
Pippenger CaP .
4mm 12 granulest+fibrin  NO - +
2015
gel
Suenaga 2015  8mm 8 B-TCP NO - ++
0
Wang 2015 8mm 12 CaP cement NON ;g)ﬁ‘y?ljli(i’SC—MSC ++
22.5% CPC+iPS-MSCs
Wang 2015 8mm 12 CaP cement YES 44,7% CPC+BMP2- ++

1PSMSCs
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Table 3: Literature review of english writing articles using the nude rat model of calvarial
defect using PubMed database. Abbreviations: AM: Acellular Matrix, ADM: Acellular human
Dermal Matrix, 3-TCP: TriCalcium Phosphate beta, CaP: Calcium Phosphate, CPC: Calcium
Phosphate Cement, DBM: Demineralized Bone Matrix, EC: Endothelial Cells, GDPB:
Granular DeProteinized bovine Bone, HA: HydroxyApatite, iPSMSCs:induced Pluripotent
Stem cell-derived Mesenchymal Stem Cells, MSC: Mesenchymal Stem Cells, PCL:
PolyCaproLactone, PGA: Polyglycolic Acid, PLA: PolyLactic Acid, PLGA: Poly(Lactic-co-
Glycolic) Acid, PRP: Platelet Rich Plasma, rhBMP2: recombinant human Bone
Morphogenetic Protein 2.

Level of evidence based on histological and imaging illustrations: - no illustrated evidence of
bone formation, +/- little evidence of bone formation, + slight evidence of bone formation, ++

strong evidence of bone formation

The previous works in this model are using a large variety of biomaterials. The time points of
analyses were from one to twelve weeks after defect creation/implantation. Otherwise, we can
observe that the higher results in mineralized bone formation rates were obtained while using
Demineralized Bone Matrix (DBM) or other sources of bone morphogenetic proteins were
used. Studies with quantification, computed tomography or histological results available,
reported a relatively lower bone formation before 2 months when no osteogenic proteins were
used. However, some studies evaluating the bone formation at a 12 weeks’ time-point
reported consequent mineralized tissue formation. It might then be interesting to look our

conditions at a 3 months’ time-point.

The lack of a competent immune system in these rats could explain the low bone formation

rates obtained when no growth factor were used. However, literature results showing higher
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bone formation rates in non-calvarial defects (ie: limb bones) suggest that the implication of
the immune system in bone formation can not alone explain this observation.

Those findings from literature and from the present study tend to show that nude rat calvarial
defect resembles the situation found in the most hypoplastic cases of maxillofacial bone
defects in human where human bone grafts often fail. The nude rat calvarial defect might then
be of great interest when assessing these types of afflictions. However to assess cell-based
tissue engineering in other, less hypoplastic, maxillo-facial applications the use of another
model can be suggested.

An immunosuppressive drug in immunocompetent animal could allow the investigation of
human cell-based bone tissue engineering for maxillofacial application in less stringent
conditions. Although, it will not allow investigating the potential role of the immune system
in bone regeneration. To answer this issue, the humanized rat model could be used to assess

human cells tissue engineering strategies in an “autologous immune” recipient.

Conclusion

In conclusion, in this study the bone regenerating potential of human-based intra-operative
tissue engineering strategies was evaluated. To assess the osteogenic potential of human SVF
and human TBM the nude rat model of calvaria defect was used. In this study, only the
clinical gold standard of freshly harvested human bone graft was able to achieve a significant
filling of the defect. Our results and the literature analysis we conducted on the nude rat

calvaria model highlighted the high hypotrophic nature of this model.
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C. Discussion sur 1’é¢tude de comparaison des stratégies intra-

opératoire d’ingénierie tissulaire osseuse

Cette premiére étude avait pour but de déterminer la place de I’utilisation de la FSV parmi les
stratégies intra-opératoire envisageable en ingénierie tissulaire osseuse en contexte maxillo-

facial.

Pour se placer dans un contexte de clinique humaine, des cellules/tissus d’origine humaine ont
donc été comparés dans un modéle immunotolérant de défaut osseux maxillo-facial : le défaut

de calvaria de rat nude.

Des études préliminaires ont permis de déterminer qu’une quantité¢ de 20mg de granules de
BCP servait a combler un défaut de calvaria de 5mm de diametre.

- Concernant la MOT (moelle osseuse totale), la quantité de MOT a mettre au contact
des BCP a été déterminée dans une étude précédente comme étant de 100uL pour
20mg de BCP.

- Concernant la FSV, la quantité de cellules nucléées utilisée dans les études publiées
est tres variable. Une seule avait été publié avec de la FSV humaine en modéle de
calvaria (calvaria de souris James 2012).
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Etudes Celules Moddle Concentration

cellulaire
Papadimitropoulos FSV 10.106 cellules de
Etudesin vitro 2011 humaine Culture 3D FSV/cm?
FSV 25.108 cellules de
Tchang 2015 humaine Culture 3D ESV/em?
- A 6
Scherberich 2007 FSV _ Sous: cutanée de 15.10 ceIIuISes de
humaine  souris FSV/cm
. FSvV Sous-cutanée de 15.108 cellules de
Muller 2009 humaine  souris FSV/cm?
Etudes e 2010 FSV.  Sous-cutanéede 106 cpy)F de FSV/em?
ectopiques humaine  souris
- A 6
Giiven 2011 FSV _ Sou§ cutanée de 15.10 cellulses de
humaine  souris FSV/cm
FSvV Sous-cutanée de 10 ou 40.10° cellules de
Mefrkens 2012 humaine  souris FSV/cm?®
, . 0,250.106 cellules de FSV
Etudes . James 2012 FSV . Defqut calvaria de dans un défaut de calvaria
orthotopiques humaine  souris

de 3mm

Tableau 17: Concentrations cellulaires utilisées dans les différentes études sur la FSV
humaine en ingénierie tissulaire osseuse

Dans notre étude de comparaison nous avons choisi une concentration intermédiaire de :
-3.10% cellules par milligramme de BCP
- 15.106 cellules/cm?®

- soit I’équivalent de 0,5.10° cellules de FSV dans un défaut de calvaria de 5mm.

La clonogénicité du prélevement de FSV a été évaluée par CFU-F (colony forming unit —
fibroblast) apres isolation des cellules adhérentes cultivées pendant 3 passages et est de 26%.
Cette valeure de clonogénicité est supérieur a 5% pour les CSA (Bourin et al. Cytotherapy

2013) qui représentent environ 10% des cellules de la FSV.

Il est important de noter que le comptage cellulaire est effectué au microscope a 1’aide d’une
cellule de Malassez par un seul opeérateur. Cette limite de contrble qualité peut étre résolue
lors d’un éventuel passage en clinique par I’utilisation de compteurs cellulaires automatisés

disponible sur le marché et déja utilisé dans de nombreuses études cliniques.
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Comme décrit dans 1’article, les résultats sont en dessous de ceux espérés, notamment pour la

greffe osseuse et I’association moelle osseuse totale/BCP, deux stratégies ayant donné de bons

résultats dans un modele similaire autologue chez le rat Lewis (Corre, Merceron et al. 2015).

Ces résultats peuvent sans doute étre imputées a la stringeance du modéle de calvaria de rat
nude.
Toutefois il est intéressant de remarquer que dans ce modeéle de faible repousse osseuse, la
FSV humaine donne des résultats similaires a la moelle osseuse humaine :
- de maniere qualitative : os immature et légerement minéralisé au contact des granules
et présence de tissu medullaire visible en histologie
- de maniére quantitative : 3.70% de tissu minéralisé au sein du défaut avec la FSV
humaine et 2.74% avec la moelle osseuse totale humaine

Il serait donc intéressant de tester cette condition dans un modele moins stringeant.

D’un point de vue mécanistique, la présence de marquage DIL aprés 7 semaines au contact
des granules semble indiquer une survie d’une partie au moins des cellules implantées dans ce
modele. Ce point reste a éclaircir pour valider ces résultats avec une technique plus spécifique
(détection de séquences Alu spécifique des cellules humaines) et si possible déterminer si ces

cellules vivantes ont été capable de se différenciés en cellules osseuse.
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Résultats complémentaires :

En addition des stratégies comparées dans 1’article (greffe osseuse humaine, moelle osseuse
murine et humaine et FSV humaine), nous nous sommes aussi intéressés a 1’association des
mémes BCP avec des CSM de moelle osseuse murine et humaine (CSM-MO), cultivées au

contact des BCP pendant 15 jours en milieu ostéogénique.

En effet cette stratégie a démontré de bons résultats dans des études précedentes (Corre,

Merceron et al. 2013||Corre, Merceron et al. 2015), a condition de respecter une concentration

minimum de CSM sur les granules de BCP {(Mankani, Kuznetsov et al. 2007).

Dans notre cas, les CSM-MO proviennent des moelles osseuses totales (murines et humaines)
préalablement implantées. Les cellules sont cultivées a une concentration de 9.10*
cellules/cm? soit 7.5.10% cellules/mg de BCP (concentration critique décrite dans 1’étude de
Mankani et utilisée dans les précédentes études).
Cette étude a été réalisée sous la direction du Dr Pierre Corre, qui avait déja étudié les CSM-
MO de rat cultivées dans les mémes conditions. Il était donc intéressant de comparer nos
résultats avec les CSM-MO humaines a ceux précédemment obtenus.
Concernant les CSA humaines qui sont isolables de la FSV, méme si leur étude aurait pu étre
intéressante, le but de notre travail était avant tout :

- de tester des stratégies intra-opératoires de régénération osseuse

- de comparer les résultats obtenus avec des cellules humaines a ceux précédents

obtenus avec des cellules de rat Lewis.

Ainsi, dans les résultats complémentaires qui suivent se trouvent les CSM-MO (de rat et

humaines) mais pas les CSA.

Les résultats obtenus avec ces CSM-MO sont résumés dans les figures suivantes :
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Figure 30: Microscanner des défauts de calvaria
7 semaines apres implantation
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Figure 31: Analyse des défauts de calvaria en microscopie éectronique a
balayage et quantification du comblement en tissu minéralisé
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Figure 32: Analyse histologique des défauts de calvaria (Trichrome de Goldner),
Gauche: échelle=2,5mm, Droite: échelle=250um
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Figure 33: Observation microscopique des cellules implantées marquées au CM-DIL,
Gauche:lumiére transmise Droite: fluorescence
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De maniére générale, les résultats obtenus avec les CSM-MO murines ou humaines sont
similaires a ceux obtenus avec la moelle osseuse totale dont les cellules ont été isolees :
- faible repousse osseuse
- marquage fluorescent CM-DIL suggérant la survie d’une partic des cellules aprés 7
semaines
Toutefois d’un point de vue histologique, il semble y avoir moins de tissu médullaire avec les

CSM-MO qu’avec les MOT (moelle osseuse totale).
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En conclusion, cette étude préliminaire avait pour but de comparer pour la toute premiére fois,
en site osseux maxillo-facial, 3 stratégies intra-opératoire de régénération osseuse a partir de
prélévements d’origine humaine :

- La greffe osseuse humaine

- L’association de BCP avec de la moelle osscuse totale humaine

- L’association de BCP avec de la fraction stromale vasculaire de tissu adipeux humain

Nous avons dans notre modeéle confirmé le fort potentiel du gold standard clinique : la greffe
osseuse humaine.

Toutefois, malgré des résultats précédents encourageants avec la moelle osseuse totale de rat,
son équivalent humain dans notre modele de calvaria de rat nude a donné lieu a une faible
repousse 0SSeuse.

Comme discuté dans I’article, le modeéle de calvaria de rat nude est un modéle trés stringeant
donnant lieu a une faible repousse osseuse si aucun facteur de croissance (i.e. BMP2) n’est
utilisé.

Les résultats obtenus avec la FSV humaine sont sensiblement les mémes que ceux obtenus
avec la MOT humaine.

Avant de conclure sur le potentiel de la FSV, il nous a paru nécessaire d’étudier plus en détail
celui-ci dans différents modeles (éctopique et en site osseux).

C’est pourquoi I’étude suivante nous avons détaillé le potentiel ostéoinducteur de la FSV en
association a différents biomatériaux. Nous nous sommes placés dans un modeéle éctopique
d’implantation sous-cutané et dans un modéle orthotopique de défaut de calvaria dans une

souche différente : les rats Wistar.

Cette étude est résumée dans le premier jet de publication suivante. Cette publication n’est pas

totalement compléte puisque les dernieres analyses sont encore en cours.
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Abstract

Background: In craniofacial reconstruction, the gold standard procedure for bone
regeneration is the autologous bone graft. However, this procedure requires bone harvesting
which is still a source of morbidity. Bone tissue engineering strategies, combining bone
substitutes with an osteogenic cell source might be a good alternative to this bone graft. The
adipose tissue Stromal Vascular Fraction (SVF) can be used in a one-step procedure and have
already been described as a potential osteo-vasculogenic cell source for tissue engineering.
However there is currently not enough data of the bone regenerating potential of human SVF
(hSVF). This study investigates the bone tissue engineering potential of hSVF for intra-
operative bone tissue engineering strategies.

Methods: hSVF cells were implanted, in combination with biomaterials, in an ectopic model
of subcutaneous implantation as well as in a calvaria model of critical-sized bone defect.
hSVF cells were first used alone with the biomaterials. Then, the osteogenic potential of
hSVF cells was stimulated by the addition of human PRP or different concentrations of
human recombinant BMP2 (rhBMP2).

Results: The association of hSVF with either BCP granules of collagen sponge resulted in a
small new bone formation. When PRP or decreasing concentrations of rhBMP2 was added to
hSVF cells, the bone formation was slightly simulated but did not reach a clinically relevant
bone formation that can be obtained with clinical concentrations of rhBMP2.

Discussion: For the first time, the bone formation potential of hSVF cells was investigated in
two pre-clinical models and compared to a relevant positive control (ie rhBMP2). We here
show that hSVF present a slight osteoinduction potential. However, a better stimulation of
SVF-based bone formation is yet to be obtained to represent an efficient alternative to the

autologous bone graft.

Keywords: Tissue engineering, Stromal Vascular Fraction, Biomaterials, Craniofacial

surgery, Platelet Rich Plasma, Bone Morphogenetic Protein
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Abstract

Background: In craniofacial reconstruction, the gold standard procedure for bone
regeneration is the autologous bone graft. However, this procedure requires bone harvesting, a
source of morbidity. Bone tissue engineering strategies might be a good alternative to bone
graft. The adipose tissue Stromal Vascular Fraction (SVF) can be used in a one-step
procedure and have already been described as a potential osteo-vasculogenic cell source for
tissue engineering. However there is currently not enough data of the bone regenerating
potential of human SVF (hSVF). This study investigates the bone tissue engineering potential
of hSVF for intra-operative bone tissue engineering strategies.

Methods: hSVF cells were implanted, in combination with biomaterials, in an ectopic model
as well as in a calvaria model of bone defect. hSVF cells were used alone and then combined
with autologous human PRP in an attempt to enhance the cells osteogenic capabilities.
Results: The association of hSVF with either BCP granules or collagen sponge resulted in a
small bone formation. When PRP was added to hSVF cells and BCP, the bone formation was
slightly simulated but did not reach a clinically relevant regeneration that can be obtained
with clinical concentrations of rhBMP2,

Discussion: For the first time, the osteoinduction potential of hSVF cells was investigated in
two pre-clinical models and compared to a relevant positive control (rhBMP2). We here show
that hSVF present a slight osteoinduction potential. However, a better stimulation of SVF-
based bone formation is yet to be obtained to represent an efficient alternative to the

autologous bone graft.

Keywords: Tissue engineering, Stromal Vascular Fraction, Biomaterials, Craniofacial

surgery, Platelet Rich Plasma, Bone Morphogenetic Protein
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Introduction

Autologous bone grafting (BG) is the current gold standard for all bone reconstruction in
cranio-maxillofacial surgery such as facial deformities, tumors or traumas. Considering
morbidity of bone harvesting (pain, infections, scars, etc.) and non-negligible risk of bone
grafting failure (nasal and oral closeness, hypoplasic bone such as cleft palate or irradiated
areas), researches have been focused on finding an alternative to bone graft that can be used
intraoperatively. Bone tissue engineering using a bone substitute coupled with and osteogenic
cell source is of great interest in those situations where biomaterial alone is not sufficient to
induce bone formation.

Biphasic calcium phosphate (BCP) materials, due to their chemical composition and
mechanical properties, represent an interesting alternative to autologous bone grafting and is
already used mainly in oral and orthopedic surgery.

Mesenchymal Stromal Cells (MSC) are found in bone marrow or adipose tissue among other
tissues. The osteogenic differentiation potential of the MSC make them candidates for bone
tissue engineering. In this strategy, the osteogenic potential of MSC can be increased by

seeding the surface of the biomaterial, followed by a three-dimensional culture compared to

2D culture of MSC |2-4]. The use of MSC is complex, time consuming, needs two different

surgical procedures, has a significant cost and raises the problem of possible infection or cell
mutations during the in vitro amplification.
Unprocessed Total Bone Marrow (TBM) and Stromal Vascular Fraction of adipose tissue

(SVF) as sources of MSC E‘ﬂ vascular progenitor cells and growth factors are also possible

candidates for BTE |2]|7-9]. Moreover their harvesting and utilization is possible in a one-step

procedure.
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Stromal Vascular Fraction (SVF) contains a greater proportion of MSC than TBM . In
addition, numerous studies have been carried out on the osteogenic potential of the SVF but
only few dealt with human SVF or the association with BCP.

In this study the potential of human SVF in bone tissue engineering was assessed in two
animal models. In the first part the association of human SVF and BCP granules was
evaluated in a subcutaneous model in nude mice then in a rat calvaria defects. In the same
models, the same association was stimulated by the addition of Platelet Rich Plasma (L-PRP).
The SVF-based tissue engineering strategy was compared to BCP alone and to a positive
control (BCP+rhBMP2). The role of carrier was evaluated by comparing BCP granules to
collagen sponge, clinically used in combination with rhBMP2 in orthopedic surgery. The
bone reconstruction was assessed by Scanning Electron Microscopy (SEM), high resolution

Microcomputed Tomography and histological analysis.
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Material and Methods

Biomaterials

Biphasic CaP particles made of hydroxyapatite (20%) and beta-tricalcium phosphate (80%)
with a size between 500 and 1000um (MBCP*) were provided by Biomatlante (Vigneux de
Bretagne, France). Granules were sterilized at 121°C for 20 min in an autoclave.

Bovine type | collagen sponges were obtained from Truscient, Dibotermin alfa (rhBMP-2) kit

(Pfizer, Paris, France).

Animals

All procedures were approved by the National French Comity for animal experimentations.
For subcutaneous implantations, eight weeks old female nude mice (Swiss nu/nu) were
obtained from a certified breeding center (Charles River, L’ Arbresle, France).

For Wistar rat calvaria defects, eight weeks old female (RjHAN:WI) were obtained from a
certified breeding center (Janvier Labs, St Berthevin, France).

All animals were acclimatized for two weeks to the conditions of the local vivarium (24°C

and a 12/12h light/dark cycle) before the experimentations.

Immunosuppressive treatment in Wistar rat study

To prevent complications (transplant rejection or graft versus host disease) due to the

xenotransplantation of human SVF cells, an immunosuppressive therapy with cyclosporin-A
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was administered. The model was previously validated and described. This oral therapy

started the day of implantation and administered daily (15 mg/kg/day) until euthanasia.
Stromal Vascular Fraction cellsisolation

Human SVF cells and blood samples were obtained from 7 female patients undergoing
liposuction. All patients had given their informed consent. All protocols were approved by the
French national ethical committee. Human SVF cells were isolated by collagenase digestion
of lipoaspirate as previously described . Briefly, lipoaspirates were digested for 1h at
37°C with collagenase (NB4; Serva, Heidelberg, Germany). Digested tissue then was
centrifuged at 900g for 4min, and the cell pellet (stromal vascular fraction) was washed three
times with Ringer Lactate (B Braun Medical), then filtered through Steriflip 100um
(Millipore, Molsheim, France). After centrifugation, cells were resuspended in saline solution
(Ringer Lactate). Cell number and viability were assessed by Trypan blue dye exclusion

(Trypan solution 0.02%; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).
rhBM P2 preparation

A total of 0.66mg of rhBMP2 powder (TruScient, Pfizer) was resuspended in 3.2mL of
solvent (Pfizer) according to the manufacturer’s instructions. This stock solution of 0.2mg/mL
was diluted to the working concentration for a final volume of 100uL for the hydration of
20mg (calvaria model) of BCP. For the hydration of type I collagen sponge, the final volume

was 100uL per disk of 5mm diameter.

PRP preparation
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The Platelet Rich Plasma was prepared according to the manufacturer’s instructions
(RegenLab, Le Mont-sur-Lausanne, Switzerland). Briefly, whole blood was collected by a
venous puncture in two tube, the first one (BCT) contains an anti-coagulant (sodium citrate)
and the second tube (ATS) does not. Each tube contains a gel to separate red blood cells by
centrifugation. The BCT tube is centrifuged once at 15009 for 5min. The ATS tube is
centrifuged twice at 1500g for 5min. The cellular deposit contained in the upper phase of the
BCT tube is resuspended in the supernatant to obtain PRP. The upper phase of the ATS tube
contains the activated thrombin serum. To obtain a PRP gel, a mix is done with 80% PRP,

10% activated thrombin serum and 10% calcium gluconate.

In vitro constructs analysis

Eight milligram of BCP or small cuts of collagen sponges where associated with 0.5.10°
freshly isolated hSVF cells. Cells were resuspended in PRP (final volume: 100uL) and the
constructs were cultured in ultra-low attachment multiwells to promote the adhesion to the
biomaterials. Constructs were then cultured in an osteogenic medium (DMEM medium
(Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (Life Technologies), 1%
penicillin/streptomycin, B-glycerophosphate (Sigma-Aldrich) 10mM, sodium-L-ascorbate
(Sigma-Aldrich), 50uM and dexamethasone (Sigma-Aldrich) 10®M) for 60 days at 37°C,
21% O and 5% COa. For histological studies, construct were fixed in 4% paraformaldehyde,
decalcified in PBS, 4% EDTA in a microwave automat (KOS Milestone) at 46°C during 36
hours. After multiple rinses in PBS, sample were dehydrated and embedded in paraffin, 5um

sections were cut and histological coloration were performed.
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DNA quantification assay

To test whether the hSVF cells can adhere to BCP granules, 0.5.10° freshly isolated hSVF
cells were added to 8 milligrams of BCP granules in low-adherence plastic plates. Cells were
cultured in DMEM medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 1%
penicillin/streptomycin. Culture was stopped at 30min, 2h and 24hours and wells were rinsed
several times with a PBS solution. The DNA content of adherent cells was assessed with a
PicoGreen assay kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Fontenay-sous-Bois, France).
Briefly, cells were froze in the lysis buffer at -80°C. Upon thaw, the working solution of
Quant-iT™ PicoGreen® was added to each wells and incubated at room temperature, protected
from light, for 2 to 5 min. The fluorescence was measured by a spectrophotometer (Viktor?,
PerkinElmer, Boston, USA) (485nm excitation, 520nm emission) and results were compared

to a DNA standard curve.

Scanning Electron Microscopy of BCP granules

To confirm that hSVF cells can be found at the surface of BCP granules after several weeks,
hSVF were cultured for 21 days on BCP granules in an osteogenic medium for 3 weeks at
37°C, 21% O, and 5% CO,. After 21 days, BCP granules were rinsed, harvested and fixed
with acetone. Then acetone was replaced by supercritical carbon dioxide to preserve living
tissue structure. Samples were then observed by scanning electron microscopy. SEM

micrographs were taken using backscattered electrons at 15kV

Mitochondrial activity MTS assay



138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

To test whether BCP granules or PRP influenced the viability of hSVF cells, these cells were
cultured with or without BCP granules and with or without autologous PRP for 24 hours.
Mitochondrial activity was measure by a MTS assay. Briefly, cells were culture without BCP
in cultured treated plastic or with BCP in low adhesion plastic plates, with or without
autologous PRP. A control of cells cultured with actinomycin D (5mg/mL), an inhibitor or
RNA polymerase which was used to induce cell death. After 24h of culture, medium was
replaced by MTS solution. Finally, formazan salt formation was measured by

spectrophotometer at 490nm.

Conditions of bone tissue engineering with SVF cdlls

Non-stimulated SVF:

- BCP+hSVF: BCP granules (50mg for subcutaneous implantation and 20mg for calvaria
defects) were mixed with human SVF cells at a concentration of 40x10° cells/cm?® (3.6x10°
and 1.5x10° in subcutaneous pocket and in calvaria defect respectively).

Simulated SVF

- BCP+hSVF/PRP: To mix the cells with the PRP gel, the cell pellet is resuspended in the
PRP phase first, then the activated thrombin serum and the calcium gluconate are added. The
obtained solution is mixed with BCP granules before gelification that happens in a few

minutes.

Surgical procedure

All surgical procedures were performed under general anesthesia (4% isoflurane inhalation

for induction and 2% for preservation). For cell-based procedures, cell preparations were put
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in contact with the biomaterial (BCP or Collagen sponge) for at least 30 min at room

temperature prior to implantation.

Subcutaneous implantations

The samples were implanted subcutaneously in the backs of nude mice. Briefly, a 1cm
transverse incision was made bilaterally along the dorsum of the back. Blunt dissection was
performed to separate the skin from the subcutaneous connective tissues and to form several
pockets under the skin into which implants were inserted. Each mouse received 3 randomly
assigned implants (n = 6 per condition). Implants were removed right after sacrifice via CO>

overdose, eight weeks after implantation.

Critical sized calvaria defects

A 1.5cm longitudinal incision was performed on the head from the front to the neck. Skin and
periosteum were reclined to expose the calvaria. A circular critical-sized parietal bone defect
(5mm in diameter) was created bilaterally on each side of the sagittal suture using a circular
trephine (Komet Medical, Lemgo, Germany) under infusion of normal saline solution until
the dura was reached. Each rat received two randomly assigned implants (n=8 per condition).
After grafting, the defects were covered by a bovine pericardial patch (Edwards Lifesciences,
Irvine USA) to prevent a postoperative migration of the particles. Then the skin was closed
with absorbable sutures. Immediate postoperative analgesia was provided through
intramuscular injection of buprenorphine hydrochloride (Buprecare® 0.3mg/mL, 10ug/kg,
Animalcare, Dunnington, UK). Empty defects and defects filled with BCP only were used as
negative control. For positive control type I collagen sponge, or BCP granules soaked with
rhBMP2 (TruScient®, Pfizer) was used. Type | collagen sponge were cut into disks of 5mm

diameter and soaked with rhBMP2 (26.4ug/cm?) according to manufacturer instruction. For
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BCP granules, 20mg of BCP were soaked with rhBMP2 (30ug/cm?). Implants were removed

right after sacrifice via CO2 overdose, eight weeks after implantation.
Micro-computed tomography and 3D image analysis

Explants from subcutaneous studies and calvaria studies were fixed 24h and 7 days
respectively in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline. After fixation, PFA was
replaced by 70° ethanol and analyzed by micro-computed tomography using the high
resolution X-ray micro-CT imaging SkyScan-1272 (SkyScan, Aartselaar, Belgium). The
acquisitions where made at 70kV, 166mA with an image pixel size of 5um (image with 1337
rows and 3840 columns). Three-dimensional reconstructions were built with NRecon software
and region of interest and 3D volume calculs were made with CTan software to assess 3D

bone regeneration and neovascularization.
Histological preparation

Samples were dehydrated through graded series of ethanol treatments then defatted in xylene
for 24h. All samples were embedded in Technovit 9100N (Heraeus-Kulzer, Friedrichsdorf,
Germany) as described previously . For each sample, a section was performed at the
center of each implant using a circular diamond saw (SP1600, Leica, Wetzlar, Germany) and
serial 5um thick sections were cut using a hard tissue microtome (Polycut SM 2500, Leica,

Wetzlar, Germany).

Céll tracking — In Situ Hybridization Alu sequence
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Scanning electron microscopy (SEM) and 2D image analysis

Samples were sanded on a Metaserv 2000 (Buehler, Lake Bluff, USA) then gold-palladium-
coated on a Desk Il (Denton Vacuum, Moorestown, USA). SEM micrographs were taken
using backscattered electrons at 15 kV. The surface of the implant was divided into
contiguous high-resolution images, and quantitative evaluation was performed with a
semiautomatic image analyzer (Quantimeter 500, Leica, Cambridge, UK). First, the area of
interest was traced. Areas of newly formed mineralized bone, BCP granules, and non-
mineralized tissues were identified by their grey levels and expressed as a percentage of the

total defect surface.

Statistical analysis

Results were expressed as mean = SEM (Standard Error of the Mean). Results were then

compared using a One Way ANOVA parametric test and a Bonferroni's Multiple Comparison

Test. A p-value of less than 0.05 was considered statistically significant.
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Results
I'n vitro study of tissue engineering constructs
Adhesion of adipose stromal cells on BCP

The use of BCP with different cell sources (Bone Marrow-MSC, Total Bone Marrow and,
Stromal Vascular Fraction) has already been described by our team . In this study we
confirmed that human SVF cells, isolated from 2 donors, can adhere to granules if left in
contact with BCP for several hours. Figure 1A shows the DNA content of cells plated and
washed on treated plastic culture (white bars) or on BCP granules in untreated plastic wells
(black bars).

The SEM analysis of hSVF cells cultured on BCP for 21 days shows cells adhesion to the

granules with visible cytoplasmic extensions (Figure 1B).
Viability of SVF cellswith BCP and PRP
The short term viability of hSVF cells in contact with BCP granules and autologous PRP was

assessed at 24 hours with a mitochondrial activity assay. In Figure 1C the results indicates no

decrease in mitochondrial activity when cells were cultured in contact with BCP or PRP.
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Figure 1: A, DNA content after culture of hSVF cells in two dimensions or in contact with
BCP for 30min, 2hours or 24hours. B, SEM analysis of hSVF cultured on BCP granules for
21 days. C, Mitochondrial activity (MTS) assay of hSVF cells cultured for 24 hours with PRP

or/and BCP granules. NS: non-significant.
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In vitro culture of biomaterial/SVF cells constructs

As an in vitro model of our implanted conditions, SVF cells where cultured during 60 days on
BCP granules or collagen sponge in an osteogenic medium. Histological analysis (Figure 2A)
show cells all over the construct and dense matrix deposition with no sign of calcification.
ELISA assay of culture’s supernatant (Figure 2B) shows VEGF secretion from 14 to 60 days
in all conditions and a more continuous secretion at 60 days when SVF cells are associated

with PRP.
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Figure 2. A, Histological staining (HES) of an in vitro model of hSVF cells culture. Cells
were cultured during 60 days on BCP granules or on collagen sponges with or without
autologous PRP. Bar = 50um. B, VEGF secretion in supernatant of hSVF cultured on BCP

granules or collagen sponge with or without autologous PRP was quantified by ELISA.



272

273

274

275

276

277

278

279

280

I'n vivo study of SVF-based bone tissue engineering

The Figure 3 is a schematic representation of the SVF-based BTE procedures used in this

study.

Figure 3: Schematic representation of in vivo studies to determine the bone regeneration

potential of hSVF cells used in intra-operative bone tissue engineering strategies.
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Characterization of hSVF adherent cdlls

In the in vivo study, hSVF cells were isolated from 5 donors. After 24 hours of adhesion on
plastic, Adipose Stromal Cells (ASC) were isolated. The matrix calcification potential of
these cells cultured in an osteogenic medium for 28 days was assessed by alizarin red staining
(Figure 4). The average clonogenicity rate was 17.3% + 5.3 (assessed by Colony Forming

Unit — Fibroblast assay).

Figure 4: Representative osteogenic potential of hSVF adherent cells assessed by alizarin red

staining after 28 days of cell culture in proliferation (PM) or osteogenic (OM) medium.
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SVF bone tissue engineering

Subcutaneous study

The association of BCP with hSVF cells was compared to BCP alone in an ectopic model of
subcutaneous implantation. In addition we compared the association of BCP with rat
total/unprocessed bone marrow, strategy already described for it osteoinduction potential.

The bone neoformation rate, assessed by SEM quantification was 0.083% for hSVF and no
mineralized tissue was found in the BCP alone condition. Histological analysis display a
dense collagenous matrix surrounding the granules with some mineralization bone (MB) areas

for the hSVF condition (Figure 5).
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Figure 5: Non-simulated hSVF based bone tissue engineering in an ectopic model of
subcutaneous implantation. A, Newly formed bone quantification by SEM analysis. * p<0.05
compared to empty and BCP alone, # p<0.05 compared to BCP+rhBMP2. B, SEM imaging of
subcutaneous implants showing the BCP in red and the newly formed bone in yellow. C,
Histological staining (MOVAT) of subcutaneous implants, black arrow showing an osteoid
border structure. Abbreviations: BCP: biphasic calcium phosphate granules, BM: bone

marrow, MB: mineralized bone. Bar = 250um.
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Rat calvaria study

The association of hSVF with BCP granules was implanted in a critical-sized calvaria defect.
Bone content of the defects was quantify, 8 weeks after implantation, by micro-computed
tomography and SEM analysis (Figure 6A and 6B). The results confirmed the bone formation
potential of hSVF, with mineralized bone areas (Figure 6C) in contact with granules and even
an osteoid border structure (black arrow). Same amount of mineralized tissue was found when
hSVF cells were associated with collagen sponge. Nevertheless, histological analysis show a
fibrous tissue with no real signs of ossification although a woven bone tissue seemed to
appear in contact with the dura matter. However the same biomaterials combined with clinical
concentration of rhBMP2 were the only tested conditions reaching significant mineralized
tissue filling compared to the controls (49.2% for BCP+rhBMP2 and 69.2% for
collagen+rhBMP2). In both rhBMP2 conditions, a high mineralized bone content with several

osteoid borders in contact with bone marrow (BM).
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Figure 6. Non-simulated hSVF based bone tissue engineering in an orthotopic model of
calvaria defect. A, Bone regeneration quantification by micro-computed tomography analysis.
B, SEM imaging of calvaria showing the BCP in red and the bone tissue in the region of

interest in yellow. C, Histological staining (MOVAT) of calvaria defects, black arrows
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showing osteoid borders. Abbreviations: BCP: biphasic calcium phosphate granule, BM: bone

marrow, DM: dura mater, MB: mineralized bone. Bar = 250um.

Stimulated SVF bonetissue engineering

To stimulate the bone formation abilities of hSVF, PRP was added to the BCP+hSVF
condition, which gave the most bone formation in histological analysis. This stimulated

condition of BCP+hSVF/PRP was compared in the same previous models.

Subcutaneous study

The results of the subcutaneous implantation are presented in Figure 7. The quantification
(Figure 7A) of new-formed mineralized bone tissue was obtained from SEM analysis (Figure
7B) and shows a slight bone formation for the condition with hSVF/PRP. Histology (Figure
7C), confirmed that the addition of PRP to hSVF gave rise to mineralized bone (MB) areas,
osteoid borders (black arrows) and, ever bone marrow (BM) structures inside mineralized
sites. Even though, no significant difference was found between hSVF with or without PRP in

term of bone quantification.
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Figure 7: Simulated hSVF based bone tissue engineering in an ectopic model of subcutaneous
implantation. A, Newly formed bone quantification by SEM analysis. *p<0.05 compared to
other conditions. B, SEM imaging of subcutaneous implants showing the BCP in red and the
newly formed bone in yellow. C, Histological staining (MOVAT) of subcutaneous implants,
black arrows showing osteoid borders. Abbreviations: BCP: biphasic calcium phosphate

granules, MB: mineralized bone. Bar = 250um.
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Figure 8: Macroscopic imaging (micro-computed tomography) of calvaria defect filled with
hSVF based bone tissue engineering, 8 weeks after implantation.

Rat calvaria study

The addition of PRP to BCP+hSVF was tested in the orthotopic calvaria model. Figure 8
resumes the macroscopic evaluation of defect closure in all tested conditions (hSVF,
hSVF/PRP and controls). We can see the BCP granules still inside the defects with no visible
signs of degradation. The collagen+hSVF condition showed a calcification of the bovine

pericardial patch on the top of the defect, but low signs of ossification inside the defect.

The quantification of bone content, SEM and histological images are presented in Figure 9.
Concerning bone content quantification (Figure 9A), the combination of hSVF and PRP on

BCP granules resulted in no significant difference in term of mineralized tissue formation.



378

379

380

381

382

383

384

385

386

Figure 9: Simulated hSVF based bone tissue engineering in an orthotopic model of calvaria
defect. A, Bone regeneration quantification by micro-computed tomography analysis. B, SEM
imaging of calvaria showing the BCP in red and the bone tissue in the region of interest in
yellow. C, Histological staining (MOVAT) of calvaria defects, black arrows showing osteoid
borders. Abbreviations: BCP: biphasic calcium phosphate granules, MB: mineralized bone,

WB: woven bone. Bar = 250um.
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Histology of BCP+PRP and BCP+PRP+hSVF in progress

(Figure 9C).

Tracking of human cells and implication in regeneration

Tracking of human cells in the BCP+PRP/hSVF at 2 and 8 weeks in progress

(Figure 10)
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Discussion

Human adipose tissue stromal vascular fraction (hSVF) is a cell source of great interest in

regenerative medicine [14-16]. However, little is known about its bone forming capacities in

tissue engineering strategies, most of the studies were conducted in vitro or in ectopic

implantation ﬂ 17-22]. In this study, we evaluated different hSVF-based strategies to

regenerate bone tissue in a clinically relevant context of maxillofacial bone loss. Indeed, in
case of facial malformations, trauma or tumor resection there is nowadays no reproducible
alternative to the autologous bone graft (BG). The bone graft is leading to good results in
most of the cases, however it is synonym of high morbidity (pain, scar, infection) and can lead

to failure in hypoplastic area (clef palate syndromes, scaring tissue...).

The bone tissue engineering is the concept of associating biomaterials (naturals or synthetics)
with an osteocompetent cell source, with or without other factors such as growth factors.
Among bone biomaterials, Biphasic Calcium Phosphate (BCP) have shown good results with
bone marrow and mesenchymal stem cells (MSC) . However in the research of an intra-
operative alternative to BG, the use of MSCs seems compromised. Concerning unprocessed
Total Bone Marrow (TBM), although giving strong bone formation in pre-clinical studies
, its use is synonym of donor site morbidity and can be obtained in less amount than fat

tissue.

In this clinical context of maxillofacial bone loss, the use of hSVF could be advantageous for
(1) its easily availability in most patient, (2) its intra-operative potential use and, (3) its
vasculo-osteogenic content thanks to mesenchymal stromal cells and endothelial progenitors

. The hypoplastic context of several maxillofacial applications increases the interest in
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cell sources with an angiogenic potential to bring back vascularization to the defect. The
hSVF with or without PRP is able to secrete pro-angiogenic factors like VEGF and then
promote cell survival and host cells homing.

In this study we investigated for the first time the hSVF intra-operative osteoinductive

potential, alone or stimulated by PRP, in two well described models of bone formation.

The first strategy of bone tissue engineering consisting of hSVF in association with BCP
granules resulted in some mineralization in the ectopic model of subcutaneous implantation.
Those results in an ectopic model showed the osteoinduction potential of human SVF cells in
combination with BCP granules and are in accordance with previous results in a similar

model with other biomaterials, with no culture or simulation of the cells (Muller 2010).

However the same association was used to fill a calvaria defect, the obtained bone formation
was not statistically different than the biomaterial alone. To enhance the relevance of this
observation, hSVF was combined to another biomaterial (collagen) clinically used for bone
regeneration. The same amounts of calcified tissue were observed. Only the use of an
orthopedic concentration of rhBMP2 resulted in a significant closure of the defect. Those
results in a bone defect are consistent with the only previous report on the utilization of hSVF
cells (with an HA coated PLGA scaffold) in a bone model which was already a calvarial
one. Our previous results in nude rat calvaria were also in agreement with the presented study.
Even if in each case some mineralization can be found with hSVF cells in association with

biomaterials, the strategy fails to significantly heal the defect.
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Nevertheless, presented results and previous knowledge concerning human SVF were
obtained in calvarial defects. Whether or not the osteoformation obtained from these cells
would be the same in a long bone defect, involving endochondral ossification for example,

remains to be investigated.

It has been suggested that the osteogenic potential of hSVF cells can be stimulated, for
example, by the addition of rhBMP2 , or by short term culture in bioreactors .

However, the use of growth factor in human maxillofacial surgery is debatable as far as
adverse effects has been reported, such as inflammatory reactions, graft failure and infections
. Finally our aim here was to investigate the intra-operative bone regenerative
potential of SVF cells, proscribing the use of culture conditions, even though it seemed of

great interest.

Knowing that, in the second strategy, our team aimed to stimulate the osteogenic potential of
hSVF, while remaining in a clinically relevant intra-operative strategy.

The PRP was used to allow the creation of a biological hydrogel to maintain cells at contact
with biomaterial during the first hours after implantation. Moreover, the PRP is releasing

growth factors from alpha-granules, notably pro-angiogenic factors like VEGF which could

improve neoangiogenesis and then survival of implanted cells .

The addition of autologous PRP to hSVF cells did rise the bone formation observed in the
ectopic model. Although the difference in bone formation was not significant, histological
analysis, seemed to show the apparition of a marrow like structure inside mineralized area,

suggesting at least the vascularization of the neoformed bone.
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However, just like in the first strategy, the association of BCP granules, SVF cells and PRP

failed to reach significant bone formation in the calvarial defect.

It would now be interesting to quantify the neovascularization in this condition to investigate
if the association of SVF with PRP was able to stimulate the angiogenesis inside the defect. In
our study we only checked the bone formation at 8 weeks, a commonly accepted timing for
bone formation in this model. However in the eventuality that PRP+SVF stimulated
angiogenesis it would be interesting to check at a later time point to see if endogenous
progenitors can use this newly formed vessels to infiltrate the tissue and enhance the bone

formation.

Previous reports on MSC-based bone tissue engineering suggested that the cell concentration
is essential to obtain sufficient bone formation . Concerning SVF intra-operative strategies,
the expansion of cells is not conceivable, making cell concentration a limit. In our study,
based on previous results from our team and literature data we used a concentration of 40
million of cells per cubic centimeter of construct. This concentration is equivalent to the use
of approximately 40cc of adipose tissue to reconstruct 1cc of bone defect and which

seems clinically relevant.
Conclusion

In this study, human SVF-based bone tissue engineering was assessed for the first time in two
pre-clinical models of bone formation. We there show that hSVF cells in association with
BCP granules possesses a slight bone forming capacity but the obtained neoosteogenesis is

not sufficient to be clinically relevant. Even if the osteogenic stimulation of hSVF by PRP
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seemed to improve bone formation in the ectopic model, the results were not significant. In

the bone defect model of rat calvarial.

Discussion on human cell tracking in progress

This study aims to build basis to work on for future experiments. It would be interesting to
assess the viability of implanted cells to confirm if it is or not a limitation for their osteogenic
activity. If so, new strategies including engineered biomaterials that can improve survival of
cells in ischemic conditions will be the solution to find an alternative to bone graft in
maxillofacial bone loss. As for now, the association of human SVF cells with BCP granules

does not provide a clinically relevant alternative to bone gratft.
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Discussion sur la mise au point d’un procédé d’ingénierie tissulaire osseuse avec la FSV humaine

E. Discussion sur la mise au point d’un procédé d’ingénierie tissulaire

osseuse avec la FSV humaine

Dans les différentes études présentées, que ce soit en modéle sous-cutané ou dans les modeéles
de calvaria (rat nude et rat Wistar), les études animales ont été effectuée dans une animalerie
agrée et les reégles d’éthiques de de bien-étre animal ont été respectées. Ces différents modeles
ont fait I’objet de 1’écriture de « dossiers de saisines » ou « formulaire d’autorisation de projet
utilisant des animaux a des fins scientifiques » comme demandé par 1’arrété du 1% février
2013 de la directive européenne 2010/63/UE.

1) Le modele de base : BCP+FSV

La concentration de FSV utilisée dans la premiére étude (du rat nude) était de 15.10%cm?®

(500 000 cellules dans un défaut de calvaria). Les résultats obtenus étaient faibles en termes

de repousse osseuse. De plus, Mehrkens en 2012 (Mehrkens, Saxer et al. 2012) montrait un

effet dose réponse de la minéralisation entre une concentration de 10 et 40.10° cellules/cm?.

C’est donc cette concentration de 40 millions de cellules par cm?® soit 1,5 millions de cellules
par défaut de calvaria qui est utilisée dans notre deuxiéme étude.

Le modéle éctopique sous-cutané étant plus stringeant encore, pour observer une formation
osseuse (et un effet potentiel du PRP et de la BMP2 dans la deuxieme étude), nous nous

sommes placés a 60 millions de cellules par cm?.

Enfin pour se placer au maximum dans un contexte favorable a une utilisation clinique intra-
opératoire, les mélanges de biomatériaux et de cellules ont tous été réalisés 30 minutes avant

I’implantation.

a. Lesrésultats en site ectopique

La figure 5 de Dl’article résume les résultats obtenus par 1’implantation en site ectopique de
I’association BCP+FSV humaine. Cette association biomatériaux, FSV humaine conduit a une
tres Iégere formation d’un tissu minéralisé au contact des granules. Méme si d’un point de vue

quantitatif, ce tissu représente moins de 0,1% de I’implant, il y a un début de minéralisation
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di a l’ajout de la FSV en comparaison aux biomatériaux seuls, n’induisant pas

d’ostéoformation.

b. Lesrésultats en site osseux

L’ostéoinduction obtenue en site ectopique avec la FSV humaine nous a conduits a tester cette
condition dans un site orthotopique de calvaria de rat. Ainsi comme présenté dans la figure 6
de I’article, I’implantation de BCP en association avec les cellules de FSV en calvaria donne
Ia encore naissance a des zones réduites de minéralisation osseuse au contact des granules.
Toutefois, a la différence de 1’étude en site ectopique nous n’avons pas €t€ en mesure
d’observer une différence significative de condition en comparaison au biomatériau seul. Ceci
est valable a la fois pour les granules de BCP mais aussi pour 1’éponge de collagéne, autre
biomatériau testé dans ce modéle.

L’association de thBMP2 avec du collagéne (controle positif d’ostéoinduction utilisé en
clinique vétérinaire) ou a des BCP, a quant a elle permit une quasi fermeture du défaut osseux

de calvaria.

c. Conclusion

Cette premiére étude visait a étudier le potentiel ostéoinducteur de la FSV humaine. Les
résultats en site ectopique montrent un léger potentiel d’ostéoinduction de 1’association
BCP+hFSV. Toutefois, le passage a un modele de défaut osseux a permis de relativiser d’un
point de vue clinique ce potentiel. En effet, en site osseux, I’association de FSV humaine a
des biomatériaux (granules de BCP mais aussi une éponge de collagene), a donné de faibles
résultats en termes de repousse osseuse en comparaison a l’association collagéne+BMP2,

stratégie utilisée en clinique vétérinaire et en orthopédie chez I’homme.

d. La stimulation intra-opératoire de la Fraction Sromale

Vasculaire

Devant I’insuffisante ostéoinduction de la FSV humaine pour réparer des défauts osseux, nous
avons cherché a améliorer ce potentiel ostéoinducteur. Afin de rester dans une stratégie intra-
opératoire cliniquement relevante, nous nous sommes intéresses a 1’ajout de faible de dose de
BMP2 et a I’ajout de PRP.
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» Stimuler avec la Bone Morphogenetic Protein 2

La BMP2 fait partie des 2 facteurs de croissances pro-ostéogéniques utilisés a 1’heure actuelle
en chirurgie orthopédique (avec la BMP7). Son action sur la formation osseuse est bien
décrite. Toutefois, son utilisation actuelle entraine des effets secondaires non négligeables
(inflammation et ossification ectopique notamment). Ceux-ci représentent un obstacle a son
recours en chirurgie maxillo-faciale chez I’enfant comme chez 1’adulte. II est possible que ces
effets secondaires soient en partis liés aux doses supra-physiologiques utilisées en clinique
(plusieurs pug).

C’est pourquoi réduire la quantité/concentration, parait une approche intéressante pour
permettre son utilisation en chirurgie maxillo-faciale. Toutefois, ses effets pro-ostéogéniques
sont doses dépendants, et une réduction des quantités utilisées risque aussi de diminuer son
efficacité.

D’un autre c6té la FSV dans notre modéle permet un début de formation osseuse mais trop
faible pour représenter un intérét clinique conséquent.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés ici a la combinaison de FSV avec des doses
décroissantes de BMP2 pour investiguer un potentiel effet synergique qui permettrait d’une
part d’améliorer le potentiel ostéogénique de la FSV humaine tout en réduisant la

concentration de BMP2 dans un modeéle cliniquement relevant.

» L’apport du Plasma Riche en Plaquette

Comme expliqué précédemment, le PRP est utilisé depuis plusieurs décennies en
implantologie pour sa capacité a former rapidement un gel biologique dégradable a partir d’un
prélevement sanguin. Son utilisation en ingénierie tissulaire osseuse en association avec des
granules de BCP et des cellules permet une double action :

- Son action gel permet de garder les cellules sur le site d’implantation au contact des
granules pendant les premiéres heures pour éviter une clairance des cellules par
I’organisme.

- L’apport de facteurs de croissance relargés par le PRP lors de son activation peut
stimuler I’action régénératrice recherchée. Notamment via 1’action pro-angiogénique

(secrétion de VEGF) qui permet la revascularisation du tissu a régénérer et ainsi la
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survie d’un plus grand nombre de cellules implantées et le recrutement de nouvelles

cellules circulantes.

Plusieurs tests ont été effectués pour former un gel de PRP. Au regard de la littérature, la

concentration en calcium pour activer le PRP est généralement de 10% du volume final.
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2) Le modéle stimulé : BCP+FSV+BMP2 / BCP+FSV+PRP

Ajout derhBMP2:
Lors de I’étude ectopique de stimulation de la FSV par de la BMP2, les conditions de
stimulations dans 1’étude de Mehrkens étaient 1’ajout de 250ng de rhBMP2 & un construct de

0,1cm3 soit 2,5ug/cm?.

Concernant les quantités de BMP2 utilisées en calvaria dans la littérature, le tableau suivant

donne un exemple de quelques-unes de ces études (Marden, Hollinger et al. 1994{|Lutolf,

Weber et al. 2003{(Inoda, Yamamoto et al. 2004{(Hyun, Han et al. 2005]|Intini, Andreana et

al. 2007||Kim, Kim et al. 2007||Osathanon, Linnes et al. 2008||Park, Kim et al. 2008|[Terella,

Mariner et al. 2010{|Notodihardjo, Kakudo et al. 2012).

] o . uantité de
Auteur Anneée Diametredu Espece Q Repousse
. BM P2 par
Journal défaut derat . osseuse
défaut
Kim 2007 Biomaterials 8mm Rat SD 500ng 50,60%
Notodihardjo 2012 J . 0
CranioMaxilloFac Surg 4mm Rat Wistar 10ug 85,29%
Intini 2007 J Trans Med 8mm Rat SD 5ug non quantifié
Hyun 2005 J Periodontol 8mm Rat SD 2,5ug 99,40%
Inoda 2004 J . .
CranioMaxilloFac Surg 4mm Rat Wistar 50ug non quantifié
Park 2008 Int J Oral ol
Maxillofac Implants 8mm Rat nude 200ng non quantifié
Terella 2010 Arch Facial 8mm Rat SD 5ng non quantifié
Plast Surg
Lutolf 2003 Nature Biotech 8mm Ra:[ (_sans 5ug >80%
préciser)
Marden 1994 J Biomed ol
Mater Res 8mm Rat 2,219/ 6,5ug non quantifié
Osathanon 2008 8mm Souris 1 non quantifié
Biomaterials C57/BL6 K9 g
Tableau 18: Utilisation de la rhBMP2 dans des modeles de défauts de calvaria et quantité de
BMP2 utilisée

Les quantités varient entre 5ng et 50ug pour des défauts de rongeurs.
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Enfin en clinique humaine, le kit INDUCTOS® commercialisant la BMP2 contient 12mg de
rhBMP2 par kit avec une utilisation maximale de 2 Kkits (24mg) par patient et une
concentration de 1,5mg/cm?, concentration trés forte qui, si réduite pourrait réduire les effets

secondaires.

Dans notre cas lors de notre étude nous choisissons d’utiliser :

- 300ng de rhBMP2 pour 0,2cm® (3ug/cm?) en sous-cutanée concentration proche de
celle déja décrite (Mehrkens 2012).

- Des concentrations de 30ug, 3ug et 300ng/cm3 encadrant la concentration utilisée en
sous-cutanée. Soit 1g, 100ng et 10ng par défaut.

- Le kit d’utilisation clinique vétérinaire utilisé contient 660ug de BMP2. 1l est
préconisé d’utiliser un maximum de 2 éponges de 2,5cm/5¢cm. Soit une concentration
de 26,4ug/cm3, proche de notre concentration maximale (0,528ug par défaut car le kit

utilise une éponge de collagéne et non des BCP).

Ajout de PRP:

La complémentation de la graisse avec du PRP a d’ores et déja été discuté dans le cadre du
lipotransfert.
Toutefois historiquement, les préparations de PRP et de PRF sont utilisées au niveau du

parodonte pour améliorer la réparation des tissus mous et de l’os alvéolaire en cas

d’extractions dentaires (Albanese, Licata et al. 2013).

Toutefois il semblerait qu’utilisé seul le PRP ait une action limité pour traiter les défauts
osseux. La encore, les différences de préparation du PRP peuvent expliquer les résultats
différents retrouvés dans la littérature. Il reste probable que le PRP stimule la formation du cal
osseux et la régenération osseuse intrinséque, via un mécanisme de secrétion de facteurs de

croissances, mais soit insuffisant seul pour traiter un défaut osseux critique.

En addition a ce contexte clinique, les effets du PRP sur les CSA ont été étudiés et une

amélioration de la prolifération de ces derniéres ont été observés (Gentile, Orlandi et al.

2012). De plus, ces dernicéres années, 1’utilisation du PRP en tant que facteur stimulant la

régenération osseuse a été étudiée dans différents modeles animaux.
En addition a son utilisation seule en clinique orale, la recherche se tourne vers son utilisation

en tant que véhicule de facteurs de croissances ou de cellules pour I’ingénierie tissulaire
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Kasten, Beverungen et al. 2012}|Lin, Whu et al. 2012|[Wen, Gu et al. 2014|(Zou, Yuan et al.

2014).

Des tests préliminaires ont permis en accord avec les recommandations du fabricant
(RegenLab) ont permis de déterminer le mélange a effectuer pour avoir un gel de PRP en 15-
30min de maniére reproductible :

- 80% de plasma concentré en plaquette

- 10% de sérum avec proteines coagulantes

- 10% de gluconate de calcium pour activer le PRP et permettre la gélification avant

implantation.

Les autres conditions faisant varier ces pourcentages ne donnent pas un gel en 30min ou alors

pas de maniere aussi reproductible.

Figure 34: Aspect du gel de PRP aprés 30min
(a gauche sans BCP et a droite avec des BCP)
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Concernant la viabilité des cellules de la FSV au contact du PRP, un test de viabilit¢ MTS a
permis de déterminer que D’activité mitochondriale des cellules n’était impacté ni par

I’association avec du PRP ni par celle avec du PRP et des BCP.

Figure 35: Viabilité des cellulesde la FSV.
A: 424 et 72h au contact du PRP. B: a 24h au contact des BCP et du PRP

Enfin, des dosages ELISA ont permis de vérifier que les cellules de la FSV en culture pendant
24h sécretent bien du VEGF. L’association avec le gel de PRP se traduit par une
concentration moindre de VEGF dans le surnageant. Ceci peut traduire une inhibition de la
voie de sécrétion de ce facteur ou bien plus certainement un phénomene du au gel de PRP qui
retiendrais les protéines, réduisant ou retardant leurs sécrétions dans le milieu.

D’autres expérience seront nécessaires pour mieux déterminer ’impact des associations
FSV+PRP et BCP+FSV+PRP sur le sécrétome de ces cellules. Nos tests n’ont pas permis de

mettre en évidence une sécrétion de BMP2 par ces cellules dans nos conditions.
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Sécrétion de VEGF par les cellules
de la FSV dans le PRP a 24h
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Figure 36: Sécrétion de VEGF par les cellules dela FSV en culture avec du PRP, des
BCP ou un mélange des deux.

a. Lesrésultats en site ectopique

La figure suivante présente les résultats obtenus en site ectopique en stimulant
I’ostéoinduction de la FSV soit par I’ajout de PRP soit par I’ajout de BMP2. Dans les 2 cas,
une augmentation de la néoformation de tissu minéralis€é est observable. L’ajout d’une
concentration de BMP2 de 3pg/cm3 (dose intermédiaire pour 1’étude en calvaria) permet une
augmentation significative de la néoformation osseuse comme dans I’étude de (Mehrkens
2012). La condition BCP+FSV+BMP2 a ensuite été retiré de Dlarticle suite a 1’eratum
expliqué dans le prochain paragraphe.
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Figure 37: Figure 7 del'article pré-ératum montrant la repousse osseuse en site ectopique
avec |'ajout de la BMP2
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b. Lesrésultats en site osseux

Comme précédemment nous avons testé la pertinence de nos stratégies d’ingénierie tissulaire
osseuse dans le méme modéle de défaut osseux de calvaria. Les résultats présentés figure 9
montrent ici encore que 1’ostéoinduction obtenue par la stimulation de la FSV via le PRP ou
différentes concentration de BMP2 ne permet pas d’atteindre le potentiel du kit de clinique

Vveétérinaire.
L’ostéoinduction apportées par la BMP2 en association avec les BCP est méme diminuée lors

de I’ajout des cellules de la FSV. Ces résultats vont a I’encontre de notre théorie initiale d’un

effet synergique de 1’ostéoinduction de la BMP2 avec ’ostéoinduction des cellules de la FSV.
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Figure 38: Figure del'article pré-ératum montrant |a repousse 0sseuse en site 0sseux
avec la BMP2
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Devant ces résultats inatendus, nous avons cherché a déterminer si 1’absence d’amélioration
de la formation osseuse dans les conditions associant BCP, FSV et BMP2 pouvait étre due a
notre protocole. En effet une baisse de la viabilité des cellules pourrait expliquer les résultats.
Les cellules en mourant auraient relargué différentes protéases dans le milieu, dégradant ainsi
la BMP2. Cette théorie pourrait expliquer la diminution de la formation osseuse en
comparaison aux conditions avec la méme quantité de BMP2 mais sans ajout de cellules.
Ainsi en reprenant plus en détail le protocole d’implantation concernant ces échantillons nous
nous sommes apercu que le solvant reprenant la BMP2 était de I’EPPI (eau pour préparation
injectable). Or c’est dans cette BMP2 diluée a la concentration requise qu’a été repris le culot
cellulaire de FSV.

Cette solution solvant de BMP2 est donc en fin de compte une solution hypotonique impropre
a I’utilisation de cellules.

Des tests complémentaires ont été effectués pour vérifier la toxicité de ce solvant fournit dans
le kit sur les cellules. Ainsi, I’osmometre a révélé que c’est bel et bien de I’eau avec une
osmolarité de OmOsm/L (température de fusion de -0.01°C).

Des tests complémentaires ont été effectués sur I’effet d’un contact d’un culot de FSV avec
I’EPPI. Méme si I’activité mitochondriale n’est pas totalement diminuée aprés 2h de contact
(figure 39), il y a lyse de tous les globules rouges présents dans la FSV. De plus, si le méme
culot repris dans du milieu de culture ou de I’EPPI est rincé puis mis en culture, la viabilité

des cellules est tres diminuée (figure 40).
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Figure 39: Activité mitochondriale des cellules de la FSV apres 2h de
contact avec |'EPPI

Figure 40: Aspect a J4 des cellules dela FSV mise en culture aprés
contact de I'EPPI ou du milieu pendant 2 heures
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Concernant 1’association FSV et PRP, la quantification en 3 dimensions de la repousse
osseuse en calvaria est présentée figure 9 de I’article. Cette quantification montre que malgré
I’amélioration du potentiel ostéoinducteur de la FSV qu’il semblait y avoir en Site ectopique,
I’ajout de PRP en site osseux ne permet pas une augmentation de la repousse osseuse que ce
soit avec les BCP seuls ou avec I’association BCP+FSV humaine.

Les etudes histologiques de ce tissu néoformé sont actuellement en cours pour tenter de

caractériser plus en détail 1’effet de I’ajout du PRP.

Conclusion :

Cette ¢tude a permis 1’observation du potentiel de la FSV pour des stratégies d’ingénierie
tissulaire osseuse. L’association de la FSV humaine a deux types de biomatériaux osseux,
dans deux modeéles précliniques n’a pas permis d’obtenir une ostéoformation relevante. Nous
avons ensuite montré qu’il était possible d’améliorer le potentiel ostéoinducteur de la FSV
dans des stratégies intra-opératoire par 1’ajout de PRP. Toutefois, ici encore, la néoformation
osseuse obtenue reste insuffisante pour présenter une pertinence en clinique maxillo-faciale.
Pour la premicre fois I'utilisation de la FSV humaine en site osseux a été intensivement
étudiée. Méme si son utilisation avec d’autres biomatériaux reste a étudier, a 1’heure actuelle,
la FSV humaine semble présenter un intérét limité pour son utilisation intra-opératoire dans
des stratégies d’ingénierie tissulaire osseuse dans nos modeles avec nos biomatériaux.
Toutefois il est important de noter que notre équipe, en travaillant dans un modéle de défaut
fémoral d’os irradié, a montré une augmentation de la vascularisation du site apres
implantation de FSV de rat. Ainsi le potentiel régénératif de la FSV n’est pas remis en cause.
Méme si de meilleurs résultats sont envisageables dans d’autres modéles osseux ou encore
avec d’autres biomatériaux, nous pensons qu’il est surtout nécessaire de trouver un autre
moyen de stimuler le potentiel ostéogenique de la FSV. Cette stimulation peut se faire par
1I’ajout de nouvelles molécules, pro-ostéogéniques ou encore ameliorant la survie des cellules
implantées.

Les résultats concernant la stimulation de la FSV par des doses décroissantes de rhBMP2 ne
sont pas interprétables dans la mesure ou le protocole utilisé lors de I’implantation allait a

I’encontre d’une bonne survie des cellules.
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PARTIE IV : Lefutur du tissu adipeux et de sesdérivésen

clinigue humaine

Ce travail de thése s’est penché sur 1’utilisation en clinique humaine du tissu adipeux.
Non seulement ce tissu adipeux peut étre prélevé de maniere a-traumatique chez une grande

majorité des patients, mais il posséde en plus la particularité d’étre d’un intérét clinique multiple.

En effet, son utilisation en tant que volume tissulaire prélevable/reimplantable a permis
I’apparition du transfert de graisse autologue depuis plus d’un siécle maintenant. Le lipotransfert,
a d’ores et déja acquis ses lettres de noblesses en chirurgie plastique et reconstructrice et fait
maintenant parti du top 5 des techniques utilisées dans ces domaines. Le potentiel du tissu
adipeux en comblement de tissu mou est attrayant de par sa forte disponibilité et I’aspect naturel
du tissu reconstruit par cette technique.

Toutefois, comme nous 1’avons décrit dans la revue sur ce sujet, cette technique n’a pas encore
atteint son plein potentiel puisque quelques limites persistent dont la résorption du greffon. Le
développement de nouveaux procédés de lipotransfert et 1’é¢tude intensive dont cette technique a
fait 1’objet permet maintenant de répondre a une partie de ces limites. Ainsi, le respect d’un
certain nombre de points critiques lors du prélévement, traitement, et réinjection du greffon de
graisse permet le développement de nouveaux procédés donnant lieu a de bons résultats
cliniques.

Dans cette optique, les kits MICROFILL® et MACROFILL® mis au point par STEMCIS
permettent un préléevement manuel, contrélé, assurant la viabilité du tissu. Les étapes de
centrifugations proposées sont, comme nous [’avons montré dans notre étude, un moyen

reproductible de concentre le tissu en enlevant la phase aqueuse indésirable. Une centrifugation a

faible vitesse permet un ici encore un respect du tissu et de sa viabilité (Girard, Mirbeau et al.

2015). Enfin, I’ajout d’étapes de lavages entre les centrifugations permet d’éliminer une grande

partie des cellules sanguines et d’éventuels anesthésiques locaux utilisés dans certaines
procédures.
Notre ¢tude comparative a permis de confirmer 1’importance du respect de ces points critiques,

conduisant a de meilleurs résultats en termes de maintien du greffon dans le temps.



En addition a I’utilisation clinique du tissu adipeux dans son ensemble, s’ajoute un nouveau
potentiel qui réside dans la fraction stromale vasculaire de ce tissu. En effet, en plus des
adipocytes représentant la majorité du volume tissulaire, le tissu adipeux contient de nombreux
autres types cellulaires. Cette phase non adipocytaire nommée fraction stromale vasculaire a

beaucoup attirée ’attention lors de la mise en évidence de la présence de cellules stromales

mésenchymateuses en son sein (Zuk, Zhu et al. 2001). Ces cellules renommeées ensuite cellules

stromales adipeuses (CSA) sont des cellules multipotentes capables de donner naissance a
différents types cellulaires mésenchymateux comme la lignée adipocytaire mais aussi les lignées
chondrocytaire (cartilage) ou ostéocytaire (0s). En plus de cette capacité de différenciation, ces
cellules possédent un sécrétome riche qui leur conferent des propriétés immuno-modulatrices
(elles influent sur la réponse inflammatoire et sur la réponse immunitaire) mais aussi pro-
angiogéniques, améliorant ainsi la survie des cellules en cas d’ischémie.

L’intérét de la FSV ne réside pas seulement dans ces CSA. En effet, la présence de progéniteurs
endothéliaux, de péricytes, de certaines cellules stromales mésenchymateuses et cellules
lymphocytaires en fait un véritable micro-environnement capable de moduler des signaux
pathologiques complexes. La fagon dans la FSV va intégrer les différents signaux cellulaires et
humoraux présents dans de nombreuses situations pathologiques est trés peu connue a ce jour.
Cette question fait I’objet de trés nombreuses recherche et la FSV est a I’étude dans différentes
situations cliniques, aussi bien pour traiter I’ischémie des membres que la sclérose multiple ou
I’arthrose.

Au cours de cette thése nous nous sommes intéressés au potentiel ostéoinducteur de la FSV
humaine dans un contexte clinique de perte osseuse maxillo-faciale. Dans le but de conserver une
forte pertinence clinique nous avons étudié différentes stratégies intra-opératoires mettant en jeu
de la FSV humaine et des biomatériaux osseux. Méme si nos résultats font part d’un faible
potentiel ostéoinducteur de la FSV dans nos modéles d’étude, son application dans d’autres

domaines de la médecine régénératrice est prometteuse.
Ainsi, le laboratoire U791 et la société STEMCIS sont partenaires dans un projet de financement

européen FEDER. Ce projet vise a étudier le potentiel de la FSV humaine dans le cadre de

traitement de 1’arthrose consécutive d’un traumatisme (modele de rupture du ligament croisé
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antérieur). Ce projet ayant lieu en parallele du projet de thése donnait lieu a des resultats

préliminaires prometteurs et devrait livrer ces résultats définitifs prochainement.

A. Parenthese réglementaire

D’un point de vue réglementaire, des changements ont eu lieu a la suite des directives
européennes de 2004 et du reglement européen de 2007. Ainsi en 2012, la France a redéfinit
certains médicaments jusqu’alors considérés comme "préparations de thérapies cellulaires” ou
"meédicaments/préparations de thérapie géenique” en introduisant le terme de :
- Médicaments de thérapie innovante (MTI) qui englobe aussi les "médicaments de thérapie
génique".
Ainsi trois nouvelles définitions vont entrer en vigueur, définissant un cadre réglementaire
spécifique :

» Les Médicaments de Therapie Innovante (MT]I) — reglement européen

> Les Médicaments de thérapie innovante préparés poncutellement (MTI-PP) — "exemption
hospitaliére" suivant le réglement national

» Les préparations — Produits de Santé non considérés comme des médicaments

La distinction entre les 3 définitions est résumée dans le tableau suivant :
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Tableau 19: Cadre réglementaire des Médicaments de Thérapie Innovante (ANSM)

Concernant, le statut que pourrait représenter 1’utilisation de la Fraction Stromale Vasculaire
humaine dans cette nouvelle legislation, aucune indication officielle de I’ANSM n’est diponible.
Toutefois, des sources informelles suggérent que la préparation et I’utilisation de la FSV au sein
du bloc opératoire n’en font pas un MTI. Son obtention pourrait alors étre considérée comme un
acte de chirurgie et les dispositifs permettant son obtention (kit d’isolation) considérés comme
des dispositifs médicaux de classe III (au potentiel tres sérieux de risque), au méme titre qu’une
prothése de hanche par exemple. L’utilisation de la FSV humaine ne serrait donc pas soumise a la

nouvelle réglementation.

B. Conclusion

En conclusion, le tissu adipeux est un tissu d’intérét grandissant en clinique humaine. Son
utilisation en tant que tissu de comblement autologue est actée et I’évolution de la technique
donne maintenant lieu a des traitements de zones hypoplasiques autrefois tres complexes a traiter.

La decouverte du potentiel clinique de la FSV est trés récente et il est fort probable que dans la
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décennie a venir les recherches sur le sujet donnent lieu a des déconvenues mais aussi a de trés

bonnes surprises. C’est pour cette raison qu’il est important de continuer ces études des situations
p p q p

pathologiques ou I’apport d’une source cellulaire, autologue, utilisable dans un temps intra-

opératoire et modulant I’environnement tissulaire peut se révéler salutaire.
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ANNEXE | : Matérid et Méhodes utiliséslorsdu travail dethese

A. Prélevements de tissus au bloc opératoire:

1. Le tissu adipeux

Le tissu adipeux est obtenu a partir de lipoaspiration de patient a la clinique Bretéche de Nantes.
Chaque patient a donné son consentement éclairé (dossier DC-2011-1399 du Comité de
Protection des Personnes).

Pour I’é¢tude de comparaison des techniques de lipotransfert, les patientes inclues ont subi une

lipoplastie abdominale ou la zone d’aspiration a été divisée en 5.

Pour tous les protocoles d’aspiration sauf pour le protocole WAL (Water Assisted
Lipoaspiration), le site donneur a été infiltré avec une solution saline (NaCl 0.9% et adrénaline
2%) (BBraun). La quantité de liquide d’infiltration est égale a la quantité de tissu adipeux a
prélevé (ratio 1:1). Pour le protocole WAL, la solution saline est infiltrée durant la

lipoaspiration comme précisé par le fournisseur (BodyJet, Human med).

Pour la technique Coleman (Lipostructure®), le tissu adipeux est prélevé avec une canule de
prélevement de 3mm de diamétre a une ouverture couplée a une seringue de 10cc. La dépression

dans la seringue est contrdlée pour rester inférieure a 2cc.

Pour le protocole WAL (BodydJet), le tissu est infiltré et aspiré simultanément avec 1’appareil

BodylJet ou linfiltration est reglée sur 2 et 1’aspiration réglée a 0,5atm (approximativement

380mmHg).

Pour le protocole PAL, I’aspiration est effectuée avec une canule multi-trous de 3mm de
diameétre connecté a I’appareil PAL (PAL, microaire). La vibration de la canule est réglée sur

5 sur une échelle de 10 et I’aspiration est réglée a 0,5atm.

Pour le protocole Microfill (Adip’sculpt), I’aspiration est effectuée avec une canule multi-trous
de 2mm de diametre connectée a une seringue de 10cc. Ici encore, 1’aspiration est controlée

pour ne pas dépasser 2cc de dépression.



Pour le protocole Macrofill (Adip’sculpt), I’aspiration se fait avec une canule multi-trous de
3,5mm de diameétre connectée a une seringue 50cc. La seringue utilisée est une seringue a
incrément dont le piston peut étre bloqué a différents niveaux permettant ici encore de controlé

I’aspiration.

2. Prélévement de sang

Pour permettre la création de PRP autologue pour les manipulations d’ingénierie tissulaire
osseuse, 2 tubes de sang de 8cc sont prélevées par abord veineux au moment de I’anesthésie

des patients qui ont donné leur consentement éclairé.

3. Prélévement de greffe osseuse et de moelle osseuse humaine

Le témoin positif de I’étude d’ingénierie tissulaire osseuse en calvaria de rat nude est la greffe
osseuse. Ce tissu correspond a un déchet d’opération d’un patient de 20 ans avec une séquelle
de fente labio-palatine obtenu en accord avec le patient et le protocole de gestion des tissus
biologiques de I’hdpital de Nantes. Le prélévement est effectué au niveau iliaque. La moelle
osseuse du patient est récupéré dans les mémes conditions que la greffe osseuse et a servie a
I’implantation sans traitement ainsi qu’a I’isolation des cellules souches mésenchymateuses de
moelle humaine. Les analyses cytologiques et myelographique de cette moelle osseuse ont été

effectuées par le service d’hématologie de I’hopital de Nantes.

4. Prélévement de moelle osseuse de rat

Les rats donneurs sont sacrifiés (soit au CO2 soit par injection intracardiaque de sodium
thiopental (Nesdonal, Mérieux)). Les femurs et les tibias des animaux sont récupérés. Les
extrémités des 0s sont coupées aux ciseaux et chaque os est ensuite le volume désiré de solution
saline est injectée dans les f(ts osseux a plusieurs reprises pour récolter les cellules de la moelle
de la diaphyse. L’opération est effectuée au-dessus d’un récipient stérile. La moelle osseuse
ainsi récupéree est soit utilisée extemporanément ou alors sert a I’isolation des cellules souches

mésenchymateuses.

B. Préparation des différents tissus



1. Purification du tissu adipeux

Pour la technique Coleman, le lipoaspirat prélevé a éeté purifié par une centrifugation de
3000rpm pendant 3min dans la centrifugeuse Adip’spin (Adip’sculpt). Suite a cette
centrifugation les phases supérieures et inférieures (huileuse et aqueuse respectivement) ont été

enlevees par une canule de transfert connectée a une seringue de 10cc.

Pour le protocole WAL, le tissu aspiré par 1’appareil BodyJet est directement envoyé dans un
picge a graisse (Lipocollector 3, Human med) pour subir une décantation d’environ 15min.
Apres décantation la phase inférieure aqueuse est retirée grace a une canule de transfert
connectée a une seringue de 50cc. Puis la phase intermédiaire adipeuse est prélevée avec une
autre canule connectée a une autre seringue de 50cc en évitant de prélever la phase huileuse

supérieure.

Pour le protocole PAL, le lipoaspirat est purifié en étant lavé et filtré dans une poche de lavage
(PureGraft, Cytori) selon les instructions du fournisseur. Le lipoaspirat est introduit dans la
poche puis, le méme volume de Ringer Lactate (BBraun) est introduit. Aprés plusieurs
renversements manuels de la poche, les déchets sont récupérés avec une seringue de 50cc

connectée de I’autre c6té de la poche. Cette opération est répétée une deuxieme fois.

Pour les protcoles Microfill et Macrofill, le tissu aspiré est traité selon le protocole suivant :
15cc de Ringer Lactate sont additionnés a 35cc de graisse et le tout est centrifugé pendant 1s a
100g. Cette opération est répétée 2 fois, avec toutefois une vitesse de 400g pendant 1min pour
la derniére centrifugation. Aprés chaque centrifugation les phases inférieures et supérieures sont

enlevées avec une canule de transfert connectéee a une seringue de 10cc.

2. Préparation du PRP

Le Plasma Riche en Plaquette est préparé a I’aide du kit Regenkit (Regenlab, Le Mont-sur-
Lausanne, Suisse). Deux tubes de sang sont prélevés, I'un nommé BCT avec anti-coagulant
(citrate de sodium) et ’autre nommé ATS dans anti-coagulant. Chaque tube contient un gel
permettant de séparer les hématies par centrifugation. Le tube BCT est centrifugé une fois a

1500g pendant 5min. Aprés resuspension du contenu cellulaire déposé au-dessus du gel, est



obtenu le plasma (avec protéines coagulantes) débarrassé des globules rouges et ainsi
« concentré » en plaquettes. Le tube ATS quant a lui est centrifugé deux fois selon les mémes
parametres. La phase supérieure du tube ATS centrifugé correspond au sérum avec les protéines
coagulantes (iethrombine). Un mélange est ensuite effectué avec 80% de plasma, 10% de sérum
avec les protéines coagulantes et 10% de gluconate de calcium pour « activer » le mélange ce

qui permet en quelques minutes d’obtenir un gel de PRP.

C. Isolation des cellules

1. Isolation de la Fraction Stromale Vasculaire

Pour isoler la Fraction Stromale Vasculaire du tissu adipeux obtenu a partir de lipoaspiration,
le lipoaspirat est tout d’abord purifi¢ a I’aide du protocole de purification utilisé dans les
techniques Microfill et Macrofill. A la suite de ces lavages, 35cc de tissu sont mélangés a 1,5%
de collagénase (NB4 Serva) et a 15cc de Ringer Lactate pour digestion 1h a 37°C. Le tissu
digéré est ensuite centrifugé pendant 4min a 900g. Le surnageant est éliminé et le culot
cellulaire correspondant a la fraction stromale vasculaire est repris dans le Ringer Lactate pour
étre rincé 3 fois (avec des centrifugations de 4min a 900g). Le culot rincé est repris une derniere
fois dans du Ringer Lactate pour étre tamisé sur filtre Steriflip 100pm (Millipore, France). Les
cellules peuvent ensuite étre recentrifuger pour étre repris dans du plasma, du Ringer Lactate

ou du sérum de culture DMEM (Gibco, Invitrogen) a la concentration voulue.

2. lIsolation des cellules stromales adipeuses (CSA)

Les CSA sont isolées de la FSV par mise en culture sur plastique de cette derniere. Apres 24h,
les cellules non adhérentes sont éliminées par ringages avec du PBS (Gibco, Invitrogen). Ces
cellules adhérentes sont les CSA, population cellulaire hétérogéne avec des capacités de
multipotence et de clonogénicité. Les proportions des différentes cellules composant les CSA
vont ensuite évoluer en fonction du nombre de passage. Les CSA sont ensuite cultivées dans
du milieu de culture DMEM dans un incubateur a 37°C, 21% O2, 5% CO- et en atmosphére

humide.

3. Isolation des cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (CSMO)




Le principe d’isolation des CSMO est le méme que celui des CSA : isolation par adhérence au
plastique en 24h (ou 48h pour les cellules de rats). Les CSMO et les CSA ont en effet des
caractéristiques tres proches. La moelle osseuse récupérée est tamisee sur filtre 70um pour
éliminer les débris osseux. Elle est ensuite mise en culture sur du plastique traité par la culture
cellulaire. Lors des premiers jours suivant I’isolation des CSMO il peut y avoir une part
d’hématies collées au tapis cellulaire. Ces cellules se décrocheront au fil des ringages lors des
changements de milieu. Les CSMO sont ensuite cultivées dans du milieu de culture cMEM

(Gibco, Invitrogen) dans un incubateur a 37°C, 21% O2, 5% CO; et en atmosphére humide.

D. Culture cellulaire

1. Mise en culture du tissu adipeux

Le tissu adipeux total (contenant la fraction adipocytaire et la fraction stromale vasculaire) peut
étre mis en culture pour une courte période aprés obtention du lipoaspirat. Le tissu une fois
purifié selon la technique utilisée est transféré par canule dans des plaques 24 puits traitées pour
la culture cellulaire et mis en présence de milieu DMEM, 1% Penicilline Stréptomycine (P/S,
Sigma Aldrich), 10% Sérum de Veau Fétal (SVF, PAN-Biotech GmbH). Pour 48h de culture,
ImL de graisse est mis au contact de 2mL de milieu de culture puis laissé a I’incubateur 37°C,

21% O2, 5% CO2 en atmosphére humide.

2. Passage des cellules

Lorsque les cellules stromales sont en phase d’amplification, il est nécessaire d’empécher les
cellules d’atteindre la confluence pour éviter des phénomenes de différenciation spontanée
(sans ajout d’un milieu de différenciation particulier). Ainsi quand les cellules occupent 80%
du plastique de culture, elles sont décollées a I’aide de 1’action de la trypsine dans une solution
de trypsine 0,25%/EDTA (Invitrogen) pendant 3/4min dans l’incubateur. La solution de
trypsine contenant les cellules est ensuite récupérée et mis au contact de milieu de culture (le
SVF inactivant 1’action de la trypsine qui peut diminuer la viabilité cellulaire si laissée trop
longtemps en contact avec les cellules). L’ensemble est centrifugé pour récupérer le culot

cellulaire afin de « réensemencer » les cellules sur plastique a 5.10° cellules/cm?,



3. Culture cellulaire sur biomatériaux

La culture des cellules (CSA, FSV ou CSMO) sur des biomatériaux (BCP ou éponges de
collagene) est faite en plaque ultra-low attachement (Corning) pour favoriser 1’adhésion des
cellules au biomatériau et non a la plaque de culture. Le biomatériau est mis au fond du puits,
puis les cellules préalablement reprise dans le milieu désiré sont mises au contact du
biomatériau. Si I’on souhaite favoriser I’adhésion, les 2 premiers jours de culture du milieu est
rajouté sans enlever le surnageant pour ne pas perdre de cellules qui n’auraient pas encore
adhérées. Pour les BPC, il est possible de permettre une équilibration ionique du biomatériau
en le laissant 24h a I’avance en contact avec du milieu de culture sans cellules. Toutefois cette
technique n’est pas utilisée lorsque I’on veut retranscrire des conditions cliniques intra-
opératoires. Apres les 2 premiers jours de culture, le milieu est renouvelé tous les 2-3 jours. La

culture s’effectue en incubateur a 37°C, 21% O3, 5% de CO2 en atmosphére humide.

4. Différenciation ostéogénigue

La différenciation ostéogénique, que ce soit pour les cellules de la FSV, les CSA ou les CSMO
s’effectue dans un milieu ostéogénique. Ce milieu est basé sur le milieu de prolifération
(DMEM ou aMEM, 1% P/S, 10% SVF) auquel est ajouté :

-10mM B-glycerophosphate (Calbiochem)

- 0,2mM sodium L-ascorbate (Sigma-Aldrich)

- 10M dexamethasone (Sigma-Aldrich)

Le milieu est ensuite renouvelé tous les 2-3 jours et la culture est effectuée en incubateur 37°C,
21% O2, 5% CO2 en atmosphére humide.

La culture est généralement effectuée sur 14 ou 28 jours. Il est possible d’attester de la
minéralisation de la matrice par une coloration du tapis cellulaire par rouge Alizarin. Le tapis
cellulaire est rincé par du PBS, puis la solution de Rouge Alizarin 2% (Sigma Aldrich) est mis
au contact du tapis cellulaire pendant 2-3min. Le puits est ensuite rincé a I’eau pour éliminer
les dépdts aspécifiques de colorants. Une coloration rouge indiquera la présence de cristaux de
minéralisation, synonyme de la capacité des cellules a minéraliser leur matrice, une des

caractéristiques des cellules ostéogéniques.

5. Marguage des cellules par le CM-DIL




Afin de suivre les cellules implantées dans le cadre d’ingénierie tissulaire osseuse il est possible
de marquer les membranes lipidiques de celles-ci par un marqueur fluorescent stable : le CM-
DIL (CellTracker™, Invitrogen). Aprés explantation, les cellules seront visibles au microscope
a fluorescence sur coupes histologiques. Pour le marquage, les cellules sont incubées avec
20uM de CM-DIL pendant 5min a 37°C. Le colorant est ensuite inactivé sur glace pendant
15min. L’analyse est effectuée sur les coupes en résine GMMA au microscope fluorescent avec

le laser d’excitation 568nm.

6. Test de viabilité cellulaire par MTS

11 est possible de déterminer 1’action cytotoxique d’un agent (ie biomatériau) par un test MTS.
Le test MTS a pour but de doser I’activité mitochondriale des cellules qui peut, sauf cas
particulier, étre rapportée a la viabilité des cellules au contact de 1’agent a tester.

Le MTS est un test colorimétrique qui utilise le mélange du sel de tetrazolium, le 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium et de
méthosulfate de phenazine (PMS), qui vont étre transformés en formazan par ’activité
mitochondriale des cellules eucaryotes. La présence de formazan est ensuite mesurée par
absorbance a 490nm avec un spectrometre.

Pour le test, le milieu des cellules est remplacé par un milieu frais contenant 0,40mg/mL de sel
de tetrazolium et 9,6ng/mL de PMS. Le nouveau milieu est laissé de au contact des cellules
pendant un temps variable de 5min a 4h selon le nombre de cellules. Le test est arrété lorsque
qu’une différence de coloration est visible a I’ceil nu entre une condition sans cellules (ou avec
un inducteur de la mort cellulaire) et une condition avec des cellules seules sans agent. La
densité optique du milieu (transféré dans une plaque neuve sans cellules) est ensuite lue avec

un spectrometre de plaque avec un filtre d’absorption 490nm (VICTOR3, PerkinElmer).

E. Biologie Moléculaire

1. Tests ELISA

Il est possible de quantifier la quantité de différentes cytokines/facteurs de croissance (IL6,
MCPI, TNFa, VEGF, TGFB3, BMP2...) dans du surnageant de culture cellulaire a 1’aide d’un



dosage ELISA (Enyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Le principe des kits commerciaux
utilisés est celui de I’ELISA dit « sandwich ». Dans un premier temps la plaque de dosage est
coatée avec un premier anticorps spécifique de la molécule a dosé. Aprés une étape de blocage
pour éviter les fixations aspécifiques, 1’échantillon (milieu de culture) est mis dans la plague de
dosage. La plaque est ensuite rincée pour ne conserver que les molécules qui se sont
spécifiquement liées a I’anticorps. Puis un deuxiéme anticorps spécifique d’un autre site de la
méme molécule est ajouté. Cette étape double la spécificité du signal que I’on obtiendra. Ce
deuxiéme anticorps est biotinylé ce qui permet ensuite la fixation d’une Avidine (qui se fixera
a la biotine) elle-méme couplée a une enzyme : HRP. L’HRP (Horseadish peroxydase) est une
enzyme qui va transformer un substrat incolore en produit coloré. La coloration sera
proportionnelle & la quantité de molécule présente dans le puits et permettra une quantification
de celle-ci apres lecture de la coloration avec un spectrometre.
Le protocole est le suivant :

1. Coating de la plaque avec I’anticorps de capture dilué dans le « coating buffer » a 4°C
pendant la nuit
Lavages des puits avec le tampon de lavage (PBS, Tween 20 0,05%) a cing reprises
Blocage des puits avec la solution « assay diluent » pendant 1h a température ambiante

Lavages de puits avec le tampon de lavage a cing reprises

o~ N

Les échantillons/la gamme standard, dilués dans I’ « assay diluent » sont incubés pendant
2h a température ambiante

Lavages des puits avec le tampon de lavage a cing reprises

Ajout de ’anticorps de détection, incubé 1h a température ambiante

Lavages des puits avec le tampon de lavage a cing reprises

© o N o

Ajout du complexe Avidine-HRP pendant 30min a température ambiante
10. Lavages des puits avec le tampon de lavage a sept reprises

11. Ajout du substrat de ’HRP pendant 15min a température ambiante

12. Ajout de la solution STOP (acide phosphorique)

13. Lecture de la plaque a 450nm avec le spectrométre

F. Les Biomatériaux utilisés

1. Les Granules de Phosphates de Calcium Biphasiques




Durant les études sur la régénération osseuse, le biomatériau ayant servi de base a nos
différentes stratégies d’ingénierie tissulaire osseuse est une céramique de phosphate de calcium
biphasée (BCP). Ces BCP sont fournis par la société Biomatlante (Vigneux de Bretagne,
France) et commercialisé sous le nom de MBCP+®.

Ce sont des granules de granulométrie variant entre 0,5 et Imm. Ils sont composé de 20%
d’hydroxyapatite (HA) et de 80% de phosphate tricalcique beta (B-TCP).

Lors des implantations les granules sont répartis dans des puits de plaques de culture Ultra-Low
Attachment puis 1’équivalent de 60mg de granules (0,109 cm?) puis hydratés avec 100uL de
solution physiologique (Ringer Lactate) contenant ou non les cellules et les facteurs de

croissance.

2. Les éponges de Collagene

L’autre biomatériau utilisé pour les études de repousse osseuse est une éponge de collageéne.
Cette eponge est fournie dans le kit anciennement commercialisé en clinique vétérinaire par
Pfizer (TruScient) utilisant la rhBMP2 pour la régénération osseuse chez le chien. C’est une
éponge de collagene de type I d’origine bovine. Lors des études, un disque de Smm de diametre
de ces éponges est découpé sous hotte en milieu stérile et transféré dans une plaque de culture
Ultra-Low Attachment. L’éponge est ensuite hydratée par 100uL d’une solution physiologique

(Ringer Lactate) contenant ou non les cellules et les facteurs de croissance.

G. Protocoles d’études animales

Chaque protocole d’étude sur des animaux a fait I’objet d’une demande d’avis de la part du

comité d’éthique animale.

1. Injection de tissu adipeux humain en sous-cutané de souris SCID

Saisine 2012.249 ayant recu 1’avis favorable du comité d’éthique en expérimentation animale
des Pays de la Loire le 31 janvier 2013

Saisine soumise au Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche le 17 mars 2014



Les animaux utilisés pour cette étude sont des souris femelles agées de 8 semaines et de souche
CB17/SCID (Severe Combined ImmunoDeficient) (Charles River Laboratories).

Ces souris « SCID Beige » possédent une mutation sur le géne Prkdc (protein kinase DNA
activated catalytic polypeptide) qui affecte la réparation d’ADN et donc les phases de
recombinaison des BCR et TCR entrainant ainsi une absence de lymphocytes matures (B et T).
Cette mutation couplée au fond génétique « Beige » entraine aussi I’absence de cellules Natural
Killer NK. Ces souris possédent donc un systeme immunitaire déficient a la fois au niveau de
I’immunité acquise mais aussi au niveau de I’immunité innée ce qui permet de réduire au
maximum le risque de rejet lors de I’injection de tissus d’origines xénogéniques (ici humains).
Ces souris ont été choisies plutbt que les souris « nudes » athymiques et plus classiquement
utilisées car la peau des souris SCID et le tissu sous-cutané associé est plus proche du tissu
sous-cutané humain que la peau des souris nudes.

Les souris regoivent une anesthésie gazeuse a 1’isoflurane dans une cage d’induction (4%
isoflurane, 2L/min d’air) puis I’anesthésie est maintenue sous masque (2% isoflurane ; 1L/min
d’air).

La peau du dos est désinfectée a la povidone iodée (ie Bétadine) puis chaque souris a recu une
injection sous-cutanée rétrograde de lcc de graisse humaine au niveau de chaque flanc.
L’injection est réalisée a 1’aide d’une canule d’injection émoussée de 2mm de diamétre
connectée a une seringue de 1cc.

Quatre semaines apres 1’injection, les animaux sont euthanasiés par asphyxie au dioxyde de
carbone et les greffons sous-cutanés sont récupérés pour analyses et fixés dans du formaldéhyde

4% pendant une durée minimum de 48h.

2. Implantation de procédés d’ingénierie tissulaire osseuse en sous-cutané de souris

nude

Saisine 2012.142 ayant recu 1’avis favorable du comité d’éthique en expérimentation animale

des Pays de la Loire le 3 janvier 2013

Les animaux choisis sont des souris femelles de 8 semaines immunodéprimées (souris nude)
(Janvier Labs). La mutation « nude » touche le géne Foxnl (forkhead box N1) conduisant un
défaut de developpement du thymus et ainsi a la quasi-absence de lymphocytes T matures et a
un défaut partiel de développement des lymphocytes B. Les animaux sont anesthésiés comme

précédemment par isoflurane (induction a 4% et maintient a 2%). Pour les conditions



d’ingénierie tissulaire (biomatériaux+cellules) les cellules sont laissées au contact des
biomatériaux pendant 30min pour favoriser 1’adhésion.

Une incision est effectuée au niveau de la peau du dos et une poche sous-cutanée est réalisee a
I’aide des ciseaux. Les biomatériaux (avec ou sans cellules) sont implantés a 1’aide d’une
seringue de 1cc dont le bout a été coupé. La seringue est insérée dans la poche sous-cutanée et
les biomatériaux sont déposés par pression sur le piston.

Chaque souris regoit ainsi 4 implants répartis dans la zone dorsale. Les incisions sont ensuite
recousus avec du fil de suture résorbable.

Apreés 8 semaines les animaux sont sacrifiés par euthanasie au CO> (asphyxie) et les implants
sont récupérés pour analyses. Chaque implant est fixé dans le para-formaldehyde (PFA)
pendant 24h.

3. Implantation de procédés d’ingénierie tissulaire osseuse en calvaria de rat

Saisine 2012.250 ayant regu I’avis favorable du comité d’éthique en expérimentation animale
des Pays de la Loire le 19 février 2013

Saisine soumise au Ministére de 1’Enseignement Supérieur et de la Recherche le 16 octobre
2014

Les animaux sont des rats femelles de 8 semaines, nude (Charles River) ou de souche Wistar
(Janvier Labs).

Les animaux sont d’abord anesthésiés par isoflurane (4% induction, 2,5-3% maintient). La peau
du créne est desinfectée a la povidone iodée. Un anesthésique local (alphacaine) est injecté en
sous-cutané de la peau du crane.

Une incision cutanée et périostée de 3cm est effectuée au bistouri sur la ligne médiane du crane
de la région nasale a la région occipitale.

Le périosté est ensuite décollé a la rugine sur toute la zone des défauts, puis 2 déefauts bilatéraux
de 5mm de diametre sont créés a la fraise tréphine (Komet Medial) montée sur une piéce a main
(TPS U2 Dirill, Stryker) sous irrigation au sérum physiologique. Les deux défauts sont créés de
part et d’autre du sinus sagittal en prenant soin de ne pas abimer la dure mére.

Une fois le volet osseux retiré, les berges du défaut sont nettoyées a la curette dentaire.

Les défauts sont ensuite comblés par les différentes conditions d’ingénierie tissulaire osseuse.



La voie d’abord est ensuite fermée a 1’aide d’un lambeau de péricarde bovin pour assurer
I’étanchéité et le maintien des biomatériaux. Une suture cutanée est ensuite réalisée a I’aide de
fil de suture résorbable.

Les animaux sont identifiés et recoivent une injection intra-musculaire d’analgésique,
buprénorphine 0,3mg/mL a la dose de 10ug/kg (Buprecar, Axience).

Deux mois apres implantation, les animaux sont sacrifiés par euthanasie au CO: et les calvaria
sont récuperées pour analyses histologiques. Les échantillons sont fixés dans le PFA 4%

pendant 7 jours.

a. Immunosuppression des rats Wistar

Pour permettre I’implantation de stratégies de régénération avec des cellules humaines, les rats
de souche Wistar (immunocompétent) recoivent une thérapie immunosuppressive a la
cyclosporine A (Néroral, Novartis). L’agent immunosuppresseur est administré par voie orale
a hauteur de 15mg/kg/j du moment de I’implantation a 1’euthanasie. La cyclosporine A va
inhiber la sécrétion de plusieurs cytokines par les lymphocytes T (notamment 1’IL2) réduisant

grandement le potentiel de rejet des animaux.

b. Injection de sulfate de Barium

Afin d’étudier la néovascularisation au niveau des défauts osseux lors selon les différentes
stratégies d’ingénierie tissulaire osseuse, certains animaux au moment de 1’euthanasie recoivent
une injection intracardiaque d’un agent radio-opacifiant permettant d’observer ensuite 1’arbre
vasculaire avec un microscanner a haute résolution.

Les animaux sont anesthésiés avec 1’isoflurane. La cavité abdominale est ouverte a ’aide de
ciseaux et I’on proceéde en remontant a une thoracotomie. Une fois le cceur bien en vue, un
cathéter est inséré au niveau de I’apex du ventricule gauche et maintenu ainsi par un point de
colle. Le cathéter est relié a un tuyau de pompe péristaltique qui va permettre ’injection a
vitesse constante du sulfate de barium gélatiné (50% Sulfate de Barium, 48,5% PBS, 1.5%
Gélatine). Une fois I’injection lancée, le ventricule droit est incisé aux ciseaux et I’injection de

I’agent de contraste se poursuit jusqu’a blanchiment des extrémités de 1’animal.

c. Préparation delarhBMP2



La BMP2 provient du kit TruScient (Pfizer), qui propose une régénération osseuse a usage
vétérinaire, en utilisant de la rhBMP2 (recombinant human bone morphogenic protein 2) et une
éponge de collagene. La BMP2 est présente sous forme de poudre de 0,66mg.

La premiére action consiste a reprendre la poudre dans 3,3mL d’EPPI (eau pour préparation
injectable) pour obtenir une solution mere a 0,2mg/mL.

Par exemple pour une implantation en calvaria :

- 20mg de BCP correspondent a 0,036cm3

- Sont implantés 19,6mm3 de collagéne (valeur surestimée car I’épaisseur de 1’éponge ne fait
pas 1mm)

Pour une concentration en BMP2 a 30ug/cm3, 3upg/cm3 ou 300ng/cm3 cela correspond
respectivement 1ug, 100ng et 10ng par défaut de calvaria. Les mélanges BCP+BMP2 (avec
éventuellement les cellules) sont préparés comme suit :

- 60mg de BCP + 100uL de solution

Les 100uL de solution doivent donc contenir 3ug, 300ng et 30ng de BMP2. Des solutions a
30pug/mL, 3ug/mL et 300ng/mL de BMP2 sont donc préparées a partir de la solution mere de
BMP2.

Environ 30min avant I’implantation des défauts, les solutions (contenant ou non les cellules) de

BMP2 servent a hydrater les biomatériaux.

H. Analyses histologiques et microscopiques

1. Microtomodensitométrie a rayons X (microscanner)

Le microcomputed tomography (UCT), encore appelé microtomodensitométrie a rayons X ou
plus simplement microscanner permet d’observer les tissus calcifiés avant préparation
histologique puisque ceux-ci sont radio-opaques. De plus le microscanner Skyscan 1272
(Skyscan, Bruker) utilisé pour la plupart des expérimentations permet la visualisation avec une
résolution de ’ordre du um, permettant ainsi de distinguer les BCP de 1’os néoformé qui

possedent des radio-opacité légérement différentes.

a. Acquisition



L’échantillon est d’abord fix¢é (dans le formol 4% ou le parafolmaldéhyde 4%) avant
acquisition. L’échantillon est ensuite placé dans un tube en plastique et maintenu avec de la
mousse radio-transparente pour éviter les mouvements lors de [’acquisition puisque
I’échantillon va tourner sur lui-méme entre la source de rayonnement et la caméra.
L’acquisition est réalisé a 1’aide du logiciel « skyscan 1272 ». Pour une calvaria les parametres
seront les suivant :

- filtre Alu 0,25mm

- 60 kV et 166pA

- Taille du pixel 5pm

- Temps d’exposition : 2600ms

- Pas de rotation : 0,600 degrés

b. Analyses

Une fois les images acquises, elles sont sous forme de radio en fichiers TIFF. La reconstruction
se fait a I’aide du logiciel NRecon (Skyscan, Bruker) pour obtenir des images en fichiers BMP.
Les images sont ensuite analysables en 3 dimensions avec le logiciel CTvox (Skyscan, Bruker).
L’analyse et les calculs (Region of Interest, calculs de repousse osseuse) se fait avec le logiciel

d’analyse CTan (Skyscan, Bruker) a partir des images reconstruites (BMP ou JPEG).

2. Inclusion histologique

L’inclusion histologique permet de remplacer I’eau des tissus par la matiere d’inclusion puis
d’enrober I’échantillon dans cette méme substance pour permettre d’effectuer des coupes fines
(généralement 5um) des échantillons pour colorations histologiques et observation du tissu au

microscope. Toute inclusion se fait aprés fixation des tissus par formol ou paraformaldéhyde.

a. Inclusion en paraffine

La paraffine est utilisée pour inclure, apreés fixation et déshydratation, des tissus mous tels que:

- des organes mous ou des embryons

- de I’os decalcifie/cartilage, disque intervertébral



L’inclusion en paraffine permet le durcissement des tissus afin d’éviter leur détérioration lors
de la coupe. La confection de coupes d’épaisseur comprise entre 3 et Sum est nécessaire pour
observer un tissu en microscopie photonique.

La premiére étape consiste a déshydrater les échantillons par des bains successifs d’alcools de
degrés croissants (70°, 80°, 95° et 100°).

La deuxieme étape consiste a remplacer 1’alcool par un solvant miscible dans la paraffine (ici
le méthylcyclohexane).

Enfin la derniére étape consiste en 2 bains de paraffine. Ainsi a la fin de I’inclusion toute 1’eau
contenue dans le tissu est remplacée par de la paraffine. Tous ces bains sont realisés dans un
automate d’inclusion qui posséde un carrousel permettant 1’inclusion selon différents
programmes de temps préalablement programmés. (Automate de déshydratation STP 120,
ThermoScientific)

Puis le tissu ainsi inclue est enrobé de paraffine dans une station d’enrobage (Denton Vacuum
Desk 111, Denton Vacuum LLC) pour faciliter la coupe (de sorte qu’un bloc entier de taille
standard et de résistance égale soit coupé).

Les coupes de 5um sont réalisées au microtome (Microtome Reichert Jung 2050 SuperCut,

Leica), et déposé sur lames (Lames polysine™, VWR).

b. Décalcification

Le procédé de décalcification est utilisé pour permettre 1’inclusion de tissus « durs » comme
1’0s ou les biomatériaux phosphocalciques dans de la paraffine normalement destinée aux tissus
«mous ». Cette inclusion peut étre choisie car de nombreux protocoles ont été mis au point sur
paraffine et pas sur résine. La décalcification a pour principe de dissoudre les sels de calcium
responsables de la calcification.

La décalcification est elle aussi effectuée sur tissus fixés a 1’aide d’acides inorganiques ou
d’agents chélatants comme I’EDTA (chélateur des cations bivalents comme le calcium).

Pour nos échantillons contenant des BCP, la décalcification est accélérée grace a un micro-onde
KOS (Automate multifonctionnel Micro-onde KOS, Milestone). Le micro-onde KOS envoie
des ondes ¢lectromagnétiques qui augmentent la diffusion des fluides dans 1’échantillon et
permettent une élévation contrdlée et stable de la température et une homogéneisation par
agitation des solutions décalcifiantes. Il augmente la vitesse de décalcification quelle que soit

la nature de la solution décalcifiante.



La solution de décalcification utilisée est de ’EDTA a 4,13% dilué¢ dans du PBS et le procédé
est effectué au micro-onde a 46°C pendant 48h.

Les échantillons sont ensuite rincés abondamment dans du PBS pour enlever toute trace
d’EDTA ou de sels de calcium.

c. Inclusionenrésine

La résine possede une dureté proche de celle des tissus osseux et permet ainsi de traiter les
tissus inclus et enrobés en résine sans les déchirer au moment de la coupe. Il existe plusieurs
types de résines. Celles le plus employés au laboratoire sont a base de méthacrylate, la résine
GMMA (Sigma Aldrich) et la résine Technovit (Technovit® 9100, Kulzer), cette derniere
permettant ensuite d’effectuer des marquages immunologiques et des hybridations in situ. Enfin
I’inclusion en résine permet ensuite 1’analyse en microscopie €lectronique a balayage et donc

la quantification en 2 dimensions de la surface de BCP et de tissu minéralisé.

> Inclusion en résine GMMA

Le glycol méthyl méthacrylate (GMMA) est une résine acrylique (le méthyl méthacrylate)
contenant un plastifiant le polyéthylene glycol 400. L’inclusion s’effectue apres fixation des
échantillons.

La premiere étape correspond a la déshydratation par des bains croissants d’alcools 70°, 80°,
95° et 100° (pendant 7j pour les échantillons de calvaria et 3j pour les échantillons de BCP
produits in vitro ou implantés en sous-cutané). Puis pendant une dizaine d’heures 1’alcool est
remplacé par de I’acétone.

Deux bains de 5j dans la solution de GMMA permettent la pré-imprégnation du tissu par la
résine.

Puis enfin un nouveau bain de GMMA est réalisé dans lequel une solution initiatrice de la
polymérisation de la résine est ajoutée. Cette solution est le N, N diméthylaniline et la

polymérisation de la résine se fait sous vide pendant environ 1 semaine a 4°C.

> Inclusion en résine Technovit

La résine Technovit 9100 New est une résine a base de méthyl méthacrylate qui a été

spécialement développée par Heraeus Kulzer GmbH pour inclure des tissus minéralisés.



La polymérisation des monomeres vinyliques de MMA est déclenchée par la présence de
radicaux libres fournis par un catalyseur : le peroxyde de benzoyle et un initiateur de
polymérisation : le N,N-3-5, tétraméthylaniline.

Des réactifs supplémentaires comme le MMA en poudre et un régulateur permettent un contréle
de la polymérisation a des températures de —8° C/-20° C ce qui garantit une dispersion de la
température généree pendant la polymérisation.

La polymérisation est inhibée par 1’oxygéne de I’air ; I’inclusion se fait sous vide.

La premiere étape correspond a la déshydratation par des bains croissants d’alcools 70°, 80°,
95° et 100° (pendant 7j pour les échantillons de calvaria et 3j pour les échantillons de BCP
produits in vitro ou implantés en sous-cutané). Puis pendant une dizaine d’heures, 1’alcool est
remplacé par du xyléne.

Les bains suivants durent 3 a 5 jours selon la taille de I’échantillon et sont réalisés a 4°C :

- bain 1 50% Technovit / 50% xyléne

- bain 2 Technovit / 0,5% de peroxyde dibenzoyle

- bain 3 Technovit déstabilisé par passage sur billes d’oxyde d’aluminium / 0,5% de peroxyde
dibenzoyle

- bain 4 Technovit déstabilisé par passage sur billes d’oxyde d’aluminium / 0,5% de peroxyde
dibenzoyle et 8% de MMA en poudre

Puis la polymérisation est réalisée a -20°C pendant une semaine environ dans un mélange

contenant I’initiateur et un régulateur de cette polymérisation.

3. Microscopie électronigue a balayage

Le microscope électronique a balayage (scanning electron microscopy SEM en anglais) est une
technique basée sur les interactions électrons-matiere. Elle a pour principe de placer un
échantillon dans une chambre vide et de le soumettre a un faisceau d’¢électron. Selon sa
composition, 1’échantillon va réémettre certaines particules (€électrons secondaires ou €lectrons
rétrodiffusés) qui seront captées par des caméras spécifiques de celles-ci. L’intensité du courant
¢lectrique produit par ces électrons émis permet d’obtenir une image caractérisant 1’échantillon

analyse.

a. Préparation des échantillons



L’analyse s’est faite ici a partir d’échantillons inclus en résine (GMMA ou Technovit). Pour
permettre 1’analyse le bloc de résine est coupé en deux au niveau de la zone a analyser a I’aide
d’une scie diamantée (Leitz, SP1600, Leica). Puis la surface ainsi découverte est poli sur une
polisseuse (Polisseuse Metaserv 2000, Buehler) a I’aide de disque de granulosité croissante.
Enfin pour la surface doit étre conductrice, ainsi apres polissage les échantillons sont métallisés
a I’aide d’un métaliseur or/palladium (Histostar, ThermoScientific) ou d’un métaliseur carbone
(JEE 4B, Jeol) qui dépose une fine couche de métal a la surface de 1’échantillon.

Enfin au moment de I’analyse, I’échantillon est placé sur une platine métallique et un pont
conducteur est créé entre la surface métallisée et la platine avec une colle d’argent. La platine

est inséree dans la chambre du microscope (LEO1450, Carl Zeiss).

b. Analyse des échantillons

A partir des images ainsi acquises, les niveaux de gris sont seuillés pour permettre le calcul de
la surface osseuse et de la surface de BCP a I’aide du logiciel Leica QWin (Leica).

4. Coloration histologiques

Les colorations histologiques permettent la visualisation des différents tissus composant un
échantillon et peuvent le cas échéant aider a un scoring histologique pour quantifier les
différences entre 2 échantillons.
Les échantillons en paraffine sont coupés en coupes fines avec un microtome (Microtome
Reichert Jung 2050 SuperCut, Leica) puis déposés sur lames histologiques (Lame Polysine™,
VWR).
Les échantillons en résine sont coupés en coupes fines avec un polycut (Microtome SM2500,
Leica) puis déposés sur des lames Polysine™ qui ont été trempées dans de la colle a bois (Colle
a Bois, Sader) pour permettre aux échantillons de coller sur la lame.
La coloration se déroule en 3 étapes :
- L’étape 1 correspond au déparaffinage (pour paraffine) ou la déplastification (pour résine) des
échantillons sur lame

Pour le déparaffinage : 2 bains de xyléne de 5min

Pour la déplastification : 1 bain de 1h de xyléne, 1 bain de 1h de MEA (2 Méthoxy-

éthyl-Acétate) et 1 bain de 10min d’acétone



Puis les échantillons sont réhydratés (Alcool 100° 2x2min, Alcool 80° 2min et Alcool 70°
2min).
- L’¢étape 2 correspond a la coloration ou les lames sont plongées dans les bains des différents
colorants.
- La derniére étape correspond au montage. Les lames colorées sont réhydratées (Alcool 70°
2min, Alcool 80° 2min et Alcool 100° 2x2min) puis 3 bains successifs de méthylcyclohéxane
(3x2min) ont lieu avant montage entre lame et lamelle

Une goutte de colle de montage (Eukitt) diluée dans le xylene est posée sur la lamelle,
elle-méme déposée sur 1’échantillon.

La lame ainsi collée est laissée sécher sous Sorbonne avant analyse.

a. Colorations non specifiques

Les colorations non spécifiques utilisées dans nos études sont :

- la coloration HES (Hématoxyline-Eosine-Safran), coloration de référence en histologie. Elle
consiste en ’action successive d’un colorant nucléaire basique, I’hématoxyline de Harris et
d’un colorant cytoplasmique acide, 1’éosine-€érythrosine. Le safran permet de colorer le tissu
conjonctif.

Elle se lit comme suit :

TISSU OU MOLECULE CIBLES VISUALISATION
Noyaux Bleus — noirs
Collagéne Jaune - orangé
Cytoplasmes — Fibres élastiques Rose
Fibres musculaires et hématies Rouge vif

- la coloration HPS (Hématoxyline, Phloxine, Safran) qui colore les cytoplasmes en rouge avec

la Phloxine, qui est utilisée pour la coloration du tissu adipeux et qui se lit comme I’HES.

b. Colorations du tissu osseux




Certaines colorations dont 1’usage est plus spécifique des tissus osseux ont été utilisées lors des
¢tudes sur I’ingénierie tissulaire osseuse :

- la coloration de Goldner qui est une bonne technique de coloration pour voir sur une coupe
les noyaux, 1’0os minéralisé, les fibres musculaires, les fibres élastiques, le collagéne, le mucus
et le cytoplasme.

Elle est tres utilisée pour faire de 1’histologie sur tissu osseux car il est ainsi possible de
distinguer la formation d’ostéoide, étape qui précéde la formation de 1’os. Elle associe une
coloration nucléaire par 1’hématoxyline de Weigert, une coloration cytoplasmique par un
mélange de colorants acides (Fuchsine - Ponceau — azophloxine et orange G) et une coloration
différentielle du tissu conjonctif au Vert Lumiére.

Elle se lit comme suit :

TISSU OU MOLECULE CIBLES VISUALISATION
Noyaux Bleus - noirs
Os minéralisé Vert

Collagene et mucus

Vert clair

Cytoplasmes Rose a rouge.
Ostéoide - Rouge vif
Lames élastiques — muscles Rose
Erythrocyte - Hématies et kératine Rouge Orangé

- la coloration de Movat. Le pentachrome de Movat est une bonne technique de coloration pour
voir sur une coupe les noyaux, les fibres musculaires, les fibres élastiques, le collagéne/les
fibres réticulées, les composants non cellulaires de la matrice extracellulaire, les fibrines.
Comme le Goldner elle permet de détecter les bordures ostéoides mais en plus de distinguer
1’0s néoformé « jeune » de I’os déja remodellé « vieux ».

Elle associe une coloration des glycoaminosglycanes (GAG) avec le bleu alcian, les noyau et
fibres ¢élastiques avec ’hématoxyline de Weigert, le muscle avec le brillant crocéine/fushine
acide, les fibres de collagene avec 1’acide phosphotungtique et le safran.

Elle se lit comme suit :



TISSU OU MOLECULE CIBLES

VISUALISATION

Noyaux

Bleus - noirs

Os minéralisé jeune

Vert — jaune (tire sur le vert)

Os minéralisé vieux

Jaune vert (plutdt jaune)

Collageéne — fibres réticulées Jaune
Cartilage Bleu vert
Muscle — Ostéoide - Fibrine Rouge
Composants non cellulaires de la matrice Bleu ciel

extracellulaire (les mucosubstances acides, les

céramiques...)

5. Immuno-histochimie

Pour compléter les colorations des tissus avec les colorations histologiques précedemment
mentionnées, il est possible de détecter la présence et de localiser une molécule spécifique
(souvent une protéine) au sein d’un tissu. C’est le but des Immunohistochimie (IHC) qui
utilisent des anticorps spécifiques de la molécule en question. Ces anticorps seront directement
couplés a un systéme de détection, ou alors il sera fait usage d’un deuxiéme anticorps dirigé

contre le premier pour permettre la détection colorimétrique directe ou par fluorescence.

a. Ostéocalcine

Dans notre étude I’THC utilisée était dirigée contre 1’0stéocalcine (OC) / Bone Gla protéine

(BGLAP) protéine de la matrice extra-cellulaire non collagénique sécrété par les cellules de la

lignée ostéogénique.

L’THC anti-OC s’effectue sur coupe histologiques et se déroule comme suit :

6. Hybridation In Situ




L’hybridation In Situ (HIS) a pour but de détecter non pas une protéine mais des chaines
d’acides nucléiques (ARN ou ADN) dans un tissu biologique. Cette détection se fait a I’aide
d’une sonde complémentaire a la séquence a détecter. La sonde ayant incorporé un marqueur

qui sera détectable a 1’aide d’un anticorps comme lors des IHC.

a. Séguence Alu

Afin de veérifier la présence de cellules humaines dans nos échantillons issus de modeles
animaux de régénération osseuse nous avons cherché a mettre en évidence par HIS les
séquences Alu présentes dans ces cellules. En effet les séquences consensus Alu sont des
séquences non codantes répétées a divers endroit du génome des primates. Elles sont donc
présentes dans I’ADN des cellules humaines mais pas chez les cellules de rongeurs (rat — souris)

hotes de nos expérimentation animales.

L HIS détectant les séquences Alu s’effectue sur coupes histologiques et se déroule comme

suit :



ANNEXE Il : Dossier de saisine
Analyse par imagerie et histologie de I’impact des techniques de
préevement detissu adipeux humain sur son maintien apres

implantation in vivo en sous cutanée de souris SCID






DEMANDE D’ AUTORISATION DE PROJET UTILISANT DES
ANIMAUX A DES FINS SCIENTIFIQUES

Ce formulaire a pour objectif de rassembler les informations permettant au comité d’éthique
dont reléve I’'établissement utilisateur ou sera réalisé le projet utilisant des animaux a des fins
scientifiques, d’évaluer éthiquement le projet et au Ministére de ’Enseignement Supérieur et
de la Recherche d’autoriser le projet suite a I’évaluation éthique.

Le fichier de ce formulaire ainsi que la notice d’aide pour le renseigner peuvent étre demandés
a :[autorisation-projet@recherche.gouv.fr]|

Le projet est défini comme un programme de travail répondant a un objectif scientifique défini,
utilisant un ou plusieurs modeéles animaux et impliquant une ou plusieurs procédures
expérimentales (article R-214-89 du Code rural et de la péche maritime).

Le formulaire renseigné sera envoyé par lettre recommandée avec accusé de réception a
'adresse suivante :
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche — Direction Générale pour la Recherche et
I'Innovation — Secrétariat « Autorisation de projet » - 1, rue Descartes, 75231 PARIS cedex 5

N.B. A I’exception des duplications des blocs permises et repérées par .., aucune modification
des items de ce formulaire ne doit étre effectuée.

1. INFORMATIONS GENERALES

1.1. TITRE DU PROJET :
Analyse par imagerie et histologie de I'impact des techniques de prélevement de
tissu adipeux humain sur son maintien aprés implantation in vivo en sous cutanée

de souris SCID.

1.2. Durée du projet :
| 5ans

1.3. Date prévue de début du projet :

| 01.04.2014

2. RESUME NON TECHNIQUE

Le tissu adipeux autologue (plus communément appelé graisse) est couramment
utilisé comme tissu de comblement, pour des indications esthétiques ainsi qu’en
traitement de malformations ou séquelles pathologiques (mastectomie par exemple)
[1-3]. Une limite majeure de cette utilisation est la résorption imprévisible du tissu
injecté (entre 25 et 80%) et qui est reliee a la mort des cellules du greffon. Ces
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dernieres décennies, de nombreuses techniques de lipoaspiration se sont
développées et ce sans harmonisation des protocoles [4]. Ces techniques différent
selon les principes de prélevement et de purification du tissu adipeux. La
manipulation du tissu prélevé influence la survie du greffon et le maintien du volume
a long terme apres réinjection [5, 6]. Le but de cette étude est donc de comparer 5
techniques de prélevements couramment utilisées a I'’heure actuelle. Aprés I'étude
de l'impact des différentes techniques de prélévement in vitro sur le tissu récupéré,
nous souhaitons comparer le devenir in vivo du tissu adipeux issu des 5 techniques
de prélevement sur un méme patient. Pour cela, le produit de lipoaspiration humain
sera injecté en sous-cutané chez un modele de souris immunodéprimée. Ces souris
possédent un faible systéme immunitaire ce qui est indispensable pour limiter le rejet
du greffon d’origine humaine. Deux modéles de souris immunodéprimées sont
classiquement utilisés en expérimentation animale : les souris nude et les souris
SCID. Les souris hude possedent une peau sans poil et lache, ce qui peut géner
'observation du greffon de tissu adipeux et du phénomeéne de résorption que nous
souhaitons étudier. Les souris SCID en revanche possédent une peau d’aspect
normal et sont moins immunoréactives que la souris nude c’est a dire qu’il y a moins
de risque de réaction immunitaire a I'encontre du tissu humain que 'on injecte. Ces
souris SCID ont donc été sélectionnées pour notre étude.

Dans cette étude nous voulons injecter sous la peau des souris SCID du tissu
humain directement récupéré a la clinique pour retranscrire ce qui se passe chez
I’'homme lors d’'une injection de tissu adipeux. Ce tissu aura été prélevé chez un/une
patient(e) humain(e) par 5 techniques de lipoaspiration. Puis, deux fois 1 millilitre de
tissu adipeux humain seront injectés dans le dos des souris sous anesthésie
générale. Une technique d’'imagerie de pointe sera ensuite utilisée pour observer le
tissu injecté aprés euthanasie : le Scanner (micro-computed tomography). Cette
technique, couplé a de I'histologie va nous permettre d’observer le devenir de la
graisse aprés injection a un temps court de 1 semaine et un temps long de 3/4
semaines d’'implantation. Ces analyses auront pour but de quantifier le taux de
résorption du greffon en fonction des 5 techniques de prélevement et la présence
ou non d’huile indésirable au sein de celui-ci.

Cette étude nous permettra de mettre en évidence la technique de
lipoaspiration qui favorise le maintien du tissu adipeux aprés réinjection. Ceci a pour
but d’optimiser les protocoles mis en place par les chirurgiens plasticiens et ainsi
limiter le nombre d’interventions chirurgicales.

Le nombre total de souris prévues pour cette étude est de 180. Les
techniques comparées ont été préalablement sélectionnées parmi les plus utilisées
en cliniques et ont été comparées in vitro. Le modele d’étude animal a été validé et
montré peu-invasif par les études précédentes. Enfin le nombre d’animaux a été
choisi en fonction des variabilités observées lors des études précédentes et de la
nécessité d’avoir une vision a court et a moyen terme sur le greffon.
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3. INFORMATIONS ADMINISTRATIVES ET REGLEMENTAIRES

3.1.1. Agrément de ’EU ou seront utilisés les animaux :

o Nom : UTE IRS — UN (Nantes)

o Numéro d’agrément : B44-278

o Date de délivrance de I'agrément : 2010

o Nom et prénom du responsable : Mme le Doyen JOLLIET

o Adresse électronique du responsable : pascale.jolliet@univ-nantes.fr

o Nom et prénom de la personne délégataire du responsable présente dans
I'EU : LIABEUF Marie

o Adresse électronique de ce délégataire : marie.liabeuf@univ-nantes.fr

3.1.2. Comité d’éthique agréé par le MESR dont reléve I’EU :

| CEEA Pays de la Loire N°6

3.1.3. Responsable(s) de la mise en ceuvre générale du projet dans I'EU et de
sa conformité a I’autorisation de projet :
Nombre de responsables :

1

Responsabile :
o Nom et prénom : Weiss Pierre

o Adresse postale (avec le nom du laboratoire) : LIOAD/ U791, 1 place
Alexis Ricordeau 44042 Nantes cedex 1

o Adresse électronique : pierre.weiss@univ-nantes.fr

o Téléphone : 0687741055



3.1.4. Responsable(s) du bien-étre des animaux :

Nombre de responsables :

1

o Nom et prénom : Marie LIABEUF

o Adresse postale (avec le nom du laboratoire) : UTE IRS UN 8 quai
Moncousu 44000 NANTES

o Adresse électronique : marie.liabeuf@univ-nantes.fr

o Téléphone : 02.28.08.03.96

- Compétences des personnes participant au projet :

la conception des procédures expérimentales et des projets  ® oui O non

| |

= [Japplication de procédures expérimentales aux animaux ® oui O non
= |es soins aux animaux ® oui O non
= Jamise a mort des animaux ® oui O non

3.3.1. L’objectif du projet :
Est-il :
o justifié du point de vue éducatif ?
o requis par laloi ?
o justifié du point de vue scientifique ?

® OO0

o Informations sur cette justification :

Des études menées par la société STEMCIS a la Réunion ont permis de mettre au
point le protocole d’injection en sous-cutané de souris que nous allons utiliser. Ces
études ont permis de montrer l'influence de la manipulation de la graisse sur la
résorption de celle-ci. Nous cherchons maintenant a déterminer la meilleure
technique de prélevement pour l'implantation du tissu adipeux, parmi celles
proposées actuellement aux chirurgiens plasticiens. Cette étude est financée par la
société STEMCIS et TANRT dans le cadre d’'un partenariat CIFRE.

3.3.2. Description du projet :

Le but est de pouvoir observer la résorption d'un greffon de graisse dans le temps
en fonction du traitement de la graisse. Pour cela le modele est l'injection de graisse
humaine en sous-cutanée de souris SCID. L'observation du greffon est ensuite
effectuée par imagerie microCT (pour calculer le volume du greffon).

Prélevement de tissu adipeux humain :




Le tissu adipeux humain est prélevé a la clinique Bretéché sur les patientes
du Dr Lefourn et traité selon différents protocoles avant injection a Nantes : -
décantation, filtration, centrifugation rapide, centrifugation lente (2 protocoles
différents)

Manipulation des souris a leur arrivée (Nantes) :

Les études (6 études au total) porteraient sur 12 a 30 souris injectées avec
de la graisse humaine :2x1mL de graisse injecté en sous-cutanée dans le dos de
chaque souris selon le nombre de techniques utilisées par le chirurgien (6 souris par
technique et au moins 2 techniques comparées a 2 temps différents pour la méme
patiente).

Les souris seront stabulées dans I'animalerie de I''RS-UN a Nantes
Aprés environ une semaine d’acclimatation, les souris subiront une injection sous-
cutané de graisse d’origine humaine fraichement prélevée, selon le protocole suivant

Injection de la graisse (aprés 1 semaine d’acclimatation) JO :
Toute 'opération sera effectuée dans les conditions les plus propres possible,
hotte a flux laminaire avec des gants stériles.
Les instruments et matériels en contact avec la souris seront stériles et
désinfectés entre chaque animal.
La souris est anesthésiée par anesthésie gazeuse : induction en chambre
d’isoflurane (4-5%) et maintien au masque a isoflurane (1-2%).
Phase 1 : désinfection de la zone d’injection
Phase 2 : incision au niveau de la peau du dos a I'aide d’'une aiguille
18G ou 20G. (raser les poils n'est pas nécessaire)
Phase 3 : injection rétrograde du tissu adipeux contenu dans une
seringue stérile 2mL et couplée a une canule d’injection de diamétre 1,25 et de
longueur 70mm.

ATTENTION : lors des injections, il est nécessaire de finir I'injection
rétrograde a quelques millimétres de l'incision pour éviter que la graisse ne ressorte
par cette incision. Apres l'injection, les souris de chaque groupe seront si possible
marquées par un marquage international au niveau de l'oreille (a I'aide d’'un emporte-
piece désinfecté).

Phase 4 : Une fois I'injection des souris terminée, les souris sont mises
sur tapis chauffants pour se réveiller sous surveillance.

Les souris seront ensuite stabulées dans l'animalerie pendant 1 a 4 semaines.

Stabulation (1 a 4 semaines) :

Les souris SCID devront étre stabulées pendant 1 a 4 semaines selon les
groupes. Nous souhaitons observer I'aspect du greffon a court terme (1 semaine)
pour observer la présence ou non d’huile due a la technique de préléevement et a
plus long terme (3/4 semaines) pour observer la résorption du greffon.

L’appareil de microscanner qui va nous permettre d’analyser la taille du greffon de
maniére extrémement précise est disponible a l'unité INSERM U791 de Nantes.




Cette appareil est le seul disponible en France avec cette résolution (2um) et n’existe
pas pour animal vigile ce qui implique de devoir sacrifier un nombre restreint
d’animaux pour les temps courts (1 semaine) et pour les temps longs (3/4 semaines).

Euthanasie :

A 1 et 3/4 semaines aprés linjection, les animaux seront euthanasiés par
injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique.

Les greffons seront ensuite récupérés (explantés) et ramenés au laboratoire
U791 pour analyses microscanner et histologiques.

Résumé de I'étude: Injection — Stabulation (1 a 4 semaines selon le groupe
d’étude) — Euthanasie pour analyse

Ce protocole a déja fait I'objet d'une demande d’autorisation validée par le comité
d’éthique des Pays de la Loire : CEEA 2012.249 ou les procédure ont eu lieu a
I'école nationale vétérinaire de Nantes.

3.3.3. Précisez, le cas échéant, la ou les méthodes de mise & mort prévue(s) :
| Injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique (0.2mL par animal)

3.3.4. Précisez, le cas échéant, les éléments scientifiques justifiant la demande
de dérogation concernant la méthode de mise a mort envisageée :
[N/A |

3.3.5. Stratégie d’expérimentation ou d’observation et approche statistique
utilisée afin de réduire au minimum le nombre d’animaux, la douleur, la
souffrance et 'angoisse, infligées et I'impact environnemental, le cas échéant —
si une étude statistique est prévue, indiquez et justifiez les tests choisis :
Des études antérieures ont permis de démontrer que le nombre de 6 injections par
groupe permet d’obtenir une puissance statistique suffisante pour observer les
différences entre les groupes. Ces études ont permis d’observer que les animaux
ne montrent pas de signes de souffrance suite a l'injection de graisse. Les études
en cours tendent & montrer une forte variabilité inter-individuelle du tissu adipeux.
Nous souhaitons donc dans un premier temps réaliser I'étude sur 6 donneurs de
graisse afin de vérifier qu’un test statistique non-paramétrique de Kruskal & Wallis
sur des petits échantillons permet de faire ressortir une différence significative de
résorption et/ou formation d’huile au sein des greffons de graisse traités avec les
protocoles utilisés en cliniques.

3.4.1. Justifiez la nécessité d’avoir recours a des animaux pour atteindre les

objectifs du projet :
Afin de démontrer efficacement les différences existantes entre les protocoles
d’injection de graisse utilisés actuellement chez ’homme, il est nécessaire de les
compares a partir de la graisse d’'un méme donneur, ce qui pour des raisons de co(t,
de sécurité et d’éthique n’est pas réalisable en clinique. |l est donc nécessaire
d’effectuer cette comparaison sur un modéle animal adapté qui est I'injection sous-
cutanée de graisse sur un modeéle murin.




3.4.2. Espéces animales ou types d’animaux utilisés :
Souris (Mus musculus)
Rats (Rattus norvegicus)
Cobayes (Cavia porcellus)
Hamsters (syriens) (Mesocricetus auratus)
Hamsters (chinois) (Cricetulus griseus)
Gerbilles de Mongolie (Meriones unguiculatus)
Autres rongeurs (Rodentia)
Lapins (Oryctolagus cuniculus)
Chats (Felis catus)
Chiens (Canis familiaris)
Furets (Mustela putorius furo)
Autres carnivores (carnivora)
Chevaux, anes et croisements (Equidae)
Porcs (Sus scrofa domesticus)
Caprins (Capra aegagrus hircus)
Ovins (Ovis aries)
Bovins (Bos primigenius)
Prosimiens (prosimia)
Ouistitis et tamarins (par exemple, Callithrix jacchus)
Singe cynomolgus (Macaca fascicularis)
Singe rhésus (Macaca mulatta)
Vervets chlorocebus spp. (généralement soit pygerythrus, soit sabaeus)
Babouins (Papio spp.)
Saimiris (par exemple, Saimiri sciureus)
Autres espéces de primates non humains (autres espéces de Ceboidea
et Cercopithecoidea)
Singes anthropoides (Hominoidea)
Autres mammiféres (autres Mammalia)
Poules domestiques (Gallus gallus domesticus)
Autres oiseaux (autres Aves)
Reptiles (Reptilia)
Grenouilles Rana (Rana temporaria et Rana pipiens)
Grenouilles Xenopus (Xenopus laevis et Xenopus tropicalis)
Autres amphibiens (autres Amphibia)
Poissons zebres (Danio rerio)
Autres poissons (autres Pisces)
Céphalopodes (Cephalopoda)

000000000000 OO0O0000000O0OO0O0000000O0O0O0O000O -

3.4.3. Justifiez la pertinence de I’(des) espece(s) animale(s) choisie(s) :

Le modéle murin d’injection sous-cutanée de graisse est un bon modele pour
retranscrire le comportement in vivo de petits volumes de tissu. De plus le choix de
lespece permet d’avoir a disposition de nombreux outils d’analyses adaptés
(imagerie petits échantillons, anticorps adaptés pour l'immuno-histochimie) afin
d’analyser les greffons. Enfin la nécessité de travailler sur de la graisse humaine
induit le recours a un modele immuno-déprimé qui empéche un rejet du greffon.




3.4.4. S’agit-il de spécimens d’espéces menacées énumérées a I’annexe A du

reglement (CE) n° 338/97 du Conseil du 9 décembre 1996 relatif a la protection

des especes de faune et de flore sauvages par le contrdle et leur commerce ?
Ooui enon

Si oui, éléments scientifigues démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres espéces que celles
enumérées dans cette annexe :

3.4.5. S’agit-il de spécimens de primates non humains ? ooui enon
Si oui, éléments scientifigues démontrant que la finalité de la procédure

expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres espéces de primates
non humains

3.4.6. S’agit-il d’animaux capturés dans la nature ? ooui enon
Si oui, éléments scientifiques démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres animaux que ceux
capturés dans la nature :

3.4.7. S’agit-il d’animaux d’espéces domestiques, errants ou vivant a I’état

sauvage ? O oui enon
Si oui, éléments scientifiques démontrant que la finalité de la procédure
experimentale ne peut étre atteinte qu’en utilisant ces animaux.

3.4.8. Catégorie des animaux utilisés dans le projet :
Animaux tenus en captivité (domestiques ou non domestiques) O
Animaux non domestiques non tenus en captivité O
Animaux génétiquement altérés u

o Animaux non domestiques non tenus en captivité
= Siles animaux utilisés sont des spécimens d’espéces protégées
en application de I'article L. 411-1 du Code de I’environnement,
indiquez les références de la dérogation accordée pour effectuer la
capture des animaux dans le milieu naturel (4° de I'article L. 411-2
du Code de I’environnement) :

= Siles animaux utilisés sont des spécimens d’espéces dont la
chasse est autorisée, indiquez ici les références de I'autorisation
de préléevement accordée pour effectuer la capture des animaux
dans le milieu naturel (article L. 424-11 du Code de
I’environnement) :



» Justification scientifique montrant que I'objectif de la procédure
expérimentale ne peut étre atteint en utilisant un animal élevé en
vue d’une utilisation dans des procédures expérimentales :

o Animaux génétiquement altérés

= Animaux génétiquement modifiés eoui Onon
Sioui:

e Création d’une lignée ooui enon

e Maintien d’une lignée établie et/ou utilisation eoui Onon

o Phénotype non dommageable eoui Onon

o Phénotype dommageable ooui enon

» Souche mutante autre Ooui enon
Sioui:

e Création d’un mutant ooui Onon

e Maintien d’une lignée établie et/ou utilisation Ooui Onon

o Phénotype non dommageable Ooui Onon

o Phénotype dommageable oOoui Onon

3.4.9. Origine des animaux tenus en captivité :

o Les animaux destinés a étre utilisés dans les procédures expérimentales
appartenant aux especes dont la liste est fixée réglementairement sont-ils
élevés a cette fin et proviennent-ils d’éleveurs ou de fournisseurs
agreeés ?

® oui oOnon
= Si oui, nombre d’établissements éleveur ou fournisseur agréés
fournissant tout ou partie des animaux du projet :

1

Etablissement :
e Nom:

‘ CHARLES RIVER LABORATORIES FRANCE

e Adresse postale:

| 69592 L'Arbresle Cedex FRANCE

e Animaux fournis :

| Souris SCID

= Si non, justifier scientifiquement I'utilisation d’animaux qui ne

proviennent pas d’éleveurs ou de fournisseurs agréés :




o Votre propre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux
du projet ? Ooui enon

o Un autre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux du
projet ? ooui enon

o Nombre d’établissements éleveur occasionnel non agréés fournissant
tout ou partie des animaux du projet ?

I

Etablissement :
e Nom:

e Adresse postale :

e Animaux fournis :

o Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur localisés dans des Etats
membres autres que la France fournissant tout ou partie des animaux du
projet ?

0

Etablissement :
Nom de cet éleveur ou fournisseur et pays :

o Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur localisés dans des pays
tiers fournissant tout ou partie des animaux du projet ?

I

Etablissement :
Nom de cet éleveur ou fournisseur et pays :

o Les animaux sont-ils des animaux réutilisés d’un projet précédent ?
ooui
enon
Si oui, veuillez compléter le chapitre 4.3 de ce formulaire.

3.4.10. Nombre estimé d’animaux utilisés dans le projet :

| 180




o Justification de ce nombre pour chacune des especes animales
utilisées :

Comme précisé dans le paragraphe 3.3.5, nous souhaitons comparer 5 techniques de
traitement de la graisse et il est nécessaire d’avoir 6 échantillons par technique. Pour
s’affranchir des différences interindividuelles des donneurs de graisse nous souhaitons
répéter I'étude avec 6 donneurs différents.
- 5 techniques menant a 6 injections soit 30 injections dans un total de 15 souris
(2 injections par souris)
- Cette opération est répété pour 2 temps d’euthanasie (court et long) soit 30
souris par patiente prélevée
- Nous souhaiterions faire cette étude sur 6 patientes soit 6 études de 30 souris =
180.

3.4.11. Indiquez a quel(s) stade(s) de développement les animaux seront
utilisés et le justifier :

Les animaux seront utilisés seront agés de 8 semaines afin d’avoir une taille et un
poids suffisant pour recevoir deux greffons de 1mL de graisse.

3.4.12. Indiquez le sexe des animaux utilisés et le justifier :

Les animaux utilisés sont des femelles. Ce choix permet d’éviter les rivalités de
dominance que I'on observe chez les males et qui peuvent pousser les animaux a se
battre entre eux.

3.4.13. Indiquez pour chaque espéce les points limites adaptés, suffisamment
prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a son minimum,
sans remettre en cause les résultats du projet :

Aucune souffrance (ou trés faible) n'est attendue lors des manipulations prévues. Les
animaux seront observeés tous les jours.
La grille comportementale ci-dessous sera complétée pour chaque animal :

Signes clinigues notables Signes cliniques séveres

Le point limite est atteint en présence de | Le point limite est atteint en présence
trois signes simultanés d’un seul signe

Plaie/ Traumatisme

Lésion sans effraction cutanée Lésion sévére (automutilation, plaie

suintante, masse ulcérée...)

Traumatisme, saignement incontrolable

Comportement/ Mouvement
Agitation/ Agressivité Akinésie

Hypomaotilité/ Hyporécativité Décubitus




Incoordination modérée

Stéréotypies

Difficulté/ Impossibilité de mobilisation
Incoordination marquée
Tremblements généralisés

Convulsions

Aspect général

Poil piqué

Coloration anormale de la peau
Flacidité musculaire généralisée
Gonflement abdominal

Zone ano geénitale souillé

Persistance du pli cutané

Coloration jaune ou bleue des
muqueuses

Voussure du dos/ Dos cambré

Excrétion

Feces liquide

Féces mucoides

Absence de feces

Urines rouges

Evolution pondérale

Perte de poids inférieure a 15%

| Perte de poids supérieure & 15%

Consommation de nourriture

Diminution/ Absence de prise de
nourriture

Absence de prise de nourriture > a 2
jours

pour des analyses histologiques.

Si le point critique est atteint, 'animal sera sacrifié pour des raisons éthiques et utilisé

4. LES PROCEDURES EXPERIMENTALES

A - La recherche fondamentale.

O

B - Les recherches transactionnelles ou appliquées menées pour :
- la prévention, la prophylaxie, le diagnostic ou le traitement de maladies, de mauvais
etats de santé ou d’autres anomalies ou de leurs effets chez 'lhomme, les animaux

ou les plantes ;

- 'évaluation, la détection, le contrdle ou les modifications des conditions
physiologiques chez 'lhomme, les animaux ou les plantes ;
- le bien-étre des animaux et 'amélioration des conditions de production des animaux

élevés a des fins agronomiques.




C - L’'une des finalités visées au point précédent (B) lors de la mise au point, de la
production ou des essais de qualité, d’efficacité et d’innocuité de médicaments a
usage humain ou vétérinaire, de denrées alimentaires, d’aliments pour animaux et
d’autres substances ou produits.

|

D - La protection de I'environnement naturel dans l'intérét de la santé ou du bien-étre
de 'lhomme ou de I'animal.
O

E- La recherche en vue de la conservation des especes. O
F- L'enseignement supérieur, ou la formation professionnelle ou technique

conduisant a des métiers qui comportent la réalisation de procédures expérimentales
sur des animaux ou les soins et I'entretien de ces animaux, ainsi que la formation

professionnelle continue dans ce domaine. O
G - Les enquétes médico-légales. O
1

4.2.1 NOM DE LA PROCEDURE EXPERIMENTALE N° 1 :

| Injection sous-cutanée de tissu adipeux humain

- PROPOSITION DE CLASSIFICATION DE LA PROCEDURE SELON LE DEGRE
DE SEVERITE (conformément a I'annexe de I'arrété relatif a I'autorisation de projet) :
O classe légére

® classe modérée

O classe sévere

O classe sans réveil

- Description détaillée de la procédure expérimentale :
- Pertinence et justification de la procédure expérimentale :

Cette procédure permet de retranscrire le transfert de graisse humaine utilisé en clinique
chez ’lhomme pour des indications esthétiques et de chirurgie reconstructrice.

- Indiguez le nombre de lots et le nombre d’animaux par lots, et les justifier :

Comme indiqué au paragraphe 3.4.10 I'étude portera sur 30 animaux par donneur de
tissu adipeux et un total de 6 patients sera utilisé.

- Indiguez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s)
volume(s) préleves :



Le prélevement du greffon de graisse sera effectué apres euthanasie des animaux a la
fin du protocole.

- Indiguez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la
souffrance et I'angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques,
anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences
d’administration), y compris le raffinement des conditions d’hébergement,
d’élevage et de soins :

|

- Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et
d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

Un antalgiqgue morphinomimétique sera administré en injections sous cutané, en post-
opératoire immédiat. De plus comme indiqué au paragraphe traitant du point critique
(3.4.13), en fonction de I'évaluation de la douleur sur les animaux nous renouvellerons
I'injection si nécessaire les jours suivants : (Buprénorphine (Buprecare ®0,3mg/ml) :
0,05mg/kg en sous cutané).

- Indiquez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation a
'anesthésie des animaux :

- Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux
conditions d’hébergement des animaux :

- Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifié des procédures
expérimentales, le cas échéant :

- Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale :
o mise a mort ? [ |
précisez les animaux concernés :

Toutes les souris seront mises a mort afin de récupérer les greffons de graisse pour
analyse au microscanner et histologique.

o animal gardé en vie ? O
précisez les animaux concernés et si la décision a été prise par le
vétérinaire ou toute autre personne compeétente désignée par le
responsable du projet :

o placement ou mise en liberté des animaux ? O
précisez les animaux concerneés :




4.2.2 NOM DE LA PROCEDURE EXPERIMENTALE N° 2 :

- PROPOSITION DE CLASSIFICATION DE LA PROCEDURE SELON LE DEGRE
DE SEVERITE (conformément a I'annexe de I'arrété relatif a I'autorisation de projet) :
O classe légére

O classe modéréee

O classe sévere

O classe sans réveil

- Description détaillée de la procédure expérimentale :

Pertinence et justification de la procédure expérimentale :

Indiquez le nombre de lots et le nombre d’animaux par lots, et les justifier :

Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s)
volume(s) préleves :

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la
souffrance et 'angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques,
anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences
d’administration), y compris le raffinement des conditions d’hébergement,
d’élevage et de soins :

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et
d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation a
'anesthésie des animaux :

Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux
conditions d’hébergement des animaux :

- Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifié des procédures
expérimentales, le cas échéant :

|

- Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale :

o mise a mort ? O



précisez les animaux concernes :

o animal gardé en vie ? O
précisez les animaux concernés et si la décision a été prise par le
vétérinaire ou toute autre personne compétente désignée par le
responsable du projet :

o placement ou mise en liberté des animaux ? O
précisez les animaux concernés :

- GRAVITE REELLE DES PROCEDURES EXPERIMENTALES
ANTERIEURES :

O légere

O modérée

O sévere

Précisez les éléments scientifiques justifiant la demande de dérogation pour
autant que les animaux n’aient pas été utilisés plus d’'une fois dans une
procédure expérimentale entrainant une douleur intense, de I'angoisse ou une
souffrance équivalente :

- Effet cumulatif de cette réutilisation sur les animaux :

- L’avis vétérinaire est-il favorable en prenant en considération le sort de
I'animal concerné sur toute sa durée de vie ? Ooui Onon

- L’animal réutilisé a-t-il pleinement recouvré son état de santé et de bien-étre
général ? Ooui Onon

De quelle(s) procédure(s) expérimentale(s) du projet s’agit-il ?

Justifiez scientifiquement les raisons a l'origine d’'une demande de
dérogation :

|
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Cadre réserve au Comité

A transmettre par e-mail en .rtf ou en .doc au secrétariat permanent du Comité (ceea.pdl @contact.univ-angers.fr)

Date de réception dela saisine :

Numéro d’enregistrement du projet :

Préambule :

Deux documents sont annexés au document de saisine pour vos besoins :

1- Classification des procédures selon leur degré de sévérité

2- Modalités d'utilisation des médicaments

Présentez un descriptif du projet et des phases expérimentales ci-dessous (1-2 pages maximum) sous forme d'un

résumé du projet scientifique pour les « naifs » suivi des références essentielles du projet.

Titre: Evaluation du potentiel ostéogénique d’association de biomatériaux avec des cellules

souches mésenchymateuses en sous cutanée chez la souris

Résumé du projet scientifique pour les naifs (incluant la justification scientifigue) :

Nos projets de recherche impliquent des stratégies complexes de régénération tissulaires avec
desinteractions de biomatériaux et de cdllules. Cesinteractionsimpliquent desréponsesinflammatoires
et de communications entres différents types de cellules : les cellules apportées par les biomatériaux
avec les cellules de [’héte comme les monocytes macrophages, les cellules de 'immunité, les cellules
0Sseuses et vasculaires et les cellules souches ...

La biocompatibilité in vitro et les interactions biomatériaux/cellules sont validées avant toute
implantation animale afin de réduire le nombre d’animaux nécessaires a la caractérisation de nos
biomatériaux et de nos associations avec des cellules pour réaliser des greffes hybrides, mi synthétiques
et mi biologiques, pour larégénération tissulaire.

La médecine reégénératrice s’oriente aujourd’hui vers le développement de techniques
chirurgicales de moins en moins invasives dans le but de réduire la morbidité et la durée
d’hospitalisation. Cette recherche d’une chirurgie mini-invasve a motivé le développement de
matériaux supports injectables pour l’'ingénierie tissulaire du cartilage et osseuse [@ Ces
matrices injectables doivent également pouvoir durcir une fois implantées et présenter des propriétés
mécaniques en relation avec le tissu a réparer. Des polyméres ayant un fort pouvoir épaississant dans
[’eau peuvent servir a réaliser des hydrogels par pontage physique, ionique ou covalente ﬁ Notre
domaine actuel de recherche est la régénération des tissus squelettiques comme [’os et le cartilage @ .

Notre objectif est de développer des hydrogels, biomatériaux a base de biopolymeéres, supports pour
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l'ingénierie tissulaire (association de cellules avec un biomatériau) afin de réaliser de la médecine
réegenératrice. Les objectifs cliniques sont la régénération osseuse par apposition lorsque I’os a disparu
ou pour le traitement d’ostéoradionécrose chez des patients irradiés EI pour le traitement d’un
cancer des voies aérodigestives supérieures. Le cartilage qui ne répare pas seul, nécessite égal ement
des techniques d’ingénierie tissulaire.

Afin d’améliorer les propriétés mécaniques de ces constructions tridimensionnelles, des renforts
participent a [’élaboration, « a facon » des hydrogels . Ces constructions complexes per mettront
de comprendre le réle de différents paramétres des biomatériaux sur le comportement de certaines
cellules en modéisant [’environnement tridimensionnel de ces cellules. Notre objectif est de construire
des matrices extracellulaires synthétiques (Biomatériau et hydrogel) modulaires avec des objets
fonctionnels compatibles afin de faire varier certains des parametres de structure du
biomatériau. Il sagit de comprendre comment la structure du gel (taille des pores, hétérogénéité,
proprietés dynamiques, fonctions spécifiques...) peut influencer les comportements cellulaires, en
particulier la diffusion des cellules.

Afin d’optimiser la formation d 'un tissu osseux ou cartilagineux, les matrices synthétiques seront
couplées & des cellules ayant un potentiel de différenciation en cellules osseuses ou cartilagineuses. La

moelle osseuse totale (MOT) a d’ores et déja prouvée son potentiel ostéogénique en éant associé a un

biopolymere 9" 13]. Cette association MOT+ biopolymére convient donc comme contréle positif fiable

de l'ingénierie tissulaire osseuse. La moelle osseuse comme de nombreux tissus humains contient des
cellules souches mésenchymateuses (CSM) capables de différenciation ostéogénique . Ces CaM
peuvent étre différenciées dans la voie ostéogéenique pour donner des cellules osseuses in vitro. Elles
sont différenciées soit seules (2D) soit en étant associées a un biomatériaux (3D). Il est intéressant
d’observer la capacité a refaire de ['os de I’association de ces CSM isolées et différenciées dans la voie
ostéogénique in vitro avec des biomatériaux par rapport a celui de la MOT couplée aux mémes
biomatériaux. Ces CSM sont aussi présentent au niveau de la fraction stromale vasculaire (FSV) du
tissu adipeux . Letissu adipeux est prélevé de maniere moins traumatique que la moelle osseuse. |1
reste maintenant a définir le potentiel ostéogénique de la FSV de ce tissu associée a des biomatériaux
par rapport a ['association MOT+biomatériaux.

Ces premiers essais de biocompatibilité in vivo et de biofonctionnalité en sous cutanée chez la
souris avec et sans cellules (autologues ou humaines) seront réalisés pour commencer afairela preuve

du concept en choisissant une construction par indication, I'os ou le cartilage.

Références essentielles:
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Titre du protocole derecherche:
Evaluation du potentiel ostéogénique d’association de biomatériaux avec des cellules

souches mésenchymateuses en sous cutanée chez la souris

Renseignement concernant ’uniteé
Nom de ’unité / laboratoire : LIOAD/ U791
Adresse postale : 1 place Alexis Ricordeau 44042 Nantes cedex 1

Nom du directeur du laboratoire: Pr Pierre Weiss

Nom du porteur du projet : Pr Pierre Weiss

Adresse mail du porteur du projet : pierre.wei ss@univ-nantes.fr
Téléphone du porteur du projet : 0687741055

Nom du responsable du protocole utilisant les animaux : Pierre \Weiss

Adresse postale : 1 place Alexis Ricordeau 44042 Nantes cedex 1

Adresse mail : pierre.wei ss@univ-nantes.fr

Téléphone : 0687741055

N° et date d’autorisation d’expérimenter . Niveau 1 44143 Date obtention : 10/11/2011

N° et date d’agrément de chirurgie : dipléme de chirurgien-dentiste

Nom des personnes intégrées au protocole (Indiquer la fonction dans le protocole, la ou les formations

et autorisations d’expérimenter (Niveau I, 11, 111, certificat de capacité, autorisation de pratiquer la chirurgie...)

en précisant la date d’obtention) :

- Olivier Gauthier (vétérinaire, niveau | . D7181 (Date d’obtention : 26 juin 1996, Date de
renouvellement 22/11/2011 valable jusgu'au 21/11/2016)), responsable de [’injection des
animaux et de leur euthanasie.

- Pierre Weiss (PU-PH odontologie, niveau | : 44143, dipldme de chirurgien dentiste),
Manipulateur injection des animaux et euthanasie, porteur de projet.

- Sophie Portron, doctorante 3°™ année, encadrante scientifique, formation au niveau | en
janvier 2009.

- Jérdme Guicheux, PhD, encadrant scientifique, DR2 Inserm, formation au niveau | le 15 mars
2000.
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- Régis Roche, PhD, encadrant scientifique, formation au niveau | le 26 septembre 2008.

Noms des personnes non formées(indiquer le nom de la personne responsable encadrant les

manipulations) :

- Pierre Corre, PH du service de chirurgie maxillo-faciale, titulaire d 'un DU de microchirurgie
expérimentale de la faculté de médecine de Nantes expérimentateur des injections sous la
direction de Pierre Weiss ou Olivier Gauthier.

- Amadou Touré, Odontologiste en thése de [’université de Nantes expérimentateur des
injections sous la direction de Pierre Weiss ou Olivier Gauthier. Prélevement des échantillons
et analyses histol ogiques et microscopiques.

- Cécile Boyer, post doctorante scientifique expérimentateur des injections sous la direction de
Pierre Weiss ou Olivier Gauthier.

- Vincent Hivernaud, doctorant scientifique expérimentateur des injections sous la direction de
Pierre Weiss ou Olivier Gauthier. Prélevement des échantillons et analyses histologiques et

Mi Cr 0SCOpI qUES.

Encadrants :

- Gauthier Olivier (vétérinaire, niveau | : D7181 (Date d’obtention : 26 juin 1996, Date de
renouvellement 22/11/2011 valable jusqu'au 21/11/2016))

- Weiss Pierre (PU-PH odontologie, niveau | : 44143)

Le protocole expérimental est-il réalisé en collaboration avec d'autres équipes du méme laboratoire ou

de laboratoires extérieurs (indiguez noms, grades et coordonnées du (des) responsables) ?

Décrivez la part de chacune des équipes dans le protocole expérimental et indiquez si le(s)

collaborateur(s) possede(nt) eux-mémes une autorisation d’expérimenter (avec Numéro et date de

validité) ?

- STEMCIS : partenaire scientifique et financier (97490 Sainte Clotilde, La Réunion)
Responsable : Régis Roche (directeur), formation au niveau | le 26 septembre 2008

regis.roche@adipscul pt.com]b

¢ Animalerie hébergeant les animaux pendant |e protocole :
e Nom du responsable de [’'animalerie : Redini Francoise
e Nom de ['animalerie : Animalerie IRT-UN
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e N°d’agrément et date d’obtention . 4478 (date d’obtention . 2010)
e N°d’agrément du batiment pour les OGM : non communiqué

Membres du personnel de I’animalerie intervenant dans le protocole (manipulations,

entretiens, soins des animaux) : (Indiquer la fonction dans le protocole, la ou les formations et
autorisations d’expérimenter (Niveau I, II, 111, certificat de capacité, autorisation de pratiquer la chirurgie...) en

précisant la date d’obtention) :

Lemarchand Mindé Stéphanie (niveau I juin 2012)

Amandine Lefebvre (niveau I 2003)
Christelle Bailly (niveau I 2010)
Aurélie Huger (niveau I 2010)
Malek Jaouachi (niveau I janvier 2012)
Sylvia lambot (Niveau I 2001 et chirurgie 2007)

Virginie Maurier (niveau 1l 2009)

Noms des personnes non formees (Indiquer le nom et numéro d’autorisation de la personne responsable

encadrant les manipulations) :

Objectif du dépbt du dossier :

Dossier concernant un protocole répétitif : oui

Renouvellement d’un dossier en cours (donnez le n° ) : non
Amendement d’un dossier existant (donnez le n° ) oS
(Fiche d’amendement en annexe du dossier de Saisine) : oui / non

(Joindre le document initial)

Objectif de Uutilisation d’animaux '

Recherche: oui  Etuderéglementaire: non
Enseignement: non  Diagnostic : non

Production : non  AULres (expliquez) : NON

Justification de lutilisation animale
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Confirmez le fait que les activités concernées ne constituent pas des répétitions non justifiées d études antérieures

en cochant un des points suivants :
Existe-t-il des méthodes alternatives ? non
S oui, lesquelles ?
Ces études ont-elles dgja éte réalisées : non

Les études antérieures furent-elles concluantes (justifiez) : oui

Nous avons déja mené des études identiques pour des stratégies d’ingénierie tissulaire du
cartilage:

» Vinatier C, Magne D, Gauthier O, Vignes-Colombeix C, et al. Engineering cartilage
with human nasal chondrocytes and a silanized hydroxypropyl methylcellulose
hydrogel. 2007;80(1):66-74.

En collaboration avec une unité de Nice des associations de biomatériaux et de cellules
souches mésenchymateuse ont été réalisées :

» Trojani C, Boukhechba F, Scimeca J-C, Vandenbos F, Michiels J-F, Daculs G, et al.
Ectopic bone formation using an injectable biphasic calcium phosphate/Si-HPMC
hydrogel composite loaded with undifferentiated bone marrow stromal cells.
Biomaterials. 2006;27(17):3256-64.

Ces etudes ont montre l’intérét de [’association de biomatériaux et de la moelle osseuse.
Ce modele animal permet de tester de nombreuses associations et stratégies en condition plus
physiologiques que la culture, avec la présence de cellules de [’héte, la vascularisation, des
monocytes macrophages et des lymphocytes T lorsque le modele n’est pas la souris
immunodéprimée. Actuellement nous savons que les cellules souches mésenchymateuses
meurent aprés implantation (Deschepper 2011, Boukhechba 2011). Il va falloir trouver des
stratégies pour éviter l’ischémie des cellules souches dans un biomatériau. Liu dans Nature
Medicine en 2011, a montré le réle des lymphocytes T dans |a destruction des cellules souches
mésenchymateuses autologues et donc l’intérét de [ utilisation également de modéles de souris

non nude ou immunodéprimees.

Bien que semblables a d’autres expériences, ces études augmentent-elles le niveau de

connaissance a leur sujet : oui
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Les éudes in vitro de biocompatibilité, de prolifération cellulaire et de différentiation vers

le phénotype cartilagineux ou osseux sont réalisées pour toute association cellules/matériaux
afin de réduire le nombre d’échantillons (et donc d’animaux) pour réaliser ce type

d’expérimentation animale.
Existe-t-il d’autres études in vivo préalables a cette étude : non
Conditions d’hébergement, de suivi et d’observation des animaux pendant la durée du

protocole:

Condition d’hébergement standard a [’espece oui

Autres (précisez les conditions particuliéres demandées par |e protocole) :

Engroupe: oui Isolé: non  Caillebotis: non
(Justifier le choix)
Alimentation (spécificité, lesquelles et justifications) : granules

Autre: eau a volonté

Calendrier général du protocole (*):

Date prévisible de début du protocole : novembre 2012

Durée prévisible du protocole : ce sont des protocoles qui dureront 1 a 4 mois au total et qui
seront répétés en fonction des stratégies de réalisations de constructions biomatériaux avec ou
sans cellules complexes et dont les résultats nous permettrons de progresser dans l’évolution
de ces constructions.

(*) : prévoir au minimum 4 semaines pour l’expertise des dossiers, car le CEEA-PdL ne se

prononcera pas sur des expérimentations animales qui ont déja débuté.

Animaux intégrés aux protocoles:

Espece : souris Souche : swiss nude, ou C57BL/6 Age (en déout de protocole) :6 @ 7 Semaines
Fournisseur (coordonnées) ou élevage propre : Elevage Janvier, Le Genest S. Isle, France
Nombretotal :de5a 30 Nombre par groupe expérimental : 5a 10 Sexe: femelle
Actuellement une premiere étude associant différentes stratégies d’association de MOT,
de CSM et de greffe autologue associées a du Biphasic calcium phosphate (BCP) en sous

cutanée chezla souris nude nous a permis de voir des différences significatives pour un nombre
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d’échantillons par condition de 6 en utilisant deux implants par animal. Cette étude a été
acceptée et présentée au congres mondial des biomatériaux en Chine cette année avec Pierre

Corre comme premier auteur. Une publication est soumise.

Nature de ’expérimentation

- Prélevements de tissus apres euthanasie : oui, tissus conjonctif sous cutanée
- Biopsies apres anesthésie locale ou locorégionale : non

- Prélevements de sang : non

- Etude du comportement : non

- Etude:
- injection de drogues : ehrenigue/aigtie
- greffe de tumeurs:: chronique/algte
- greffe d’organes : chronigue/-aigtie
- implantation d'électrodes : ehronigue/-aigte
- autre acte chirurgical : chronique/ aigue
- inoculation d'agents infectieux : chronique/faigie
- manipulation du génome : chronique/aigte
- essais de thérapie génique chrenique/laigie

- induction d'une maladie expérimentale : chronigue/aigie
- inoculation de substances radioactives : chronigue/aigie

- immunisation : chronigue/aigie
- AUTRE (a préciser) :
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Description des phases expérimentales du protocole :

(2 pages maximum avec de préférence un chronogramme ou un tableau permettant d’identifier les groupes

expérimentaux et les différentes étapes du protocole dans le temps)

Les conditions possibles dans chaque type de souris sont listées ci-dessous :

Pour les souris immuno-déprimées (nude), 12 conditions:

1.
2.
3.
4.

9.

BCP (Biphasic calcium phosphate) seul = contréle négatif (-)
BCP + MOT (Moelle osseuse totale) = contrdle positif (+)
BCP + FSV (Fraction stromale vasculaire du tissu adipeux)

BCP + CSM 02D (cellules souches meésenchymateuses cultivées en conditions
ostéogéniques en 2 dimensions au fond de puits de plaques de culture puis associees
aux granules de BCP avant implantation)

BCP + CSM 03D (cellules souches meésenchymateuses cultivées en conditions
ostéogéniques en 3 dimensions sur des granules de BCP dans des plaques de culture)

BCP + hydrogels (différents hydrogels seront testés)
BCP + MOT + hydrogels
BCP+ FSV + hydrogels

BCP + MOT + MAI (molécules anti ischémie)

10. BCP + FSV + MAI

11. BCP + CSM 02D + MAI

12. BCP + CSM 03D + MAI

Chez la souris C57BL/6 (Action du systéme immunitaire), 13 conditions:

13. BCP seul = contrdle (-)

14. BCP + MOT = contrble positif (+)

15. BCP + hydrogels

16. BCP + CSM 02D

17. BCP + CSM 03D

18. BCP + CSM 02D + Hydrogels
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19. BCP + CSM 03D + Hydrogels

20. BCP + MOT + Hydrogel + MAI

21. BCP + CSM 02D + Hydrogel + MAI

22. BCP + CSM 03D + Hydrogel + MAI

23. BCP + MOT + MALT (Molécules anti Lymphbocyte T)

24. BCP + CSM 02D + MALT

25. BCP + CSM 03D + MALT

Souris C57BL/6

Sourisnude

Biomatériau |Cellules Agent moléculaire [Nombre d'animaux
BCP 3 (6 implants)
BCP MOT (murine) 3 (6 implants)
BCP FSV (humaine) 3 (6 implants)
BCP MSC 02D (murine) 3 (6 implants)
BCP MSC 03D (murine) 3 (6 implants)
BCP + hydrogel 3 (6 implants)
BCP + hydrogel |MOT (murine) 3 (6 implants)
BCP + hydrogel |FSV (humaine) 3 (6 implants)
BCP MOT (murine) MAI 3 (6 implants)
BCP FSV (humaine) MAI 3 (6 implants)
BCP MSC 02D (murine) |[MAI 3 (6 implants)
BCP MSC 03D (murine) |[MAI 3 (6 implants)

Conditions expérimentales :

Biomatériau Cedlules Agent moléculaire [Nombre d'animaux
BCP 3 (6 implants)
BCP MOT (murine) 3 (6 implants)
BCP MSC 02D (murine) 3 (6 implants)
BCP MSC 03D (murine) 3 (6 implants)
BCP + hydrogel 3 (6 implants)
BCP + hydrogel MSC 02D (murine) 3 (6 implants)
BCP + hydrogel MSC 03D (murine) 3 (6 implants)
BCP + hydrogel MOT (murine) MAI 3 (6 implants)
BCP + hydrogel MSC 02D (murine) |[MAI 3 (6 implants)
BCP + hydrogel MSC 03D (murine) [MAI 3 (6 implants)
BCP MOT (murine) MALT 3 (6 implants)
BCP MSC 02D (murine) [MALT 3 (6 implants)
BCP MSC 03D (murine) | MALT 3 (6 implants)

» PRELEVEMENT MOT : 5 C57BL/6 & (mdles pour I’hybridation in situ de suivi des
cellules dans [’hote) La moelle est récupeéree, juste apres euthanasie, a partir des 2
fémurs des souris méles C57BL/6.
1. Récupération des 2 fémurs

2: Flushing des fémurs. Le fémur est coupé a ses 2 extrémités. Il est ensuite percé au

niveau de [’extrémité proximale a [’aide d’une aiguille rose fichée dans une seringue de 5

mL contenant 3 mL de milieu a-MEM. Le flushing est effectué 3 fois (1 mL a chaque fois).

3 : La moelle osseuse est récupérée dans un Falcon 50.

4 Elle est ensuite passée a traversun tamis cellulaire en nylon de porosité 70 pm placé

sur un tube de 50 mL pour se débarrasser des agrégats cellulaires.

» PRELEVEMENT FSV: Digestion par de la collagénase d’un lipoaspirat de graisse
humaine provenant de patient(e)s ayant recu(e)s une liposuccion a la clinique Bretéche.
Le lipoaspirat est considéré comme déchet opératoire et donc recueillit aprés
consentement du patient. Le choix de la technique de prélévement est laisse au
chirurgien plasticien opérant la patiente (collaboration société STEMCIS et Clinique
Brétéché a Nantes).
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La durée de différenciation des CSV avant implantation peut étre de 14 ou 28 jours en
fonction des objectifs et ou des cellules utilisées. Concentration cellulaire d’ensemencement

90 000 CSM par cm?de biomatériau.

» |IMPLANTATION:
Les souris seront mélangées avant [ 'implantation pour une répartition aléatoire.

Le marquage des souris par poingonnage des oreilles sera effectué selon la nomenclature de
[’Organisation Mondiale de la Santé («Breeding and care of Laboratory Animals » volume 2,
page 13)

Afin de mettre en évidence une induction osseuse ectopique, les implants seront placés
en site sous cutané lombaire (2 implants animal) dans des conditions d’asepsie chirurgicale.
Les poches sont réalisées au ciseau et un tunnel sous cutané est réalisé pour que ['implant soit
éloigné de la suture. Chaque poche est suturée apres implantation. Les explants sont ensuite
prélevés pour chaque groupe aprés 4 (délai court) et 8 semaines (délai long). Pour plus

d’informations voir la partie « prélévements ».

NB: 15 minutes avant implantation: marquage DIL (rouge fluo) des cellules possible pour suivi
cellulaire. Marquage au DIL: 3 échantillons/ 6

Pour les cellules cultivées en 2D ou les cellules de la MOT ou FSV un temps d’incubation
(adhésion) des cellules au biomatériau, dans les boites avant implantation sera nécessaire et
est de 30 mn.

Quand nécessaire, [’hydrogel est adjoint a 'implant au moment de [’injection (pas en culture).

> EXPLANTATION:
Dé&ai de sacrifice= 4 ou 8 semaines

n= 6 échantillons/condition
2 implants/ animal
15mg de BCP / implant

» OBSERVATION:

Les animaux seront observés de maniere quotidienne par les animaliers de [’unité

thérapeutique expérimental e de |a faculté de médecine de Nantes.
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Acclimatation

9
> Temps
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! (en semaines)
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Anesthésie et
injection sous-
cutanée d’implant

d’ITO

Euthanasie et
préléevement des
explants du groupe
« délai court »

Euthanasie et
prélévement des
explants du groupe
« délai court »

Chronogramme de [ étude valable pour chaque groupe expérimental
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Evaluation de la douleur :

Déterminer le palier auquel votre protocole se rapporte a partir de la classification des
procédures selon leur degré de sévérité (cf annexe ci-jointe en fin de saisine)
- Faible

Méthode d’anesthésie des animaux lors des phases critiques du protocole :

Anesthésiques utilises : (Précisez la nature, les doses, les fréquences et voies d administration...)
L’anesthésie sera assurée selon le protocole suivant : induction en chambre close d’isofluorane
(Foréne, Abott, Rungis, France). L ‘anesthésie est réalisée sur un seul animal a la fois avec de
l’isoflurane 5% a 3L/min dans une boite de 3,7L.

L’anesthésie est ensuite maintenue a [’aide d 'un masque d’isoflurane a 1% et un débit de 1 a 2

L/min.

Fréguence des anesthésies : 1 fois

Méthode d’analgésie des animaux en pré ou post chirurgical :

Anal gési ques Utilisés : (Précisez la nature, les doses, les fréquences et voies d’administration...)

Une injection de Buprénorphine (Temgesic 0,3mg/ml) : 0,03ml pour kg en sous cutané.

L’ analgésique sera administré dans les 2/3 jours suivant [’opération (injection sous-cutanee)
et en cas d’un score supérieur ou égal a 6 selon la grille comportementale (voir section « points

limites »).

Devenir des animaux en fin

Intégration & un autre protocole : lequel ? (description des manipulations / expérimentations)non

Euthanasie: oui

Meéthode d’euthanasie utilisée dans le cadre de ce protocole : inhalation de CO;: augmentation
progressive du % de CO; jusqu’a perte de conscience des animaux puis saturation en CO; de la
chambre. Trois minutes apres I’arrét de la respiration, les animaux sont retirés de la chambre et nous
nous assurons de la mort de [’animal (respiration, battements cardiaque et reflexes).

S utilisation de Soluté, nom et dose utilisée:

Justification de la méthode (le cas échéant) :
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Prélevements (précisez la nature, la fréquence, le volume prélevé ainsi que les méthodes utilisées....)
Utilisation des prélevements post-mortem :

e pour le méme projet : oui (a décrire briévement)

e L’explantation sera réalisée de maniere aseptique. Les échantillons seront plongés dans un
récipiant individuel contenant un fixateur. Un code de repérage de [’échantillon sera
marqué.

e Lesexplants seront le jour méme analysés par DMA pour le suivi de leurs modifications
viscoelastiques.

e Une partie des explants sera incluse dans le GMA, puis étudiée en micro tomographie puis
microscopie éectronique puis histologie classique descriptive aprés coloration au
trichrome de Goldner.

e Une partie des explants sera décalcifiée puis incluse en paraffine pour réaliser une étude
histomorphométriqgue semi  quantitative de la repousse osseuse. Des etudes
d’immunomarquage et d’hybridation in situ seront réalisées.

e Une partie des explants sera analysée en microscopie éectronique pour quantifier la
I €POUSSE 0SSEUSe.

e Une partie des explants sera analysée en lumiére fluorescente pour analyse au
microscanner, en immunohistochimie, histologie, MO et MEB

e pour unautre projet : non

Criteres d’arrét du protocole par rapport a la souffrance et pointslimites:

(Anticiper 'inconfort ou la détresse de I'animal en déterminant le point limite a ne pas dépasser lors du protocole)

Moyens mis en ceuvre pour détecter, identifier et y mettre un terme sans délais

Aucune souffrance (ou tres faible) n'est attendue lors des manipulations prévues. Les
animaux seront observeés tous les jours. La grille comportemental e ci-dessous sera compl étée

pour chaque animal :

0 point 1 point 2 points 3 points

Perte de poids <5% 5-12% 13-20% >20%

Apparence normale Peu altérée Modér ément Trésaltérée

physique altérée

Comportement normal Peu modifié Modérément Trés modifié
modifié

Réponses normales Peu modifiées | Modérément Tres modifiées

comportementales modifiées

aux stimuli
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S e score est égal ou supérieur a 8, ’animal sera sacrifié pour des raisons éthiques et utilisé
pour des analyses histologiques.

La surveillance de la douleur sera quotidienne au moyen de [’échelle de « grimace
faciale de la souris » proposée par Langford DJ et al, Nat Methods 2010 ;7 :447-9. Cette
échelle analyse les expressions faciales des souris pour déterminer et quantifier la présence

d’une douleur physique. Les expressions faciales sont présentées dans la figure ci-dessous

Langford DJ et al, Coding of facial expressions of pain in the
laboratory mouse. Nat Methods 2010 ;7 :447-449.

Figure 1: In the MGS, intensity of each feature is coded on a three-

point scale.[For each of the five features, images of mice exhibiting

behavior corresponding to the three values are shown.

Chaqgue jour, chaque animal sera examiné pour rechercher les
expressions faciales de douleurs. En cas de présence de grimaces
faciales, les animaux recevront une dose d’analgésique
(Buprénorphine). En cas de douleur non controlées, I’animal sera
sacrifié pour raison éthique.
En cas d’apparition d’un de ces symptomes malgré le traitement antalgique adapté, [’animal
seraretiré de ! étude et euthanasié dans les plus brefs délais

Autres informations utiles pour l’étude de la saisine :
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Date: Signature du porteur du projet : Pierre Weiss

Cette signature suppose que le responsable de I’étude et le directeur de laboratoire, ou la personne responsable de
’utilisation des animaux, reconnaissent leur pleine responsabilité et leur accord avec les procédures décrites ci-
dessus. Si a un moment quelconque de cette étude, un changement dans I’utilisation des animaux doit étre apporté,
ils acceptent de soumettre un amendement au dossier au comité d’éthique. Les signataires en signant ce document,
confirment que les personnes impliquées dans cette étude possedent une formation adéquate en ce qui concerne

les conditions de maintenance et d’expérimentation animale
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ANNEXE 1: CLASSIFICATION DES PROCEDURES SELON LEUR DEGRE DE
SEVERITE
La classification de la séverité d'une procédure sera déterminée par le degré de douleur, de la

souffrance, de la détresse ou de dommage durable que peut connaitre un animal au cours d'une

procédure.

A- les différentes classes de Sévérite
Selon un groupe d ‘experts dans ce domaine, réunis a l'initiative de la Commission européenne

en juillet 2009, on peut distinguer quatre catégories de procédures :

1-Procédures sans-réanimation
Il s’agit des procédures sous anesthésie générale, aprés lesquelles les animaux sont directement

euthanasiés.

2-Procédures légeres
Procédures engendrant une douleur probable légére a court terme, de la souffrance ou de la

détresse sans détérioration significative du bien-étre animal.

3-Procédures modérées
Procédures engendrant une douleur probable modérée a court terme, ou une douleur légeére

durable, de la souffrance ou de la détresse avec une détérioration modérée du bien-&tre animal

4- Procédures séveres
Procédures engendrant une douleur probable sévére, ou une douleur modérée durable, de la

souffrance ou de la détresse avec une détérioration sévere du bien-étre animal.

B- les criteres de classification
La classification tiendra compte de toutes les interventions sur un animal dans une procédure
définie. Elle sera fondée sur les effets probables les plus séveres apres avoir appliqué toutes les

techniques de raffinement appropriées.

On doit tenir compte de plusieurs facteurs, en considérant chagque procédure au cas par cas :

e Le type de manipulation,
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e Lanature de la douleur, de la souffrance, de la détresse ou du mal-étre durable provoqué
par la procédure, son intensité, la durée, la fréquence et la multiplicité des techniques
employées

e La souffrance cumulative dans une procédure

e Les restrictions vis-a-vis des normes de bien -étre concernant 1’hébergement et les soins
habituels

e l'espéce animale, la maturité des animaux, le génotype, le sexe, I'age de I'animal

e si lI'animal doit étre réutilisé, la sevérité reelle des procédures précédentes

e les méthodes pour réduire ou éliminer la douleur, y compris le raffinement concernant
I’hébergement et les soins.

e les points limitesenvisageés.

C-Exemples de classification dans différentstypes de procédure

1-Procédure légére

Administration d’un anesthésique, a 1'exclusion d’une anesthésie réalisée dans le but d’une

euthanasie.

Etude pharmacocinétique ol une dose unique est administrée et un nombre limité d'échantillons
de sang sont prélevés (soit au total moins de 10% du volume circulant) ; la substance n'est pas

susceptible de causer d’effet indésirable détectable;

Imagerie non invasive des animaux (par exemple I'RM), avec une seédation ou une anesthésie

appropriée;

Intervention superficielle, par exemple biopsie de la queue ou des oreilles, implantation sous-

cutanée non chirurgicale des mini-pompes et des transpondeurs;

Emploi de dispositifs externes de télémétrie qui provoguent des troubles mineurs aux animaux

ou une interférence mineure avec leur activitt normale et leur comportement;

L'administration de substances par voie sous-cutanée, intramusculaire, intrapéritonéale, par
gavage , par voie intraveineuse sur les vaisseaux sanguins superficiels, lorsque la substance n'a
qu’un impact léger sur l'animal, et les volumes injectés sont dans des limites appropriées pour

la taille et I'espéce de I'animal;

Induction de tumeurs, ou tumeurs spontanées, qui ne produisent aucun signe clinique détectable

ou effets indésirables (par exemple les petits nodules sous-cutanés non invasifs);
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Elevage d'animaux génétiquement modifiés se traduisant par un phénotype sans effets négatifs

majeurs.

Régime alimentaire modifié qui ne couvre pas tous les besoins nutritionnels des animaux et qui

est susceptible d'avoir un impact clinique bénin le temps de I'étude.

Maintien en cages a métabolisme pour une durée courte  (<24h);

Etudes impliquant une privation de courte durée des partenaires sociaux, la mise en cage

individuelle pour des rats adultes ou des souris de souches sociables pendant une courte durée;

Etudes qui peuvent exposer les animaux a des stimuli nocifs qui sont brievement associés a une

douleur Iégere que les animaux peuvent éviter facilement;

Association ou accumulation des exemples suivants :

e Evaluer la composition corporelle par des mesures non invasives avec des contraintes
minimales;

e Monitorage de I'ECG par des techniques non invasives avec peu ou pas de contraintes
pour des d'animaux habitués;
Emploi de dispositifs externes de télémétrie qui sont susceptibles de ne causer aucun
traumatisme sur des animaux socialement adaptés et qui n'interférent pas avec leur
activité normale et leur comportement;

e Elevage d'animaux génétiquement modifiés qui présentent un phénotype sans effet
indésirable cliniqguement décelable;

e Ajouter des marqueurs inertes dans le régime alimentaire et en suivre le transit
digestif.

e Retrait d'aliments moins de 24h chez le rat adulte;

e Essais en plein champ

2-Procédure modérée

Application fréquente de substances d'essai qui produisent des effets cliniques modérés, et
prélevements de sang (> 10% du volume circulant) sur un animal conscient sans remplacement

du volume sanguin quelques jours apres;
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Etude pour rechercher la dose aigué, tests de toxicité chronique ou de cancérogénicité, avec des

points limites non létaux;

Intervention chirurgicale sous anesthésie générale et analgésie appropriée, associée a des
douleurs, souffrance ou une altération de I'état général post-chirurgicales. Voici quelques
exemples: thoracotomie, craniotomie, la laparotomie, orchidectomie, lymphadénectomie,
thyroidectomie, chirurgie orthopédique, avec la stabilisation et la gestion efficace des plaies, la
transplantation d'organes avec une gestion efficace des rejets, implantation chirurgicale de
cathéters ou de dispositifs biomédicaux (par exemple les émetteurs de télémétrie, mini-pompes,

etc.) :

Modeéles d'induction de tumeurs ou tumeurs spontanées, qui devraient provoquer une douleur

modérée ou une détresse ou des troubles modérés du comportement normal;
Irradiation ou chimiothérapie avec une dose sub létale, ou avec une dose létale mais avec la
reconstitution du systeme immunitaire. On peut s'attendre a des effets indésirables légers ou

modérés, et de courte durée (<5 jours);

Elevage d'animaux génétiquement modifiés dont le phénotype présente des effets négatifs

modérés;

Creation d'animaux génétiquement modifiés avec interventions chirurgicales;

Utilisation de cages a métabolisme impliquant une restriction modérée du mouvement sur une

période prolongee (jusqu'a 5 jours);
Etudes avec des régimes alimentaires modifiés qui ne couvrent pas tous les besoins nutritionnels
des animaux et qui sont susceptibles de causer des anomalies cliniques modérées tout au long

de I'étude;

Restriction alimentaire sur 48 heures chez le rat adulte;
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Provocation de situations de fuite ou d'évitement par un stimulus auquel I’animal est incapable

d'échapper, et qui devraient entrainer une détresse modérée.

3- Procédure sévere

Tests de toxicité avec la mort comme point limite, ou lorsque des accidents mortels sont
prévisibles avec induction d’un état physiopathologique sévére. Par exemple, une dose unique

lors de tests de toxicité aigué (voir les directives de test de I'OCDE);

Test d'un dispositif médical lorsque son absence de maitrise peut causer de graves douleurs ou

la mort de lanimal (par exemple dispositifs  d'assistance  cardiaque);

Tests d'activité des vaccins caractérisés par un traumatisme persistant de I'état de I'animal, une

maladie évolutive qui méne a la mort, associés a de la douleur modérée sur une longue durée;

Irradiation ou chimiothérapie avec une dose létale sans reconstitution du systéme immunitaire,

avec production ou reconstitution du greffon contre I'nte;

Modeéles avec induction de tumeurs ou tumeurs spontanées, qui devraient provoquer une
maladie létale évolutive associée a une douleur modérée de longue durée. Exemple : tumeurs
causant de la cachexie, tumeurs invasives des 0s, tumeurs avec dissémination métastatique et

tumeurs s'ulcérant;
Interventions chirurgicales ou autres chez les animaux sous anesthésie générale, qui devraient
entrainer une douleur postopératoire sévere ou modérée et persistante, ou une insuffisance
persistante de I'état général des animaux. Production de fractures instables, thoracotomie sans

analgésie adéquate, ou traumatisme produisant plusieurs défaillances d'organes;

Transplantation d'organes, ou le rejet d'organe est susceptible de conduire a un état de détresse

ou une altération de I'état général des animaux (xénotransplantation, par exemple);

Elevage d’animaux présentant des troubles génétiques qui devraient entrainer une déficience
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grave et persistante de I'état général, par exemple la maladie de Huntington, la dystrophie

musculaire, modéles de névrite chronique récidivante;

Utilisation de cages de métabolisme impliquant une forte restriction de mouvement sur une

période prolongée;

Choc electrique incontournable (par exemple pour produire une impuissance acquise);

Isolement complet d'especes sociales, par exemple chiens et primates non humains, pendant

des périodes prolongées

Stress induit pas une immobilisation pour obtenir des ulcéres gastriques ou une insuffisance

cardiaque chez le rat;

Nage forcée ou tests d’exercices avec 1’épuisement comme point limite
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Utiliser en priorité¢ les médicaments vétérinaires prévus pour 1’espéce avec les indications

thérapeutiques correspondant ;

Lorsqu'aucun médicament vétérinaire autorisé' et approprié” n'est disponible®, vous pouvez

utiliser :

@ en premicre intention, un médicament vétérinaire autorisé pour des animaux d’une autre
espece dans la méme indication thérapeutique ou pour des animaux de la méme espéce

dans une indication thérapeutique différente,

@si un tel médicament n’existe pas, vous pouvez alors utiliser un médicament vétérinaire

autorisé destiné a une autre espece pour une autre indication thérapeutique,

®si les médicaments mentionnés précédemment n’existent pas, vous pouvez alors utiliser

un médicament a usage humain.

NB : Les préparations extemporanées sont strictement interdites dans un EEA.

Conditions de stockage :

1./Lieu de détention :

Les médicaments détenus doivent étre stockeés dans un local ou dispositif :

- permettant leur séparation de tout autre produit,

- fermant a clé si les médicaments appartiennent aux catégories suivantes (articles
L.5132-1 du code de santé publique) : substances dangereuses, stupéfiantes,
psychotropes et figurant sur les listes | et II.

2./ Enregistrement :

Les entrées et sorties par ordre chronologiques, comportant les renseignements suivants (article

L .5132-2 du code de santé publique) doivent étre enregistrés.

- Nom du titulaire de l'autorisation d'expérimenter utilisant le médicament
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- Nom du médicament

- Quantité entrées et quantités retirées du stock et numeéro du lot
- Date de délivrance

- ldentification des animaux de destination ou d'essai

- Indication du traitement

Ces enregistrements, effectués par le responsable, sont a conserver pendant 10 ans.
Par ailleurs, en dehors des protocoles expérimentaux, les animaux malades ou blessés doivent

obligatoirement étre examinés par un vétérinaire inscrit a I'ordre des vétérinaires conformément
aux article R* 241-9 a R* 241-15 du code rural.
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ANNEXE 1V : Dossier desaisine
Etude de différentes procédures d’ingénierie tissulaire osseuse sur le

modele de défaut critique de calvaria chez lerat nude.
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DEMANDE D’ AUTORISATION DE PROJET UTILISANT DES
ANIMAUX A DES FINS SCIENTIFIQUES

Ce formulaire a pour objectif de rassembler les informations permettant au comité d’éthique
dont reléve I’'établissement utilisateur ou sera réalisé le projet utilisant des animaux a des fins
scientifiques, d’évaluer éthiquement le projet et au Ministére de I’'Enseignement Supérieur et
de la Recherche d’autoriser le projet suite a I’évaluation éthique.

Le fichier de ce formulaire ainsi que la notice d’aide pour le renseigner peuvent étre demandés
a :[autorisation-projet@recherche.gouv.fr]|

Le projet est défini comme un programme de travail répondant a un objectif scientifique défini,
utilisant un ou plusieurs modeéles animaux et impliquant une ou plusieurs procédures
expérimentales (article R-214-89 du Code rural et de la péche maritime).

Le formulaire renseigné sera envoyé par lettre recommandée avec accusé de réception a
'adresse suivante :
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche — Direction Générale pour la Recherche et
I'Innovation — Secrétariat « Autorisation de projet » - 1, rue Descartes, 75231 PARIS cedex 5

N.B. A I’exception des duplications des blocs permises et repérées par .., aucune modification
des items de ce formulaire ne doit étre effectuée.

1. INFORMATIONS GENERALES

1.1. TITRE DU PROJET :
Etude de différentes procédures d’ingénierie tissulaire osseuse sur le modéle
de défaut critique de calvaria chez le rat nude.

1.2. Durée du projet :
| 36 mois

1.3. Date prévue de début du projet :
| 11 février 2013

2. RESUME NON TECHNIQUE

Les fentes labio-maxillo-palatines représentent la malformation faciale la plus
fréquente (1/700 naissances). Une des étapes essentielles dans la prise en charge
est la greffe osseuse qui améliore les conditions de I'éruption dentaire et la
croissance faciale. Cette intervention requiert la mise en place d’'un greffon osseux
autologue. Ce prélevement peut étre responsable de douleurs post-opératoires et
constitue une source potentielle de complication (cicatrice et infection).

De nombreuses équipes tentent de trouver une alternative efficace a la greffe
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osseuse. Ainsi les céramiques phosphocalciques peuvent constituer une alternative
intéressante lorsque le site receveur est sain. Cependant les faibles capacités de
cicatrisation de I'os hypotrophique (cicatriciel, hypoplasique ou irradié¢) ne donnent
pas de bons résultats avec ces biomatériaux. Dans le but d’améliorer la cicatrisation
osseuse, les procédures d’ingénierie tissulaire osseuse (ITO) permettent d’associer
les biomatériaux avec une source cellulaire ostéogénique.

Un des modéles classiquement utilisés pour étudier la régénération osseuse
est celui des deéfauts osseux de calvaria sur des rongeurs. Les travaux
précédemment menés, utilisant ce modéle, ont montré I'intérét d’associer une greffe
de moelle osseuse totale (MOT), a une céramique pour favoriser la repousse
osseuse dans ces territoires a faible trophicité. Les résultats obtenus par cette
association sont comparables a ceux obtenus par la technique de référence (greffe
osseuse) sur un modele expérimental (en cours de publication).

Une autre source de cellules ostéogéniques est le tissu adipeux. En effet la
fraction stromale du tissu adipeux (FSV) contient, comme la moelle osseuse, des
cellules souches mésenchymateuses (CSM). Ces cellules ont montré un potentiel
ostéogénique apres association avec des céramiques phosphocalciques. Tout
comme la MOT, l'utilisation de la FSV ne requiert qu’un seul temps opératoire. Le
tissu adipeux est par ailleurs prélevable de maniére peu traumatique. Toutefois, peu
d’études portent sur le potentiel ostéogénique de la FSV totale (sans isolation des
CSM) couplé a des biomatériaux.

Nous souhaitons valider les résultats de la greffe de MOT obtenus chez
'animal avec de la MOT humaine, et investiguer le potentiel de la FSV humaine pour
des procédures d’ITO, avant une mise en application humaine. Pour cela, il est
indispensable de comparer les greffes de MOT humaine et de FSV humaine avec
les procédures d’'ITO a partir de MOT murine (1), de CSM de la moelle osseuse
humaine (2) et murine (3) et de CSM du tissu adipeux humain (4) dans un méme
modele pré-clinigue immuno-déficient chez le rat.

Pour cela une étude sur 8 conditions devra étre répétée avec au moins 3
donneurs de cellules différents pour obtenir un résultat reproductible, soit un total de
78 animaux prévus. Le nombre de 6 défauts par conditions prend en compte la
puissance statistique recherchée en réduisant au maximum le nombre d’animaux
nécessaires (réduire). Chaque étape de I'étude est mise en place en tenant compte
du bien étre de I'animal de son arrivée dans I'animalerie spécialisée a son sacrifice
pour analyse a la fin de I'étude, en cas de douleur des animaux malgré l'injection
d'analgésique durant les 7 semaines de I'étude, ceux-ci seront sacrifiés pour mettre
fin aux douleurs et les explants seront analysés en tenant compte du délai atteint
(raffiner).

L’objectif final de cette étude est de montrer qu'’il est possible grace a un
procédé d’ITO intra-opératoire d’égaler les résultats de la greffe osseuse autologue
sans recours a un prélévement osseux ou une procédure lourde d’ITO, et de réduire
les contraintes imposées au patient en diminuant la morbidité de la procédure. Cette
étude preé-clinique se justifie par les résultats obtenus sur les cellules souches de
moelle osseuse et du tissu adipeux in vitro, résultats qui montrent une capacité de
différenciation de ces cellules au contact des biomatériaux vers une voie de
différenciation ostéogénique. Cette étude pré-clinique est une étape nécessaire pour
le transfert vers I'hnomme des procédures les plus prometteuses et il n'est donc pas
possible de remplacer ce modele par un modele ex-vivo qui ne nous informerait pas
de la réponse de l'organisme aux différentes procédures de régénération osseuse
(remplacer).
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Si les résultats de I'étude pré-clinique avec de la MOT et/ou de la FSV
humaines sont conformes a ceux obtenus avec de la MOT murine, une étape
supplémentaire sera franchie en vue d’une application dans le traitement des fentes
labio-palatines chez 'lhomme.

3. INFORMATIONS ADMINISTRATIVES ET REGLEMENTAIRES

3.1.1. Agrément de I’EU ou seront utilisés les animaux :
o Nom : Unité Thérapeutique Expérimentale : UTE
Numéro d’agrément : C44015
Date de délivrance de 'agrément : renouvelée en mai 2008
Nom et prénom du responsable : Rédini Francoise
Adresse électronique du responsable :|francoise.redini@univ-nantes.fr|
Nom et prénom de la personne délégataire du responsable présente dans
I'EU : Yohann ALLAIN (niveau Il en 2004)
Adresse électronique de ce délégataire : Yohann.Allain@univ-nantes.fr

O O O O O

O

3.1.2. Comité d’éthique agréé par le MESR dont reléve I’'EU :
| CEEA Pays de la Loire |

3.1.3. Responsable(s) de la mise en ceuvre générale du projet dans I’EU et de
sa conformité a I’autorisation de projet :

Nombre de responsables :
[1 |

Responsable :
o Nom et prénom : Weiss Pierre

o Adresse postale (avec le nom du laboratoire) : LIOAD/ U791, 1 place
Alexis Ricordeau 44042 Nantes cedex 1

o Adresse électronique : pierre.weiss@univ-nantes.fr

o Téléphone : 0687741055

3.1.4. Responsable(s) du bien-étre des animaux :

Nombre de responsables :

1

Responsable :
o Nom et prénom : Guylene HAMERY (niveau Il en 2005)

o Adresse postale (avec le nom du laboratoire) : UTE UFR de médecine
Nantes
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o Adresse électronique :|guylene.hamery@univ-nantes.frjou[ute @univ-

nantes.fr|

o Téléphone : 02.40.41.29.56

- Compétences des personnes participant au projet :

= laconception des procédures expérimentales et des projets  ®oui O non

= lapplication de procédures expérimentales aux animaux ®oui O non
= |es soins aux animaux ® oui O non
= |amise amort des animaux ® oui O non

3.3.1. L’objectif du projet :
Est-il :
o justifié du point de vue éducatif ?
o requis parlaloi ?
o justifié du point de vue scientifique ?

® OO0

o Informations sur cette justification :

Une étude sur des rats Lewis, une souche de rats syngéniques a permis de tester
la faisabilité du modéle entre nos mains mais ne permet pas d'utiliser des cellules
humaines (systeme immunitaire efficace). Nous souhaitons donc transférer ce
modele sur une souche de rat nude immunodéficiente afin de tester une nouvelle
source de cellules (FSV) et d’utiliser des cellules humaines pour se rapprocher de
I'application clinique.

3.3.3. Description du projet :

Les études seront réalisées sur des rats, « nude », issus du centre d’élevage
de Charles River. Un délai d’acclimatation d’'une semaine sera respecté.

Démarche A: Evaluation et comparaison de la régénération osseuse sur un modele
de défaut osseux de calvaria : Différentes sources cellulaires seront implantées de
maniére _extemporané en association avec un biomatériau_d’ingénierie tissulaire
osseuse chez le rat nude.

La chirurgie sera répartie sur plusieurs jours. Pour les groupes contenant une
association de biomatériau et d’'une source cellulaire non cultivée, un délai de 30min
d’adhérence de ces cellules au biomatériau sera respecté.

Aprés 7 semaines, les animaux seront euthanasiés : anesthésie par induction
en chambre close d’isofluorane puis injection intracardiaque de thiopental sodique
(Nesdonal® 0,5-1 mL par animal) ; les implants seront récupérés afin d’effectuer des
analyses histologiques et microscopiques du tissu formé. L’explantation des
calvarias sera réalisée de maniére aseptique.
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Démarche B: Evaluation et comparaison de la régénération osseuse sur un modele
de défaut osseux de calvaria : Différentes sources cellulaires seront cultivées et
différenciées in vitro en association avec un biomatériau d’ingénierie tissulaire
osseuse puis implantées chez le rat nude.

Apres 7 semaines, les animaux seront euthanasiés, comme précédemment
décrit, pour récupérer les implants afin d’effectuer des analyses histologiques et
microscopiques du tissu formé. L’explantation des calvarias sera réalisée de
maniére aseptique.

OBSERVATION:
Les animaux seront observés de maniére quotidienne par les animaliers de
I'unité thérapeutique expérimentale de la faculté de médecine de Nantes.

SOURCES CELLULAIRES :

Cellules humaines : La moelle osseuse humaine, la fraction stromale vasculaire du
tissu adipeux sont récupérés a partir de déchets opératoires d’opérations humaines
ayant lieu le méme jour (patients informés et consentants).

Moelle Osseuse Totale murine (mMOT) :
Deux rats Lewis seront utilisés pour le prélévement de la moelle osseuse

murine.

- euthanasie des animaux (Anesthésie par induction en chambre close
d’isofluorane puis injection intracardiaque de nesdonal (0,5-1 mL par animal)

- section des fOts fémoraux, tibiaux et huméraux aux extrémités
épiphysaires distale
et proximale a I'aide d’'un disque diamanté sur piéce a main sous hotte

- recueil du contenu médullaire extemporanément : instillation de 1 ml
de milieu complet dans chaque os dans I'extrémité proximale du f(t, puis recueil du
contenu médullaire a I'extrémité opposée déclive par entrainement

- récupération et élimination du surnageant

- conservation dans un tube hépariné Venoject Il (Terumo Europe,
Louvain, Belgique) aprés comptage sur cellule de Malassez aprés centrifugation

Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM) :

Les CSM de la moelle osseuse humaine (hCSMO) et murines (MCSMO) ont
été obtenues par culture cellulaire de moelle osseuse humaine ou murine.

Les CSM adipeuses humaines (hCSA) ont été obtenues aprés mise en
culture de hFSV obtenue par digestion enzymatique d’un lipoaspirat.

N (o]

animal Défaut gauche Défaut droit
1 MOT humaine +Biomatériau Greffe osseuse humaine
2 MOT humaine +Biomatériau Greffe osseuse humaine
3 MOT humaine +Biomatériau Greffe osseuse humaine
4 MOT humaine +Biomatériau Greffe osseuse humaine
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5 MOT humaine +Biomatériau Greffe osseuse humaine

6 MOT humaine +Biomatériau Greffe osseuse humaine

7 Biomatériau seul = contréle biomatériau
8 Biomatériau seul = contréle biomatériau
9 Biomatériau seul = contréle biomatériau
10

11

12

13 FSV humaine+ Biomatériau Biomatériau seul = contréle biomatériau
14 FSV humaine+ Biomatériau Biomatériau seul = contréle biomatériau
15 FSV humaine+ Biomatériau Biomatériau seul = contréle biomatériau
16 FSV humaine+ Biomatériau

17 FSV humaine+ Biomatériau

18 FSV humaine+ Biomatériau

19 CSM adipeuse humaine + Biomatériau
20 CSM adipeuse humaine + Biomatériau
21 CSM adipeuse humaine + Biomatériau
22 CSM osseuse murine + Biomatériau
23 CSM osseuse murine + Biomatériau
24 CSM osseuse murine + Biomatériau
25 CSM adipeuse humaine + Biomatériau CSM osseuse murine + Biomatériau
26 CSM adipeuse humaine + Biomatériau CSM osseuse murine + Biomatériau
27 CSM adipeuse humaine + Biomatériau CSM osseuse murine + Biomatériau

Exemple de tableau de répartition des différentes conditions dans |es défauts de calvaria des différents rats

Temps en semaines

comblement du
défaut

! 8 10

N

L
Démarche INE >
A Acclimatation » Stabulation pendant 7 semaines des rats :
1 :
. L]
* .
L
Création et :
comblement du .

Démarche défaut € e : -
L]
B Acclimatation | Stabulation pendant 7 semaines des rats »
: -
: L]
. L
.
Création et .
:
L
.
.
.
.
L

Culture de mCSMO,
hCSMO et hCSA

Euthanasie et prélévement des
calvarias pour analyses
histologiques et microscopique

Chronogramme possible de I’étude de procédés d’ingénierie tissulaire osseuse en défaut critique de calvaria

chez lerat nude

Le délai entre les 2 démarches peut varier en fonction du temps

d’amplification des cellules et des disponibilités d’hébergement.
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Ce projet a déja fait I'objet d’'une évaluation par le comité de saisine des Pays
de la Loire (dossier Saisine 2012.250 CEEA PDL)

3.3.3. Précisez, le cas échéant, la ou les méthodes de mise a mort prévue(s) :
7 semaines apres lI'implantation les animaux seront sacrifiés. Anesthésie par
induction en chambre close d’isofluorane puis injection intracardiaque de nesdonal
(0,5-1 mL par animal)

3.3.4. Précisez, le cas échéant, les éléments scientifiques justifiant la demande
de dérogation concernant la méthode de mise a mort envisagée :

| |

3.3.5. Stratégie d’expérimentation ou d’observation et approche statistique
utilisée afin de réduire au minimum le nombre d’animaux, la douleur, la
souffrance et 'angoisse, infligées et I'impact environnemental, le cas échéant —
si une étude statistique est prévue, indiquez et justifiez les tests choisis :
Des études antérieures ont permis de démontrer que le nombre de 6 défauts par
groupe permet d’obtenir une puissance statistique suffisante pour observer les
différences entre les groupes. Ces études ont permis d’observer que les animaux
ne montrent pas de signes de souffrance suite a la création du défaut. Seules les
lésions de grattage sur la zone opérée paraissent retentir sur le bien étre des
animaux. Pour limiter ce risque, les animaux sont isolés pendant 1 semaines aprés
'opération et en cas de signes de démangeaisons, un antalgique (paracétamol) est
administré par voie orale aux animaux concernés a raison de 0,30mg par jour de
paracétamol par animal.

3.4.1. Justifiez la nécessité d’avoir recours a des animaux pour atteindre les
objectifs du projet :
Afin de développer des techniques et protocoles chirurgicaux qui seront utilisés chez
'homme, la démonstration d’'une preuve de concept sur le petit animal est
nécessaire.

3.4.2. Espéces animales ou types d’animaux utilisés :
Souris (Mus musculus)
Rats (Rattus norvegicus)
Cobayes (Cavia porcellus)
Hamsters (syriens) (Mesocricetus auratus)
Hamsters (chinois) (Cricetulus griseus)
Gerbilles de Mongolie (Meriones unguiculatus)
Autres rongeurs (Rodentia)
Lapins (Oryctolagus cuniculus)
Chats (Felis catus)
Chiens (Canis familiaris)
Furets (Mustela putorius furo)
Autres carnivores (carnivora)

OO0O0OoOo0oO0O0oooOwO
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Chevaux, anes et croisements (Equidae)

Porcs (Sus scrofa domesticus)

Caprins (Capra aegagrus hircus)

Ovins (Ovis aries)

Bovins (Bos primigenius)

Prosimiens (prosimia)

Ouistitis et tamarins (par exemple, Callithrix jacchus)

Singe cynomolgus (Macaca fascicularis)

Singe rhésus (Macaca mulatta)

Vervets chlorocebus spp. (généralement soit pygerythrus, soit sabaeus)
Babouins (Papio spp.)

Saimiris (par exemple, Saimiri sciureus)

Autres espéces de primates non humains (autres especes de Ceboidea
et Cercopithecoidea)

Singes anthropoides (Hominoidea)

Autres mammiferes (autres Mammalia)

Poules domestiques (Gallus gallus domesticus)

Autres oiseaux (autres Aves)

Reptiles (Reptilia)

Grenouilles Rana (Rana temporaria et Rana pipiens)
Grenouilles Xenopus (Xenopus laevis et Xenopus tropicalis)
Autres amphibiens (autres Amphibia)

Poissons zébres (Danio rerio)

Autres poissons (autres Pisces)

Céphalopodes (Cephalopoda)

O00000000000 OO000000000oo0

3.4.3. Justifiez la pertinence de I’(des) espéce(s) animale(s) choisie(s) :
Le modele de régénération osseuse chez le rongeur est bien décrit dans la
littérature. Le choix du rat permet de travailler sur des proportions convenables d’os
arégénerer et les outils d’'analyses chez ces animaux sont tres développés : scanner
petit animal, anticorps disponibles contre les antigeénes murins, outils de chirurgie
adaptés.

3.4.4. S’agit-il de spécimens d’espéces menacées énumérées a I’annexe A du

reglement (CE) n°® 338/97 du Conseil du 9 décembre 1996 relatif a la protection

des espeéces de faune et de flore sauvages par le contrdle et leur commerce ?
Ooui enon

Si oui, éléments scientifigues démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres espéces que celles
énumérées dans cette annexe :

3.4.5. S’agit-il de spécimens de primates non humains ? Ooui enon
Si oui, éléments scientifigues démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres espéces de primates
non humains
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3.4.6. S’agit-il d’animaux capturés dans la nature ? oOoui enon
Si oui, éléments scientifiques démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres animaux que ceux
capturés dans la nature :

|

3.4.7. S’agit-il d’animaux d’espéces domestiques, errants ou vivant a I’état

sauvage ? O oui enon
Si oui, éléments scientifigues démontrant que la finalité de la procédure
experimentale ne peut étre atteinte qu’en utilisant ces animaux.

3.4.8. Catégorie des animaux utilisés dans le projet :
Animaux tenus en captivité (domestiqgues ou non domestiques) O
Animaux non domestiques non tenus en captivité O
Animaux génétiquement altérés |

o Animaux non domestiques non tenus en captivité
= Siles animaux utilisés sont des spécimens d’espéces protégées
en application de I’article L. 411-1 du Code de I’environnement,
indiquez les références de la dérogation accordée pour effectuer la
capture des animaux dans le milieu naturel (4° de I’article L. 411-2
du Code de I’environnement) :

= Siles animaux utilisés sont des spécimens d’espéces dont la
chasse est autorisée, indiquez ici les références de I'autorisation
de prélevement accordée pour effectuer la capture des animaux
dans le milieu naturel (article L. 424-11 du Code de
I’environnement) :

» Justification scientifique montrant que I’objectif de la procédure
expérimentale ne peut étre atteint en utilisant un animal élevé en
vue d’une utilisation dans des procédures expérimentales :

o Animaux génétiquement altérés

= Animaux génétiguement modifiés eoui Onon
Sioui:

e Création d’une lignée Ooui enon

¢ Maintien d’une lignée établie et/ou utilisation eoui Onon

o Phénotype non dommageable eoui Onon

o Phénotype dommageable Ooui enon
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= Souche mutante autre ooui enon

Sioui :

e Création d’un mutant Ooui Oonon

¢ Maintien d’une lignée établie et/ou utilisation Ooui Onon
o Phénotype non dommageable Ooui Onon
o Phénotype dommageable Ooui Onon

3.4.9. Origine des animaux tenus en captivité :
o Les animaux destinés a étre utilisés dans les procédures expérimentales

appartenant aux especes dont la liste est fixée réglementairement sont-ils
élevés a cette fin et proviennent-ils d’éleveurs ou de fournisseurs
agréés ?
® oui Onon
= Sioui, nombre d’établissements éleveur ou fournisseur agréés
fournissant tout ou partie des animaux du projet :

1

Etablissement :
e Nom:

| CHARLES RIVER LABORATORIES FRANCE

e Adresse postale:

| 69592 L’Arbresle Cedex FRANCE

e Animaux fournis :

| Rats Nude NIH et Rats Lewis

= Si non, justifier scientifiquement I'utilisation d’animaux qui ne

proviennent pas d’éleveurs ou de fournisseurs agréés :

Votre propre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux
du projet ? Ooui enon

Un autre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux du
projet ? Ooui enon

Nombre d’établissements éleveur occasionnel non agréés fournissant
tout ou partie des animaux du projet ?

0

Etablissement :
e Nom:

e Adresse postale :

e Animaux fournis :
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o Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur localisés dans des Etats
membres autres que la France fournissant tout ou partie des animaux du
projet ?

|0

Etablissement :
Nom de cet éleveur ou fournisseur et pays :

|

o Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur localisés dans des pays
tiers fournissant tout ou partie des animaux du projet ?

0

Etablissement :
Nom de cet éleveur ou fournisseur et pays :

o Les animaux sont-ils des animaux réutilisés d’un projet précédent ?
ooui
enon
Si oui, veuillez compléter le chapitre 4.3 de ce formulaire.

3.4.10. Nombre estimé d’animaux utilisés dans le projet :

| 26 par étude soit 78 pour 3 études avec des donneurs différents

o Justification de ce nombre pour chacune des especes animales
utilisées :

24 rats nude par étude permettent de faire 8 groupes d’étude (2 défauts par rat et 6
défauts par groupe). Afin de faire le contrble positif d’ingénierie tissulaire osseuse chez
le rat, 2 rats Lewis sont nécessaire pour isoler la moelle osseuse totale.

3.4.11. Indiquez a quel(s) stade(s) de développement les animaux seront
utilisés et le justifier :

Les animaux seront utilisés apres la fin de la croissance des os du crane, a partir de 2
mois (8 semaines), afin d’avoir un os mature a régénérer.

3.4.12. Indiquez le sexe des animaux utilisés et le justifier :

Les animaux utilisés sont des femelles. Ce choix permet d’éviter les rivalités de
dominance que I'on observe chez les méles et qui peuvent pousser les animaux a se
battre entre eux.
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3.4.13. Indiquez pour chaque espece les points limites adaptés, suffisamment

prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a son minimum,

sans remettre en cause les résultats du projet :

Aucune souffrance (ou trés faible) n'est attendue lors des manipulations prévues. Les
animaux seront observeés tous les jours.
La grille comportementale ci-dessous sera complétée pour chaque animal :

0 point 1 point 2 points 3 points

Perte de poids <5% 5-12% 13-20% >20%

Apparence normale Peu altérée Modérément Trés altérée

physique altérée

Comportement normal Peu modifié Modérément Trés modifié
modifié

Réponses normales Peu modifiées | Modérément Trés

comportementales modifiées modifiées

aux stimuli

Si le score est supérieur ou égal a 5, 'animal recevra un antalgique. En cas d’apparition
d’'un de ces symptdbmes malgré le traitement antalgique adapté, I'animal sera retiré de
I'étude et euthanasié dans les plus brefs délais.
Si le score est égal ou supérieur a 8, 'animal sera sacrifié pour des raisons éthiques et
utilisé pour des analyses histologiques.

4. LES PROCEDURES EXPERIMENTALES

A - La recherche fondamentale.

B - Les recherches transactionnelles ou appliquées menées pour :
- la prévention, la prophylaxie, le diagnostic ou le traitement de maladies, de mauvais
états de santé ou d’autres anomalies ou de leurs effets chez ’lhomme, les animaux

ou les pl

antes ;

- 'évaluation, la détection, le contrdle ou les modifications des conditions
physiologiques chez 'lhomme, les animaux ou les plantes ;
- le bien-étre des animaux et 'amélioration des conditions de production des animaux
élevés a des fins agronomiques.

O

C - L'une des finalités visées au point précédent (B) lors de la mise au point, de la
production ou des essais de qualité, d’efficacité et d'innocuité de médicaments a

usage humain ou vétérinaire, de denrées alimentaires, d’aliments pour animaux et
d’autres substances ou produits.

O
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D - La protection de I'environnement naturel dans l'intérét de la santé ou du bien-étre
de 'lhomme ou de I'animal.
O

E- La recherche en vue de la conservation des especes. O
F- L’'enseignement supérieur, ou la formation professionnelle ou technique

conduisant a des métiers qui comportent la réalisation de procédures expérimentales
sur des animaux ou les soins et I'entretien de ces animaux, ainsi que la formation

professionnelle continue dans ce domaine. O
G - Les enquétes médico-légales. O
1

4.2.1 NOM DE LA PROCEDURE EXPERIMENTALE N° 1 :

Création d’un défaut osseux au niveau de la calvaria et traitement par des
procédures d’ingénierie tissulaire osseuse

- PROPOSITION DE CLASSIFICATION DE LA PROCEDURE SELON LE DEGRE
DE SEVERITE (conformément a I'annexe de I'arrété relatif a 'autorisation de projet) :
O classe légére

® classe modérée

O classe sévere

O classe sans réveil

- Description détaillée de la procédure expérimentale :

- Pertinence et justification de la procédure expérimentale :
Cette procédure sert a créer 2 défauts au niveau de la calvaria (os du crane) des animaux
afin de les traités ensuite par des procédures d’ingénierie tissulaire osseuse et de
quantifier la repousse osseuse selon les procédures mises en place. Cette étape est
essentielle pour déterminer I'approche la mieux adaptée pour prendre en charge des
pertes osseuses chez ’homme.

- Indiguez le nombre de lots et le nombre d’animaux par lots, et les justifier :

Les animaux sont répartis par groupes de 6. En effet, 6 défauts sont réalisés par groupe
d’étude et un méme rat (qui aura 2 défauts) sera traité par 2 procédures différentes afin
de répartir les procédures dans différents rats et de limiter les impacts d’une perte de
I'animal si son sacrifice s’avére nécessaire (en cas de douleur au dela du point limite
précédemment décrit. 4 lots de 6 rats, a raison de 2 défauts par rat — donc 8 techniques
d’ITO testées. 6 défauts par techniques permettent des résultats statistiquement
valables.
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- Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s)
volume(s) préleves :

- Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la
souffrance et I'angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques,
anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences
d’administration), y compris le raffinement des conditions d’hébergement,
d’élevage et de soins :

| Le prélévement de la calvaria sera effectué aprés euthanasie de I'animal (point 3.3.3)

- Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et
d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

Un antalgiqgue morphinomimétique sera administré en injections sous cutané, en post-
opératoire immédiat. De plus comme indiqué au paragraphe traitant du point critique
(3.4.13), en fonction de I'évaluation de la douleur sur les animaux nous renouvellerons
I'injection si nécessaire les jours suivants : (Buprénorphine (Buprecare ®0,3mg/ml) :
0,03ml pour kg en sous cutané), ainsi que I'administration de paracétamol par voie orale
(dilué dans les biberon d’eau a raison de 0,30mg de paracétamol par jour par rat)

- Indiquez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation a
'anesthésie des animaux :

- Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux
conditions d’hébergement des animaux :

- Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifié des procédures
expérimentales, le cas échéant :

- Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale :
o mise a mort ? [ |
précisez les animaux concernés :

Les analyses histologiques nécessaires a I'étude seront réalisées aprés prélévement de
la calvaria et donc euthanasie de tous animaux.

o animal gardé en vie ? O
précisez les animaux concernés et si la décision a été prise par le
vétérinaire ou toute autre personne compétente désignée par le
responsable du projet :

o placement ou mise en liberté des animaux ? O
précisez les animaux concerneés :
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4.2.2 NOM DE LA PROCEDURE EXPERIMENTALE N° 2 :

- PROPOSITION DE CLASSIFICATION DE LA PROCEDURE SELON LE DEGRE
DE SEVERITE (conformément a I'annexe de I'arrété relatif a I'autorisation de projet) :
O classe légére

O classe modérée

O classe sévere

O classe sans réveil

- Description détaillée de la procédure expérimentale :
- Pertinence et justification de la procédure expérimentale :

- Indiquez le nombre de lots et le nombre d’animaux par lots, et les justifier :

- Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s)
volume(s) préleves :

- Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la
souffrance et 'angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques,
anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences
d’administration), y compris le raffinement des conditions d’hébergement,
d’élevage et de soins :

- Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et
d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

- Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation a
'anesthésie des animaux :

- Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux
conditions d’hébergement des animaux :

- Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifié des procédures
expérimentales, le cas échéant :

|
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- Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale :
o mise a mort ? O
précisez les animaux concernes :

o animal gardé en vie ? O
précisez les animaux concernés et si la décision a été prise par le
vétérinaire ou toute autre personne compétente désignée par le
responsable du projet :

o placement ou mise en liberté des animaux ? O
précisez les animaux concernés :

- GRAVITE REELLE DES PROCEDURES EXPERIMENTALES
ANTERIEURES :

O légeére

O modérée

O sévere

Précisez les éléments scientifiques justifiant la demande de dérogation pour
autant que les animaux n’aient pas été utilisés plus d’'une fois dans une
procédure expérimentale entrainant une douleur intense, de I'angoisse ou une
souffrance équivalente :

- Effet cumulatif de cette réutilisation sur les animaux :

- L’avis vétérinaire est-il favorable en prenant en considération le sort de
I'animal concerné sur toute sa durée de vie ? Ooui Onon

- L’animal réutilisé a-t-il pleinement recouvré son état de santé et de bien-étre
général ? oOoui Onon

- De quelle(s) procédure(s) expérimentale(s) du projet s’agit-il ?

- Justifiez scientifiquement les raisons a 'origine d’'une demande de
dérogation :
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ANNEXE V : Dossier de saisine
Etude de différentes procédures d’ingénierie tissulaire osseuse sur

le modele de défaut critique de calvaria chez lerat
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DEMANDE D’ AUTORISATION DE PROJET UTILISANT DES
ANIMAUX A DES FINS SCIENTIFIQUES

Ce formulaire a pour objectif de rassembler les informations permettant au comité d’éthique
dont reléve I'établissement utilisateur ou sera réalisé le projet utilisant des animaux a des fins
scientifiques, d’évaluer éthiquement le projet et au Ministére de ’Enseignement Supérieur et
de la Recherche d’autoriser le projet suite a I’évaluation éthique.

Le fichier de ce formulaire ainsi que la notice d’aide pour le renseigner peuvent étre demandés
a :[autorisation-projet@recherche.gouv.fr

Le projet est défini comme un programme de travail répondant a un objectif scientifique défini,
utilisant un ou plusieurs modeéles animaux et impliquant une ou plusieurs procédures
expérimentales (article R-214-89 du Code rural et de la péche maritime).

Le formulaire renseigné sera envoyé par lettre recommandée avec accusé de réception a
'adresse suivante :
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche — Direction Générale pour la Recherche et
I'Innovation — Secrétariat « Autorisation de projet » - 1, rue Descartes, 75231 PARIS cedex 5

N.B. A I’exception des duplications des blocs permises et repérées par ..., aucune modification
des items de ce formulaire ne doit étre effectuée.

1. INFORMATIONS GENERALES

1.1. TITRE DU PROJET :
Etude de différentes procédures d’ingénierie tissulaire osseuse sur le modéle
de défaut critique de calvaria chez le rat.

1.2. Durée du projet :
| 5ans

1.3. Date prévue de début du projet :
| 1 novembre 2014

2. RESUME NON TECHNIQUE

Les fentes labio-maxillo-palatines représentent la malformation faciale la plus
fréquente (1/700 naissances). Une des étapes essentielles dans la prise en charge
est la greffe osseuse qui améliore les conditions de I'éruption dentaire et la
croissance faciale. Cette intervention requiert la mise en place d’un greffon osseux
autologue. Ce prélevement peut étre responsable de douleurs post-opératoires et
constitue une source potentielle de complication (cicatrice et infection).

De nombreuses équipes tentent de trouver une alternative efficace a la greffe
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osseuse. Ainsi les céramiques phosphocalciques peuvent constituer une alternative
intéressante lorsque le site receveur est sain. Cependant les faibles capacités de
cicatrisation de I'os hypotrophique (cicatriciel, hypoplasique ou irradié¢) ne donnent
pas de bons résultats avec ces biomatériaux. Dans le but d’améliorer la cicatrisation
osseuse, les procédures d’ingénierie tissulaire osseuse (ITO) permettent d’associer
les biomatériaux avec une source cellulaire ostéogénique.

Un des modéles classiquement utilisés pour étudier la régénération osseuse
est celui des défauts osseux de calvaria sur des rongeurs. Les travaux
précédemment menés, utilisant ce modéle, ont montré l'intérét d’associer une greffe
de moelle osseuse totale (MOT), a une céramique pour favoriser la repousse
osseuse dans ces territoires a faible trophicité. Les résultats obtenus par cette
association sont comparables a ceux obtenus par la technique de référence (greffe
osseuse) sur un modele expérimental.

Une autre source de cellules ostéogéniques est le tissu adipeux. En effet la
fraction stromale du tissu adipeux (FSV) contient, comme la moelle osseuse, des
cellules souches mésenchymateuses (CSM). Ces cellules ont montré un potentiel
ostéogénique apres association avec des céramiques phosphocalciques. Tout
comme la MOT, l'utilisation de la FSV ne requiert qu'un seul temps opératoire. Le
tissu adipeux est par ailleurs prélevable de maniére peu traumatique. Toutefois, peu
d’études portent sur le potentiel ostéogénique de la FSV totale (sans isolation des
CSM) couplé a des biomatériaux.

En plus des différentes sources cellulaires, le mélange de cellules a différents
matériaux biocompatibles ayant un potentiel ostéoconducteur émerge de nos jours
comme une nouvelle stratégie de traitement.

L’étude du potentiel ostéo-inducteur de procédures d’ingénierie tissulaire
associant biomatériaux et cellules progénitrices issues de la moelle osseuse ou de
la fraction stromale vasculaire du tissu adipeux passe par une étape de preuve de
concept avec des cellules humaines. Malgré le potentiel immunoprivilégié des
cellules souches, il a été démontré que le systéme immunitaire de I'héte va diminuer
la régénération osseuse dans le cas de cellules non-autologues. Ainsi
immunodépression des animaux par des traitements empéchant le rejet de la greffe
s’avere nécessaire pour se rapprocher d’'une situation clinique et favoriser la
régénération du tissu osseux.

Le nombre de 6 défauts par conditions prend en compte la puissance
statistique recherchée en réduisant au maximum le nombre d’animaux nécessaires.
Chaque étape de I'étude est mise en place en tenant compte du bien-étre de I'animal
de son arrivée dans I'animalerie spécialisée a son sacrifice pour analyse a la fin de
I'étude, en cas de douleur des animaux malgré l'injection d'analgésique durant les
semaines de I'étude, ceux-ci seront sacrifies pour mettre fin aux douleurs et les
explants seront analysés en tenant compte du délai atteint.

L’objectif final de cette étude est de montrer qu’il est possible grace a un
procédé d’ITO d’égaler les résultats de la greffe osseuse autologue sans recours a
un prélévement osseux ou une procédure lourde d'ITO, et de réduire les contraintes
imposées au patient en diminuant la morbidité de la procédure. Cette étude pré-
clinique se justifie par les résultats obtenus sur les cellules souches de moelle
osseuse et du tissu adipeux in-vitro, résultats qui montrent une capacité de
différenciation de ces cellules au contact des biomatériaux vers une voie de
différenciation ostéogénique. Cette étude préclinique est une étape nécessaire pour
sélectionner les procédures induisant une repousse osseuse significative dans un
défaut maxillo-facial.
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3. INFORMATIONS ADMINISTRATIVES ET REGLEMENTAIRES

3.1.1. Agrément de I’EU ou seront utilisés les animaux :
o Nom : Unité Thérapeutique Expérimentale : UTE
Numeéro d’agrément : C44015
Date de délivrance de 'agrément : renouvelée en mai 2008
Nom et prénom du responsable : Rédini Francgoise
Adresse électronique du responsable :|francoise.redini@univ-nantes.fr|
Nom et prénom de la personne délégataire du responsable présente dans
I'EU : Yohann ALLAIN (niveau Il en 2004)
Adresse électronique de ce délégataire : Yohann.Allain@univ-nantes.fr

0O O O O O

o

3.1.2. Comité d’éthique agréé par le MESR dont reléve I’EU :
| CEEA Pays de la Loire : 6 \

3.1.3. Responsable(s) de la mise en ceuvre générale du projet dans I’EU et de
sa conformité a I’autorisation de projet :

Nombre de responsables :
[1 |

Responsable :
o Nom et prénom : Weiss Pierre

o Adresse postale (avec le nom du laboratoire) : LIOAD/ U791, 1 place
Alexis Ricordeau 44042 Nantes cedex 1

o Adresse électronique : pierre.weiss@univ-nantes.fr

o Téléphone : 0687741055

3.1.4. Responsable(s) du bien-étre des animaux :

Nombre de responsables :

1

Responsable :
o Nom et prénom : Guylene HAMERY (niveau Il en 2005)

o Adresse postale (avec le nom du laboratoire) : UTE UFR de médecine
Nantes

o Adresse électronique :|guylene.hamery@univ-nantes.frloulute @univ- |
nantes.fr|

o Téléphone : 02.40.41.29.56
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- Compétences des personnes participant au projet :

= laconception des procédures expérimentales et des projets  ®oui O non

= Japplication de procédures expérimentales aux animaux ®oui O non
* |es soins aux animaux ® oui O non
* |amise a mort des animaux ® oui O non

3.3.1. L’objectif du projet :
Est-il :
o justifié du point de vue éducatif ?
o requis par laloi ?
o justifié du point de vue scientifique ?

® OO0

o Informations sur cette justification :

Une étude en calvaria sur des rats Lewis, une souche de rats syngéniques a permis
de tester la faisabilité de ce modele. Nous souhaitons maintenant comparer
différentes procédures d’ingénierie tissulaire ayant prouvé leur potentiel et tester
I'efficacité des cellules humaines avant une étude clinique.

3.3.4. Description du projet :

Les études seront réalisées sur des rats non consanguins (Wistar ou Sprague
Dawley), issus du centre d’élevage agréé (Charles River ou Janvier). Un délai
d’acclimatation d’'une semaine sera respecte.

Démarche A: Evaluation et comparaison de la régénération osseuse sur un modele
de défaut osseux de calvaria : Différentes sources cellulaires seront implantées de
maniére _extemporanée en association avec un biomatériau d’'ingénierie tissulaire
osseuse chez le rat.

La chirurgie sera répartie sur plusieurs jours. Pour les groupes contenant une
association de biomatériau et d’'une source cellulaire non cultivée, un délai de 30min
d’adhérence de ces cellules au biomatériau sera respecté.

Apres 7 semaines, les animaux seront euthanasiés (cf procédure
expérimentale 3) et les implants seront récupérés afin d’effectuer des analyses
histologiques et microscopiques du tissu formé et de la vascularisation.
L’explantation des calvarias sera réalisée de maniére aseptique.

Démarche B: Evaluation et comparaison de la régénération osseuse sur un modeéle
de défaut osseux de calvaria : Différentes sources cellulaires seront cultivées et
différenciées in-vitro _en association avec un biomatériau d’ingénierie tissulaire
osseuse puis implantées chez le rat.
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La procédure est la méme mais vise a comparer des comblements utilisant
des cellules non-cultivés vs des cellules cultivés in vitro. Aprés 7 semaines, les
animaux seront euthanasiés, comme décrit plus loin, pour récupérer les implants
afin d’effectuer des analyses histologiques et microscopiques du tissu formé et de
la vascularisation. L’explantation des calvarias sera réalisée de maniére aseptique.

OBSERVATION:

Les animaux seront observés de maniére quotidienne par les animaliers de
'unité thérapeutique expérimentale de la faculté de médecine de Nantes et/ou par
les expérimentateurs du projet, notamment lors du gavage quotidien (cf plus bas).

SOURCES CELLULAIRES :

Cellules humaines : La moelle osseuse humaine et la fraction stromale vasculaire
du tissu adipeux sont récupérés a partir de déchets opératoires d’opérations
humaines ayant lieu le méme jour (patients informés et consentants).

Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM) :

Les CSM de la moelle osseuse humaine (hCSMO) seront obtenues par
culture cellulaire de moelle osseuse humaine.

Les CSM adipeuses humaines (hCSA) seront obtenues apres mise en culture
de FSV obtenue par digestion enzymatique d’un lipoaspirat de graisse humaine.

IMMUNOSUPPRESSION :

Les rats recevant des cellules d’origine humaine ne sont pas génétiquement
modifiés pour étre immuno-déprimés, une immunosuppression pharmacologique
sera donc mise en place. Le modéle de rat Wistar immuno-déprimé par de
'administration per os de ciclosporine-A a déja été testé ne montrant aucun effet
indésirable et aucune réponse immunitaire veérifié par sérologie sur tout la durée de
I'étude.

Ainsi les rats utilisés (Wistar femelles de 300g) recevront une administration per os
de ciclosporine-A & une dose de 15mg/kg/jour.

3.3.3. Précisez, le cas échéant, la ou les méthodes de mise a mort prévue(s) :
7 semaines aprés I'implantation les animaux seront sacrifiés. Anesthésie par
induction en chambre close d’isofluorane (3% d’isoflurane a un débit de 1L/min)
puis injection intracardiaque d’un radio-opacifiant : le sulfate de barium.

3.3.4. Précisez, le cas échéant, les éléments scientifiques justifiant la demande

de dérogation concernant la méthode de mise a mort envisagée :
L’'un des buts recherché lors de cette étude est d’analyser la capacité de
vascularisation d’un os hypotrophique lors de sa régénération par ingénierie
tissulaire. Afin d’observer la microvascularisation sur la zone d’intérét (intra-
osseuse) il est nécessaire de remplir 'appareil vasculaire a I'aide d’un agent radio-
opaque qui permettra I'imagerie par microscanner a rayons X de haute définition sur
'ensemble du site d’intérét. Il est donc nécessaire d’effectuer I'injection du radio-
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opacifiant sur un animal avec un systéme cardio-vasculaire fonctionnel afin
d’atteindre les zones de microvascularisation. L’animal ne se réveillera pas a la suite
de cette procédure terminale.

3.3.5. Stratégie d’expérimentation ou d’observation et approche statistique
utilisée afin de réduire au minimum le nombre d’animaux, la douleur, la
souffrance et 'angoisse, infligées et I'impact environnemental, le cas échéant —
Si une étude statistique est prévue, indiquez et justifiez les tests choisis :
Des études antérieures ont permis de démontrer que le nombre de 6 défauts par
groupe permet d’obtenir une puissance statistique suffisante pour observer les
différences entre les groupes. Ces études ont permis d’observer que les animaux
ne montrent pas de signes de souffrance suite a la création du défaut. Seules les
Iésions de grattage sur la zone opérée paraissent retentir sur le bien-étre des
animaux. En cas de signes de démangeaisons, un antalgique (paracétamol) est
administré par voie orale aux animaux concernés a raison de 0,30mg par jour de
paracétamol par animal.

3.4.1. Justifiez la nécessité d’avoir recours a des animaux pour atteindre les
objectifs du projet :
Afin de développer des techniques et protocoles chirurgicaux qui seront utilisés chez
’lhomme, la démonstration d’'une preuve de concept sur le petit animal est
nécessaire afin de posséder un modele avec une repousse osseuse orthotopique
intégré.

3.4.2. Espéces animales ou types d’animaux utilisés :
Souris (Mus musculus)
Rats (Rattus norvegicus)
Cobayes (Cavia porcellus)
Hamsters (syriens) (Mesocricetus auratus)
Hamsters (chinois) (Cricetulus griseus)
Gerbilles de Mongolie (Meriones unguiculatus)
Autres rongeurs (Rodentia)
Lapins (Oryctolagus cuniculus)
Chats (Felis catus)
Chiens (Canis familiaris)
Furets (Mustela putorius furo)
Autres carnivores (carnivora)
Chevaux, anes et croisements (Equidae)
Porcs (Sus scrofa domesticus)
Caprins (Capra aegagrus hircus)
Ovins (Ovis aries)
Bovins (Bos primigenius)
Prosimiens (prosimia)
Ouistitis et tamarins (par exemple, Callithrix jacchus)
Singe cynomolgus (Macaca fascicularis)
Singe rhésus (Macaca mulatta)

OO0O0O0OO0000000OOO0O000O0OwOd
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Vervets chlorocebus spp. (généralement soit pygerythrus, soit sabaeus)
Babouins (Papio spp.)

Saimiris (par exemple, Saimiri sciureus)

Autres espéces de primates non humains (autres especes de Ceboidea
et Cercopithecoidea)

Singes anthropoides (Hominoidea)

Autres mammiféres (autres Mammalia)

Poules domestiques (Gallus gallus domesticus)

Autres oiseaux (autres Aves)

Reptiles (Reptilia)

Grenouilles Rana (Rana temporaria et Rana pipiens)

Grenouilles Xenopus (Xenopus laevis et Xenopus tropicalis)

Autres amphibiens (autres Amphibia)

Poissons zébres (Danio rerio)

Autres poissons (autres Pisces)

Céphalopodes (Cephalopoda)

O00000000000 000

3.4.3. Justifiez la pertinence de I’'(des) espéce(s) animale(s) choisie(s) :
Le modéle de régénération osseuse chez le rongeur est bien décrit dans la
littérature. Le choix du rat permet de travailler sur des proportions convenables d’os
a régénérer (plus proche de la clinique que la souris) et les outils d’analyses chez
ces animaux sont trés développés : scanner petit animal, anticorps disponibles
contre les antigénes murins, outils de chirurgie adaptés.

3.4.4. S’agit-il de spécimens d’espéces menacées énumérées a I’annexe A du

reglement (CE) n°® 338/97 du Conseil du 9 décembre 1996 relatif a la protection

des especes de faune et de flore sauvages par le contrdle et leur commerce ?
Ooui enon

Si oui, éléments scientifigues démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres espéces que celles
énumeérées dans cette annexe :

3.4.5. S’agit-il de spécimens de primates non humains ? Ooui enon
Si oui, éléments scientifigues démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres espéeces de primates
non humains

|

3.4.6. S’agit-il d’animaux capturés dans la nature ? ooui enon
Si oui, éléments scientifigues démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte en utilisant d’autres animaux que ceux
capturés dans la nature :
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3.4.7. S’agit-il d’animaux d’espéces domestiques, errants ou vivant a I’état

sauvage ? O oui enon
Si oui, éléments scientifiques démontrant que la finalité de la procédure
expérimentale ne peut étre atteinte qu’en utilisant ces animaux.

3.4.8. Catégorie des animaux utilisés dans le projet :
Animaux tenus en captivité (domestiques ou non domestiques) |
Animaux non domestiques non tenus en captivité O
Animaux génétiquement altérés O

o Animaux non domestigues non tenus en captivité
= Siles animaux utilisés sont des spécimens d’espéces protégées
en application de I'article L. 411-1 du Code de I’environnement,
indiquez les références de la dérogation accordée pour effectuer la
capture des animaux dans le milieu naturel (4° de I’article L. 411-2
du Code de I’environnement) :

= Siles animaux utilisés sont des spécimens d’espéces dont la
chasse est autorisée, indiquez ici les références de I'autorisation
de prélevement accordée pour effectuer la capture des animaux
dans le milieu naturel (article L. 424-11 du Code de
I’environnement) :

= Justification scientifique montrant que I’objectif de la procédure
expérimentale ne peut étre atteint en utilisant un animal élevé en
vue d’une utilisation dans des procédures expérimentales :

o Animaux génétiquement altérés

» Animaux génétiquement modifiés Ooui enon
Sioui :

e Création d’une lignée Ooui Onon

¢ Maintien d’une lignée établie et/ou utilisation Ooui Onon

o Phénotype non dommageable Ooui Onon

o Phénotype dommageable ooui Onon

= Souche mutante autre Ooui enon
Sioui:

e Création d’un mutant Ooui Onon

¢ Maintien d’une lignée établie et/ou utilisation Ooui Onon

o Phénotype non dommageable Ooui Onon

o Phénotype dommageable ooui Onon
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3.4.9. Origine des animaux tenus en captivité :

o Les animaux destinés a étre utilisés dans les procédures expérimentales
appartenant aux especes dont la liste est fixée réglementairement sont-ils
élevés a cette fin et proviennent-ils d’éleveurs ou de fournisseurs
agréés ?

® oui Onon
= Si oui, nombre d’établissements éleveur ou fournisseur agréés
fournissant tout ou partie des animaux du projet :

|2

Etablissement 1:
e Nom:

| CHARLES RIVER LABORATORIES FRANCE

e Adresse postale :

| 69592 L’Arbresle Cedex FRANCE

e Animaux fournis :

| Rats Wistar Han IGS — rats OFA

Etablissement 2:
e Nom:

| JANVIER LABS

e Adresse postale:

| CS 4105 Le Genest Saint Isle, 53941 St Berthevin Cedex FRANCE

e Animaux fournis :

| Rats Wistar — Rats Sprague Dowley

= Si non, justifier scientifiquement I'utilisation d’animaux qui ne

proviennent pas d’éleveurs ou de fournisseurs agréés :

o Votre propre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux
du projet ? Ooui enon

o Un autre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux du
projet ? Ooui enon

o Nombre d’établissements éleveur occasionnel non agréés fournissant
tout ou partie des animaux du projet ?

0

Etablissement :
e Nom:

e Adresse postale:

e Animaux fournis :
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o Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur localisés dans des Etats
membres autres que la France fournissant tout ou partie des animaux du
projet ?

|0

Etablissement :
Nom de cet éleveur ou fournisseur et pays :

|

o Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur localisés dans des pays
tiers fournissant tout ou partie des animaux du projet ?

0

Etablissement :
Nom de cet éleveur ou fournisseur et pays :

o Les animaux sont-ils des animaux réutilisés d’un projet précédent ?
ooui
enon
Si oui, veuillez compléter le chapitre 4.3 de ce formulaire.

3.4.10. Nombre estimé d’animaux utilisés dans le projet :

| 27 par étude soit 72 pour 3 études avec des donneurs différents

o Justification de ce nombre pour chacune des especes animales
utilisées :

27 rats par étude permettent de faire 9 groupes d’étude (2 défauts par rat et 6 défauts
par groupe).

3.4.11. Indiquez a quel(s) stade(s) de développement les animaux seront
utilisés et le justifier :

Les animaux seront utilisés apres la fin de la croissance des os du crane, a partir de 2
mois (8 semaines), afin d’avoir un os mature a régénérer.

3.4.12. Indiquez le sexe des animaux utilisés et le justifier :

Les animaux utilisés sont des femelles. Ce choix permet d’éviter les rivalités de
dominance que I'on observe chez les males et qui peuvent pousser les animaux a se
battre entre eux.
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3.4.13. Indiquez pour chaque espece les points limites adaptés, suffisamment
prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur a son minimum,
sans remettre en cause les résultats du projet :

Aucune souffrance (ou tres faible) n'est attendue lors des manipulations prévues. Les
animaux seront observés tous les jours.
La grille comportementale ci-dessous sera complétée pour chaque animal :

0 point 1 point 2 points 3 points

Perte de poids <5% 5-12% 13-20% >20%

Apparence normale Peu altérée Modérément | Trés altérée

physique altérée

Comportement normal Peu modifié Modérément Tres modifié
modifié

Réponses normales Peu modifiées | Modérément | Trés

comportementales modifiées modifiées

aux stimuli

Si le score est supérieur ou égal a 5, ou si une démangeaison de la zone cranienne
apparait I'animal recevra un analgésique (buprénorphine 0.03mg/kg en sous-cutané). En
cas d’apparition d’'un de ces symptdmes malgré le traitement analgésique adapté,
'animal sera retiré de I'étude et euthanasié dans les plus brefs délais et utilisé pour
analyses.

Si le score est égal ou supérieur a 8, 'animal sera sacrifié pour des raisons éthiques et
utilisé pour des analyses histologiques.

4. LES PROCEDURES EXPERIMENTALES

A - La recherche fondamentale. O

B - Les recherches transactionnelles ou appliquées menées pour :

- la prévention, la prophylaxie, le diagnostic ou le traitement de maladies, de mauvais
états de santé ou d’autres anomalies ou de leurs effets chez 'lhomme, les animaux
ou les plantes ;

- ’évaluation, la détection, le contréle ou les modifications des conditions
physiologiques chez ’lhomme, les animaux ou les plantes ;

- le bien-étre des animaux et 'amélioration des conditions de production des animaux
élevés a des fins agronomiques. |

C - L’'une des finalités visées au point précédent (B) lors de la mise au point, de la
production ou des essais de qualité, d’efficacité et d’innocuité de médicaments a
usage humain ou vétérinaire, de denrées alimentaires, d’aliments pour animaux et
d’autres substances ou produits.

O
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D - La protection de I'environnement naturel dans l'intérét de la santé ou du bien-étre
de 'lhomme ou de I'animal.

O

E- La recherche en vue de la conservation des especes. O

F- L’'enseignement supérieur, ou la formation professionnelle ou technique
conduisant a des métiers qui comportent la réalisation de procédures expérimentales
sur des animaux ou les soins et I'entretien de ces animaux, ainsi que la formation

professionnelle continue dans ce domaine. O
G - Les enquétes médico-légales. O
1

4.2.1 NOM DE LA PROCEDURE EXPERIMENTALE N° 1 :

Création d’un défaut osseux au niveau de la calvaria et traitement par des
procédures d’ingénierie tissulaire osseuse

- PROPOSITION DE CLASSIFICATION DE LA PROCEDURE SELON LE DEGRE
DE SEVERITE (conformément a I'annexe de I'arrété relatif a 'autorisation de projet) :
O classe légére

® classe modérée

O classe sévere

O classe sans réveil

- Description détaillée de la procédure expérimentale :

Pertinence et justification de la procédure expérimentale :

Cette procédure sert a créer 2 défauts au niveau de la calvaria (os du crane) des animaux
afin de les traités ensuite par des procédures d’ingénierie tissulaire osseuse et de
quantifier la repousse osseuse et la néovascularisation selon les procédures mises en
place. Cette étape est essentielle pour déterminer I'approche la mieux adaptée pour
prendre en charge des pertes osseuses chez 'lhomme.

Sous anesthésie gazeuse (isoflurane), et aprés injection d’un analgésique en sous-
cutané (buprénorphine), la peau de I'animal est incisée au niveau du crane et le périoste
est dégagé pour mettre a nu l'os de la calvaria. Deux trous de 5mm de diameétres sont
effectués a 'aide d’une tréphine (piéce a main) en prenant soin de ne pas endommager
la dure-mére. Une solution physiologique est régulierement versée sur I'os pour hydrater
la zone et réduire la formation de poussiéres d'os. Le comblement par ingénierie
tissulaire est réalisé, un lambeau musculaire est créé pour maintenir les granules en
place et la peau est suturée avec du fil résorbable.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d’animaux par lots, et les justifier :
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Les animaux sont répartis par groupes de 3 ou 6. En effet, 6 défauts sont réalisés par
groupe d’étude et un méme rat (qui aura 2 défauts) sera traité par 2 procédures
différentes afin de répartir les procédures dans différents rats et de limiter les impacts
d’'une perte de I'animal si son sacrifice s’avére nécessaire (en cas de douleur au-dela du
point limite précédemment décrit. 3 lots de 9 rats pour permettre de comparer 9
techniques (contrdles inclus).

- Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s)
volume(s) préleves :

- Indiguez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la
souffrance et I'angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques,
anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences
d’administration), y compris le raffinement des conditions d’hébergement,
d’élevage et de soins :
| Le prélévement de la calvaria sera effectué aprés euthanasie de I'animal (point 3.3.3) |

- Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et
d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

Un antalgique morphinomimétique sera administré en injection sous cutané, en post-
opératoire immédiat. De plus comme indiqué au paragraphe traitant du point critique
(3.4.13), en fonction de I'évaluation de la douleur sur les animaux nous renouvellerons
I'injection si nécessaire les jours suivants : (Buprénorphine (Buprecare ®0,3mg/ml) :
0,03ml pour kg en sous cutané), ainsi que I'administration de paracétamol par voie orale
(dilué dans les biberons d’eau a raison de 0,30mg de paracétamol par jour par rat)

- Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation a
'anesthésie des animaux :

- Indiquez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux
conditions d’hébergement des animaux :

- Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifié des procédures
expérimentales, le cas échéant :

|

- Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale :

o mise a mort ? [ |

précisez les animaux concernés :
Les analyses histologiques et histomorphométriques nécessaires a I'étude seront
réalisées apres prélevement de la calvaria et donc euthanasie de tous animaux.

o animal gardé en vie ? O
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précisez les animaux concernés et si la décision a été prise par le
vétérinaire ou toute autre personne compétente désignée par le
responsable du projet :

o placement ou mise en liberté des animaux ? O
précisez les animaux concernés :

|

4.2.1 NOM DE LA PROCEDURE EXPERIMENTALE N° 2 :

| Administration orale d’un immunosuppresseur : la ciclosporine A

- PROPOSITION DE CLASSIFICATION DE LA PROCEDURE SELON LE DEGRE
DE SEVERITE (conformément a I'annexe de I'arrété relatif a I'autorisation de projet) :
® classe légere

O classe modéréee

O classe sévere

O classe sans réveil

- Description détaillée de la procédure expérimentale :

Pertinence et justification de la procédure expérimentale :

Cette procédure permet l'injection de cellules humaines dans un modéle de rat
immunocompétent sans obtenir de réponse immunitaire entrainant une situation de rejet
de greffe.

La ciclosporine A est administrée par voie orale par gavage a la dose de 15 mg/kg/j a
I'aide d’'une solution diluée a 15 mg/ml. Cette solution a été reconstituée a partir d’'une
solution buvable a 100 mg/ml (Néoral, Novartis Pharma, Basel, Suisse) et diluée dans
I'huile d’olive afin d’obtenir la concentration souhaitée. Sur des rats de 300g, la quantité
administrée ne dépasse donc pas les 0.3mL.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d’animaux par lots, et les justifier :

Les 3 lots de 9 rats (permettant d’analyse de 9 procédures différentes controle et
traitement de référence inclus) seront traités tous les jours par le traitement
Immunosuppresseur pour ne pas induire de biais entre le contrle ne recevant pas de
cellules humaines et les autres groupes expérimentaux.

Indiguez le cas échéant le préléevement, ainsi que la fréquence et le(s)

volume(s) préleves :

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la

souffrance et I'angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques,
anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences
d’administration), y compris le raffinement des conditions d’hébergement,
d’élevage et de soins :
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- Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et
d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

Le « gavage » sera effectué avec une canule adaptée et un manipulateur maitrisant la
technique et aucune douleur n’est prévue lors de cette procédure. Comme indiqué au
paragraphe traitant du point critique (3.4.13), en fonction de I'évaluation de la douleur sur
les animaux nous effectuerons 'administration de paracétamol par voie orale (dilué dans
les biberons d’eau a raison de 0,30mg de paracétamol par jour par rat).

- Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation a
'anesthésie des animaux :

- Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux
conditions d’hébergement des animaux :

- Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifié des procédures
expérimentales, le cas échéant :

- Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale :
o mise a mort ? [
précisez les animaux concernés :

Les analyses histologiques nécessaires a I'étude seront réalisées apres prélévement de
la calvaria et donc euthanasie de tous animaux.

o animal gardé en vie ? O
précisez les animaux concernés et si la décision a été prise par le
vétérinaire ou toute autre personne compétente désignée par le
responsable du projet :

o placement ou mise en liberté des animaux ? O
précisez les animaux concernés :

4.2.1 NOM DE LA PROCEDURE EXPERIMENTALE N° 3 :

Injection intra-cardiaque d’un radio-opacifiant lors de I'’euthanasie des rats pour
analyse par microscopie a rayons X.

- PROPOSITION DE CLASSIFICATION DE LA PROCEDURE SELON LE DEGRE
DE SEVERITE (conformément & 'annexe de l'arrété relatif a I'autorisation de projet) :
O classe légére

O classe modérée

O classe sévere
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@ classe sans réveil

- Description détaillée de la procédure expérimentale :

Pertinence et justification de la procédure expérimentale :

Cette procédure terminale est prévue comme expliquée dans le point 3.4.4 afin de
permettre I'analyse de la microvascularisation osseuse sur le site de la calvaria que I'on
cherche a régénérer.

Apres induction d’'une anesthésie gazeuse par isoflurane (5% a 3L/min) les animaux sont
maintenus sous masques (isoflurane 2% a 1L/min).

Apres I'ouverture de la cavité abdominale, une thoracotomie est réalisée. Un cathéter est
ensuite planté et collé au niveau de la pointe du ventricule gauche. Le cathéter est ensuite
relié au travers d’'une pompe péristaltique a un récipient contenant le produit de contraste
chaud (50% Sulfate de baryum (Micropaque)-1,5% de gélatine- PBS). Aprés section de
I'oreillette droite, jusqu’a 200 ml de produit de contraste sont injectés dans la circulation
sanguine jusqu’a blanchissement des extrémités des animaux.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d’animaux par lots, et les justifier :

Tous les animaux des groupes précédemment décrits subiront cette procédure lors de
leur euthanasie (8 semaines apres la création/comblement des défauts de calvaria).

Indiquez le cas échéant le prélevement, ainsi que la fréquence et le(s)
volume(s) préleves :

Indiguez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la
souffrance et I'angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques,
anti-inflammatoires...en précisant les doses, voies, durées et fréquences
d’administration), y compris le raffinement des conditions d’hébergement,
d’élevage et de soins :

| Le prélévement de la calvaria sera effectué aprés euthanasie de I'animal (point 3.3.3)

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et
d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

Cette procédure sera effectuée sous anesthésie des animaux par isoflurane. L’animal
sera endormi et euthanasié par la procédure et donc aucune douleur intégrée n’est
prévue étant donné que I'animal ne se réveillera pas.

Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation a
'anesthésie des animaux :

Indiguez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux
conditions d’hébergement des animaux :

- Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifié des procédures
expérimentales, le cas échéant :
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- Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale :
o mise a mort ? [ |
précisez les animaux concernes :

Les analyses histologiques et histomorphométriques nécessaires a I'étude seront
réalisées apres prélevement de la calvaria et donc euthanasie de tous animaux.

o animal gardé en vie ? O
précisez les animaux concernés et si la décision a été prise par le
vétérinaire ou toute autre personne compétente désignée par le
responsable du projet :

o placement ou mise en liberté des animaux ? O
précisez les animaux concernés :

- GRAVITE REELLE DES PROCEDURES EXPERIMENTALES
ANTERIEURES :

O légere

O modérée

O sévere

Précisez les éléments scientifiques justifiant la demande de dérogation pour
autant que les animaux n’aient pas été utilisés plus d’'une fois dans une
procédure expérimentale entrainant une douleur intense, de I'angoisse ou une
souffrance équivalente :

- Effet cumulatif de cette réutilisation sur les animaux :

- L’avis vétérinaire est-il favorable en prenant en considération le sort de
I'animal concerné sur toute sa durée de vie ? Ooui Onon

- L’animal réutilisé a-t-il pleinement recouvré son état de santé et de bien-étre
général ? Ooui Onon

- De quelle(s) procédure(s) expérimentale(s) du projet s’agit-il ?
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- Justifiez scientifiquement les raisons a 'origine d’'une demande de
dérogation :
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Abstract

Background Breast augmentation or reconstruction is a
major challenge in esthetic and reconstructive surgery.
While autologous fat grafting (AFG) provides a natural
filler and seems easy to harvest, AFG in breast surgery is
still problematic especially due to the high resorption rate
associated with megavolume transfer. Despite this pending
issue, there is growing interest in this method, which is
becoming more and more widespread, as can be seen by
the recent increase in the number of clinical studies. This
review aims to highlight recent knowledge in the technique
of AFG to the breast and recent refined procedures to
improve fat viability and long-term success of the graft.
Methods Clinical publications and trials of AFG to the
breast from the past 5 years were examined. Attention was
focused on the different AFG steps and the clinical out-
comes, in order to highlight the strengths and weaknesses
of the available protocols.
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Results Recent studies have concentrated on new tech-
niques to improve fat viability and graft intake. However,
all of these studies use different protocols at each step of
the procedure. Furthermore, results may vary depending on
the technique used for fat harvesting and processing.
Conclusion This review points out the recent advances in
breast AFG techniques and their associated outcomes and
complications. The bibliography has been carefully
examined to reach a consensus so that recommendations
could be made for each step of the technique with the aim
of improving graft viability and long-term volume
maintenance.

Level of Evidence V This journal requires that authors
assign a level of evidence to each article. For a full
description of these Evidence-Based Medicine ratings,
please refer to the Table of Contents or the online
Instructions to Authors www.springer.com/00266.

Keywords Lipotransfer - Autologous fat grafting - Breast
surgery - Protocols improvement

Introduction

According to the International Society of Aesthetic Plastic
Surgery (ISAPS) [1] breast augmentation and reconstruc-
tion represented around 20 % of plastic surgery procedures
carried out in 2011. Surgical implants are predominantly
used. However, prosthetic breast reconstruction is not
without risk, since many cases of leakage or rupture, dis-
placement, infection, and capsular contracture have been
reviewed [2, 3]. Moreover, even if implants may last for
many years, some of them need to be revised or replaced
and they might present sometime complications such as
capsular contracture.
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An alternative is to use natural fillers for breast recon-
struction. By utilizing natural fillers, surgeons use tissue
from the patient, such as a flap taken from somewhere in
the body and transferred to the breast. The flap can be
musculocutaneous (dorsal, abdominal, or transversal) or
adipo-cutaneous (DIEP). Finally, subcutaneous adipose
tissue alone can be harvested via lipoaspiration and used as
a natural filler in autologous fat grafting (AFG), alone or in
combination with a flap.

AFG is a safe and easily adjustable technique that results
in natural filling of the breast. Even if AFG use is rapidly
expanding, the question about its legitimacy continues to be
raised because of its main limits: the low rate of long-term
graft maintenance [4] and the formation of oil cysts.

It is a fact that the results obtained with the AFG pro-
cedure are highly dependent upon the protocol and the
experience of the surgeon [5], with these two parameters
influencing cell death and resorption. Fortunately, an
increasing number of studies and clinical trials are aiming
to develop new techniques that limit graft resorption,
leading to improvements in AFG efficiency.

The aim of this review is to discuss the pros and cons of
AFG to the breast and to outline the different studies and
procedures available, in order that recommendations can be
made so that the procedures can be optimized to obtain
long-lasting results.

Autologous Fat Grafting to the Breast: « The Pros
and Cons »

Subcutaneous white adipose tissue is composed of two cell
fractions: the adipocyte fraction providing fat volume [6]
and the stromal vascular fraction (SVF) that contains
numerous cell types (endothelial cells, pericytes, stromal
cells, and hematopoietic cells) [7]. It is now widely accepted
that these two fractions are critical for graft survival, with the
efficacy of AFG being dependent upon their viability.

One of the major strengths of AFG to the breast com-
pared to implant-based reconstruction is the natural aspect
and palpation that it gives to the breast. AFG combined
with liposuction can provide an esthetically pleasing result
for the patient and is easy to perform by surgeons with
minimal invasiveness. Another important point is that AFG
to the breast gives an unlimited time effect, whereas a
prosthesis usually needs to be replaced and does not age
with the patient. Finally, the SVF of adipose tissue is a
great source of mesenchymal stem cells (MSC), the reason
for the increased interest in this tissue over the last decade.
With advances in our knowledge of the SVF and cell-as-
sisted lipotransfer, the trophic effect of stromal/stem cells
on scars and irradiated zones, as well as the beneficial
effects on angiogenesis and skin rejuvenation have been
demonstrated. These effects can probably be linked to

@ Springer

growth factor secretion by adipose stromal cells (ASC) [8]
as well as their ability to differentiate into multiple lineages
[9].

Nevertheless, AFG to the breast is also associated with
limits and complications. Complications will depend upon
the experience of the surgeon and the AFG protocol that is
used. In 2013 Leopardi et al. [4] and Largo et al. [10]
reviewed previous studies on breast AFG, focusing on the
complications that were encountered. With regard to fat
injection, the possible complications are: fat necrosis, oil
cyst formation, and calcification. These are frequently
reported and are not dependent upon the protocol used.
Liponecrosis is believed to be caused when an excess of fat
is injected, inhibiting the complete vascularization of the
graft and causing cell death due to ischemia and nutrient
deprivation. Cyst formation is often minor and can be
easily detected by palpation or imaging. Of the minor
complications, inflammation, striae, bruising, or superficial
infections can occur.

One limitation of AFG to the breast comes with the
patient morphology. For some patients, large volumes of
fat for grafting cannot be harvested (at least not in a single
operation without risking deformities of the donor site)
especially for Cell-Assisted Lipotransfer (see the dedicated
paragraph).

In recent years, a major concern as far as AFG to the
breast is concerned, was the possible mammographic
interference with cancer diagnosis due to tissue calcifica-
tion [11]. However, in the 2013 study by Rubin et al,
mammographic changes after AFG were less important
than those following breast reduction, a commonly
accepted procedure [12]. Therefore, care should be taken
when analyzing mammographic images following AFG,
with a high level of experience required to discern benign
calcification from oncological dangers.

The two main remaining issues concerning AFG to the
breast are the questions of the possible pro-cancerous role
of injected adipose tissue (discussed in the safety para-
graph) and the high resorption rate in the months following
injection.

The principal limit of this technique addressed in this
review is the low maintenance volume due to the use of
large volumes of fat [13—15]. The efficacy is estimated to
be approximately 50 % with nearly all techniques
(Table 1). Most of the resorption occurs in the 3—6 months
following adipose tissue injection. Nevertheless, it should
be noted that many protocols have been developed since
Coleman’s LipoStructure®, enhancing our knowledge
concerning fat processing prior to grafting.

To summarize, AFG to the breast is an extremely
promising technique with few complications, but protocol
improvements are still required in order to offer the best
possible outcome with enhanced fat maintenance.
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Complications associated

with AFG

Reinjection Outcomes

Aspiration method Processing of the fat

Cannula

Infiltration
method

Breast
preparation

Number of
patients

Purpose/context

Table 1 continued

Study

@ Springer

Fat necrosis

Volume retention

blunt cannula

Centrifugation

Liposuction device

3 mm

10

Breast AFG

Spear et al.

at 1 year
36 % for the right

breast and

3000 rpm for 3 min

(500-600 mmHg)

[15]

39.2 % for the
left breast

Fat lysis (1)

Better results in

Blunt Coleman’s
cannula

Centrifugation

BRAVA Tumescent 3 mm Liposuction

14

Use of BRAVA

Uda et al.

non-irradiated

breasts

1200x g for 3 min

aspirator

solution

and breast AFG

[49]

Cellulitis (1)
Cysts (5)

connected to

(<350 mmHg)

2.5-cc syringes
Wear of BRAVA

after operation

Calcification (1)

Safety Concerns About AFG to the Breast

Even though breast autologous fat grafts are used world-
wide, there is concern about the interaction between stem
cells contained in the grafted adipose tissue and any pos-
sible residual cancerous cells from a mastectomy proce-
dure. This debate on the role of stem cells in the fat transfer
is of further concern when considering cell-assisted lipo-
transfer and the supra-physiological concentration of stem
cells associated with this procedure.

There are numerous in vitro and in vivo models avail-
able to investigate the possible pro-cancerous role of fat
injection; however, these models do not accurately simu-
late clinical results while often giving contradictory results
[16-19]. There is currently a lack of large controlled
studies with long-term follow-up to study this issue leaving
the topic understudied. Several individual cases have been
reported in which adipose tissue injection led to increased
tumor growth and even cancer relapse [20, 21]. The
mechanisms involved in these phenomena remain to be
identified, but may be cancer dependent such as patients
with intraepithelial neoplasia or other undetermined
factors.

Despite these concerns, in 2012, the ASPS Fat Graft Task
Force did not find “any reports suggesting an increased risk
of malignancy associated with fat grafting” and so far,
clinical reviews have not revealed any increased cancerous
relapse when using AFG to the breast [18, 22, 23].

Recent Studies

AFG to the breast is of great interest in breast surgery with
12 clinical studies currently registered on the clinical-
trial.gov website (research that contains the key words “fat
graft”, “fat grafting”, “adipose tissue injection”) [24].

In addition to these clinical trials, Table 1 resumes
clinical studies published on breast AFG in the last 5 years.

This table highlights the main issue with breast AFG,
which is the high resorption rate of the graft in the months
following injection: 15-40 and 20-55 % resorption at 3
and 6 months, respectively (Table 1).

The table also demonstrates that currently, several dif-
ferent protocols are being used by surgeons. This demon-
strates the complexity that surrounds adipose tissue
handling in AFG and makes it difficult to compare the
outcomes.

Moreover, one of the most striking observations is that
despite the deleterious effect of high-speed centrifugation
being demonstrated, over the past years, 17 studies have
used centrifugation steps equal or above 700xg. This
underlines the importance of determining a clear protocol
for the purification of fat prior to reinjection.
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A further piece of information that is highlighted by this
table is that it now seems to be commonly accepted that
microinjection of small lipid aliquots is employed in order
to enhance fat revascularization upon reinjection.

Finally, the most recent breast AFG studies highlight the
growing interest in enhancing harvested fat with a graft
supplement (with SVF or platelet-rich plasma: PRP).

Processing of Adipose Tissue

Lipotransfer can be divided into four steps: infiltration,
lipoaspiration, fat processing, and injection. Although
numerous protocols are currently used in clinics for all of
these steps, several studies compared the different methods
with the common aim of reducing fat resorption [52-57].

Infiltration

Lipoaspiration can be carried out while simultaneously or
previously injecting a physiological solution (wet
lipoaspiration). Dry lipoaspiration, without infiltration, is
no longer used for AFG because of the amount of associ-
ated blood loss [50]. The standard ratio for infiltration is
commonly 1-cc infiltrated for 1 cc of fat tissue removed,
but a higher ratio can be used with tumescent lipoaspiration
techniques. The infiltration solution can contain local
anesthetic (to avoid peri- and post-operative pain) and
vasoconstrictor drugs (adrenaline) to prevent bleeding.
Although adrenaline has been proven harmless at low
doses, the use of local anesthetic (e.g., lidocaine) is still an
issue. Indeed, these drugs have a cytotoxic effect on ASC
or can affect their metabolism. Therefore, these drugs must
be used at an appropriate concentration to prevent any
damage to the tissue [51, 52]. Their use increases the
importance of tissue washing prior to reinjection in order to
avoid any prolonged contact.

Lipoaspiration
Harvesting Site

As far as fat viability and graft outcome are concerned,
several studies have been unable to demonstrate a signifi-
cant difference between harvesting sites [48, 53, 54]. Fur-
thermore, the most common source for the harvesting of fat
grafts is the abdomen [11].

Cannulae
In 2009 Erdim et al. evaluated the influence of cannula size

and showed that a cannula that is too small could damage
the tissue [55]. The inner diameter of the cannula varies

between 2 and 4 mm, with the choice of cannula dependent
upon the surgeon carrying out the technique (Table 1).
Aside from the cannula size, the number and the size of the
holes in the cannula is important. In fact a higher number
of holes will enable faster fat harvesting with a concomi-
tant reduction in depression pressure [56, 57]. The diameter
of the holes will also affect the size of the harvested lob-
ules, with smaller lobules supposedly being more viable,
thus making revascularization easier [56].

Aspiration

The lipoaspiration cannula can either be connected to a
syringe, so that aspiration can be carried out manually, or
be power assisted. In all cases, the negative pressure caused
by aspiration is a critical factor in graft survival [58].
Indeed, in 2001, Shiffman demonstrated that a depression
of over 700 mmHg (by manual or by power-assisted
liposuction) should not be used for lipotransfer [59].
Cheriyan obtained the same conclusion comparing —250
and —760 mmHg pressures [60]. A questionnaire was sent
to the members of the American Society of Plastic Sur-
geons in 2013, with 55 % of the responders using manual
suction instead of other techniques [11].

Pulling of the plunger should be carried out with caution
because it will determine the negative pressure inflicted on
the tissue [61]. With this in mind, special syringes with a
controlled plunger can be used (e.g., Macrofill by Adip’s-
culpt). In any case, manual or power-assisted systems that
enable the control of negative pressure (e.g., K-VAC Syr-
inge by Lipocosm) are preferable.

A further factor that has given contradictory results is
the effects of direct exposure to air [62]. Further data
should be obtained to determine if non-closed systems
should be avoided or not.

In addition to assisted aspiration, several other techno-
logical advances have been developed in an attempt to
improve the quantity and the quality of harvested fat.
Water-assisted lipoaspiration (WAL) uses continuous
infiltration that enables “pre-dissection” of the tissue prior
to its aspiration (e.g., BodyJet by human med) [30, 44] but
this also results in a greater residual interstitial liquid
phase.

Some devices also improve the speed of aspiration by
making the cannula vibrate during the aspiration process
(e.g., PAL by microaire). This technique allows easier and
faster aspiration with less effort. However, even if it is
possible to regulate the intensity of the cannula vibration,
this technique might be more suited to performing high
volume liposuction rather than lipotransfer due to the
damage done to the harvested tissue with the vibrating
cannula.
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Purification

The purification step aims to remove the interstitial liquid
whilst at the same time ensuring the viability of the graft
cells. The two main purification protocols that are mostly
used nowadays are decantation and centrifugation. In 2013,
45 % of surgeons used a decantation process and 34 %
used centrifugation to purify the graft before AFG to the
breast [11].

Decantation

The decantation process is easy to perform and does not
necessarily require any additional devices. It can be per-
formed directly in syringes or in a special device designed
to trap the fat tissue and to isolate the liquid fraction (e.g.,
Lipocollector by human med; Tissu-Trans Filtron by
Shippert Medical). Even if it is probably the cheapest and
easiest to use for surgeons, the main limit of this process is
that a significant fraction of liquid will still be trapped in
the adipose fraction and will be the first to be reabsorbed
after reinjection [30]. The remaining infiltration liquid can
also be responsible for a higher concentration of pro-in-
flammatory cytokines secreted by the adipose tissue during
aspiration. This may trigger inflammation at the recipient
site, with recruitment of immune cells that can eventually
lead to increased graft resorption [63].

Centrifugation

Due to this limitation in the decantation process, since the
1990s the lipoaspirate can also be centrifuged to remove
the liquid fraction and improve graft uptake [11, 62, 64,
65]. Moreover, in 2010, Condé-Green found a greater
concentration of ASC in the centrifuged fat than with the
decantation method alone [61]. However, this step requires
a centrifuge and probably more time to carry out than
simple decantation. Since Coleman described the purifi-
cation step with 3 min of centrifugation at 3000 rpm
(rarely mentioned but corresponding to 900-1200 g,
depending upon the rotor used), many studies have inves-
tigated the role of centrifugation (speed and time) on the
viability and the maintenance of the reinjected tissue [61,
63, 65-67]. Caution must be taken with this centrifugation
step to preserve the integrity of the adipose tissue. Indeed,
the centrifugation speed is correlated with fat tissue com-
paction but also with the release of oil due to the death of
adipocytes. A balance must then be found between inter-
stitial liquid removal and adipose tissue damage. Tissue
damage can lead to an increase in the secretion of pro-
inflammatory cytokines, such as Monocyte Chimoattrac-
tant Protein 1 (MCP1) or Interleukin 6 (IL6) [63]. Hoareau
and Kurita have both shown a decrease in survival with
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centrifugation forces higher than 400x g for 1 min [63, 67].
However, there are some protocols at the moment that still
use a centrifugation step of 3 min or more at 3000 rpm. On
the other hand, some protocols use one or several low
speed/time centrifugation(s) [66, 68]. There are some new
protocols that use a similar approach to reduce or limit
damage to the tissue through the use of manual centrifu-
gation (15xg). There is however little data in the literature
to make conclusions regarding such a method.

Alternative Processes

The aim of the filtration method is the same as that of the
decantation or centrifugation methods: removal of the
liquid fraction to purify the fat before reinjection. It is
accomplished by passing the lipoaspirate through a filter
(e.g., PureGraft by Cytori or Lipivage by Genesis Biosys-
tem) to remove particles below the chosen size. In 2013,
Zhu found less oil and greater viability with this system
compared to high-speed centrifugation [69].

Some protocols also integrate additional washing steps
(e.g., Macrofill by Adip’sculpt; PureGraft by Cytori) that
aim to remove the remaining infiltration solution [61, 69,
70], to get rid of most of the local anesthetic, vasocon-
strictors, inflammatory molecules, and death factors (re-
leased during liposuction) that may damage the tissue and
limit graft success [51, 63]. In 2013, only 28 % of surgeons
were using a washing step with breast AFG [11].

Reinjection

The final step of AFG is the reinjection of the adipose
tissue. This step usually requires the use of different sized
syringes (from 1 cc to 50 cc) depending on the quantity of
adipose tissue to graft. The injection is carried out with a
retrograde movement that deposes a small amount of fat
tissue in multiple directions via microtunneling at the
recipient site. If the graft deposit is too large it will take
longer for vascularization to reach the center of the graft,
resulting in fat necrosis (Fig. 1).

Therefore, the injection of small aliquots of fat is now
commonly accepted, with a cannula of 2 mm being pre-
ferred for fat reinjection (Table 1). Surgeons usually graft
in all tissue planes (except glandular areas) [56]. No con-
sensus is available however on whether a particular graft-
ing zone is preferable even though muscular zones are
more vascularized and could thus prove to be good
recipients.

To protect the injected tissue from injection-related
shear stress, automated devices have been developed.
These devices aim to inject the fat with rigorous continuous
pressure. Control of the injection (with an adipose tissue
injector) was shown to improve in vivo fat retention in a
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Fig. 1 Injection of small lobules of fat enhances revascularization of the graft and long-term survival

nude mouse model compared to a modified Coleman’s
method following simple decantation [71].

Finally, care must be taken not to overgraft in the breast.
Faced with resorption, many surgeons try to overcome this
limit by “overcorrection” of the recipient site. However,
exceeding breast volume might lead to an inverse effect
with increased graft pressure resulting in tissue damage
[27, 56].

More Complex Protocols

In the last five years, a new approach has been developed to
improve fat grafting through the addition of stem cells or
growth factors [25, 31, 34, 35, 37, 39]. In all of these
protocols, whether the addition of PRP, SVF, or ASC is
implied, the supra-physiological concentrations of stem
cells and growth factors is a sensitive issue in reconstruc-
tive breast surgery with a risk of cancer relapse [72].

PRP Enriched Grafts

In surgical fields, great interest has been demonstrated in
platelet concentrates, notably in PRP, which is easy to use
and only requires a blood sample. This blood derived for-
mula contains a concentrated number of platelets that
releases several growth factors (contained in the alpha-
granules) such as platelet-derived growth factor (PDGF),
transforming growth factor beta (TGFB), vascular

endothelial growth factor (VEGF), and epidermal growth
factor (EGF). These growth factors are responsible for high
angiogenesis and proliferation potential in vitro [73].
Because of its properties, the use of PRP in breast AFG has
been considered. There are still limited and conflicting
results in the literature. In 2011, Salgarello et al. showed no
benefit of using PRP with Coleman AFG, whilst in 2012
Gentile et al. reported a 1-year graft survival of 69 %
compared to 39 % for the Coleman technique alone [35,
37]. PRP clearly has a concentration-dependent effect, with
standardization of PRP preparation still unavailable. These
factors and the numerous available protocols [74] can
explain the contradictory results that have been obtained.
More studies with a higher number of patients will be
required to reach a consensus on the use of PRP at a
defined concentration.

Cell-Assisted Lipotransfer (CAL)

Over the past decade, studies have shown a great deal of
interest in the SVF mainly because of its ASC content and
its ability to secrete pro-angiogenic factors [75, 76]. Thus,
new procedures have emerged, consisting of the injection
of a stem cell enriched fat graft. The common name for this
protocol is Cell-Assisted Lipotransfer (CAL) [25].

The goal of this approach is to inject more SVF cells to
promote vascularization and survival of the graft thanks to
the presence of more endothelial precursors and pro-
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Table 2 Guidelines for the different steps of AFG to the breast (according to the literature new data)

Procedure Tips

step

Infiltration Usually conducted with a 1/1 ratio. While adrenalin can be used without problem, local anesthetics should be avoided. If
necessary, local anesthetics should be used with appropriate concentration (maximum 0.4 mg/mL), and the tissue should be
washed

Harvesting Use a low depression (less than 0.5 atm or 375 mmHg), and a small cannula (2—-4 mm in diameter) with multiple holes to
decrease the pressure in order to preserve the tissue and to harvest small fat lobules. Devices that accelerate fat tissue harvesting
may damage the fat graft if they are not used with caution

Processing Washing steps are important in order to remove infiltration drugs and inflammatory molecules. Low-speed centrifugation (less
than 400 g) or equivalent should be used to remove the liquid part so that a sufficient fat density is maintained for reinjection

Reinjection =~ Neovascularization of the graft is critical for its survival. It is therefore important to inject small adipose aliquots in order to

decrease hypoxic stress. Preferably use a small cannula (2 mm diameter or less) with small holes. Additional care of the
recipient site (BRAVA) or enhanced lipotransfer (CAL) might be suited for low trophicity breast (e.g., after radiotherapy)

angiogenic factors like the vascular endothelial growth
factor (VEGF) secreted by the SVF [8]. Moreover, the
enriched grafts contain more ASC that may be able to
differentiate in the adipocyte lineage in situ to overcome
the death of adipocytes that occurs during AFG. Finally,
the immunoregulatory potential of ASC [77] may decrease
the inflammation that is responsible for a sub-optimal
outcome, causing adipocyte death. In the CAL protocol, the
SVF is isolated of half of the harvested fat and then
combined with the other half to create a stromal cell
enriched fat graft. Several devices are now used in clinical
practice to isolate the adipose SVF. These devices often
use enzymatic digestion to digest the tissue and allow the
isolation of the SVF cells as a pellet following centrifu-
gation of the digested tissue [78].

So far the results obtained with CAL do not allow us to
reach any conclusion as far as the superiority of this
technique is concerned when compared with conventional
fat transfer [45]. There is still a lack of real comparative
studies with an objective assessment of graft survival.
Moreover, the higher cost and quantity of tissue required
for CAL remain limiting factors. It is likely that the CAL
technique may not be suited to every AFG application.
However, SVF seems to improve scar healing and might be
suitable for low trophicity recipient sites [79].

ASC Enriched Graft

Last year, Trojahn Kglle et al. published a study carried out
with volunteers in which fat grafts were compared with fat
grafts enriched with cultured ASC. Even if this study was
conducted on bolus injections of fat, the improvement in
fat survival at 121 days (80.9 vs. 16.3 %) has now raised
interest in cultured ASC supplemented fat for AFG [80].
We can expect in future breast AFG studies with cultured
ASC to assess safety and cost effectiveness of this concept.
However, this protocol is not a one-step procedure, with
additional costs, time and the possibility of contamination
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related to the expansion of stromal cells. Furthermore, the
intensive expansion of stromal cells increases the mutation
risk in these cells (abnormal caryotype).

Breast Expansion System

Focusing on the recipient site, Khouri has developed the
BRAVA system. The principle of this device is to extend
the breast skin to make it a more favorable recipient for fat
injection. The device applies a negative pressure (from 15
to 33 mmHg) to the breast area to (1) untighten the skin,
increasing recipient volume, and (2) increasing blood
supply via mechanotransduction effects [14]. Several
studies and a clinical trial have supported the use of this
technique and have demonstrated good results [26, 33, 38,
40, 49]. However, the BRAVA is quite expensive and its
use is unwieldy for the patient. Considering its cost and its
cumbersome nature it might be better suited for selected
patients, for example with a “hostile” recipient breast
(post-radiotherapy [49] ) or those who want a large aug-
mentation with limited procedures [81]. Nowadays, 8 % of
American plastic surgeons are using this device prior to
AFG [11].

Guidelines

In Table 2, we resume some tips that, according to the
literature, can help to improve outcome for breast AFG.
There is still no ideal protocol but we believe that the
recent knowledge can be used to avoid deleterious
procedures.

Conclusion
AFG to the breast is now a standard practice for breast

reconstruction and augmentation procedures. However,
there remain serious limitations as far as graft intake is
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concerned. To improve outcome, many studies have
focused on finding new approaches to treat the fat before
reinjection. Here, we summarized current knowledge for
each step of the AFG to the breast technique.

We believe it is possible to improve long-term outcomes
by respecting both adipocyte and stromal fractions during
the entire AFG to the breast process. Graft survival can be
improved by controlled aspiration with low negative
pressure (<700 mmHg) and with multi-small-holed can-
nulae. Before reinjection the fat needs to be concentrated
while care is taken to preserve cell survival (positive bal-
ance between liquid removal and fat damages).

In the past 10 years, many research groups have shown
interest in “stem cell enriched” grafts, especially the CAL
protocol with SVF. It is still not clear if this protocol is
better than conventional fat grafting. It might be promising
for hostile hypotrophic recipient sites (an irradiated breast
for example) justifying the higher cost, the necessity to
harvest more tissue (half of it is digested) and the supple-
mentary operation time that is required (approximately 2 h
more). For all other applications high graft maintenance
can be achieved by carefully processing the fat with simple
and low-cost techniques.

The future of AFG to the breast is yet to be written; but
it is clear that since the advent of the optimized Coleman’s
lipostructure, a great deal of fat grafting knowledge has
been gathered and we now have more clues about how to
handle fat in order to offer the best esthetic outcomes for
patients.
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Vincent HIVERNAUD

Chirurgie reconstructrice et médecine régénératrice osseuse :
utilisation du tissu adipeux et de ses dérivés

Reconstructive surgery and bone regeneration: Use of adipose tissue and its

derivated

Résumé

Le tissu adipeux est une source cellulaire d’intérét
en clinigue humaine. La lipoaspiration permet un
prélevement a-traumatigue de ce tissu. Ce
lipoaspirat est utilisé en chirurgie plastiqgue et
reconstructrice pour combler des défauts de tissu
mous via la technique de lipotransfert. Mais
l'intérét clinique de tissu adipeux ne se situe pas
seulement dans son volume. En effet, depuis une
dizaine d’années maintenant, le tissu adipeux est
a I'étude pour son contenu en cellules souches
mésenchymateuses (CSM). Ces cellules sont
présentes dans la fraction stromale vasculaire
(FSV) du tissu adipeux. La FSV est isolable du
reste du tissu dans un délai intra-opératoire. La
présence de CSM, mais aussi de progéniteurs
endothéliaux et de nombreux facteurs de
croissance font de la FSV une source cellulaire
d’intérét pour la médecine régénératrice.

Au cours de ce travaill nous nous sommes
intéressés au potentiel cliniqgue du tissu adipeux.
D’abord les différentes techniques actuelles de
lipotransfert ont été comparées dans une étude
pré-clinigue. Dans un second temps, le potentiel
de la FSV en association a des biomatériaux
osseux a été évalué dans des modeles pré-
cliniques de perte osseuse maxillo-faciale. Le but
étant de développer un nouveau procédé
d’ingénierie tissulaire osseuse intra-opératoire.

Mots clés

Tissu adipeux, ingénierie tissulaire osseuse, chirurgie
plastique et reconstructrice, fraction stromale vasculaire,
contexte clinique

Abstract

Human adipose tissue is a cellular source of great
interest in clinic. It can be harvested harmlessly by
lipoaspiration. The lipoaspirat is already used in
plastic and reconstructive surgery to fill soft
tissues defects with the lipotransfer technique.
However, the clinical interest of adipose tissue
does not only lies in its volume. Indeed, since the
last decade, researches are made on the
mesenchymal stem cells (MSC) present in the
adipose tissue. Those cells are contained in the
stromal vascular fraction (SVF) of adipose tissue.
FSV cells can be isolated from the adipose tissue
in an intra-operative timing. The presence of MSC
but also endothelial progenitors and numerous
growth factors drive great interest for the SVF as a
cellular source for regenerative medicine.

In this thesis, we investigated the clinical potential
of adipose tissue. First, the different protocols of
autologous fat grafting (lipotransfer) were
compared in a pre-clinical model. Then, the
potential of SVF cells associated to bone
substitute was evaluated in pre-clinical models of
maxillo-facial bone loss. The aim was to develop a
new intra-operative strategy of bone tissue
engineering.

Key Words

Adipose tissue, bone tissue engineering, plastic and
reconstructive surgery, stromal vascular fraction, clinical
interest
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