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>Dans les maladies dégénératives de la rétine
affectant les photorécepteurs, la transplanta-
tion de cellules permettant la restauration de
la vision est aujourd’hui envisagée. La derniére
décennie a vu des progrés remarquables dans
la génération de cellules de rétine a partir de
cellules souches pluripotentes humaines avec,
en particulier, le développement de systemes de
culture en trois dimensions (3D) permettant la
génération d’organoides de rétine. Dans cette
revue, nous faisons un état des lieux sur les
stratégies précliniques menées dans des modeles
animaux pour le remplacement des photorécep-
teurs par des photorécepteurs dérivés de cellules
souches et présentons les obstacles importants
qui restent a étre surmontés. <

La vision est, chez ’lhomme, un des sens les plus impor-
tants permettant des activités majeures de la vie quo-
tidienne, et faisant des déficiences visuelles, partielles
ou totales, un handicap majeur qui impacte profondé-
ment la vie de plus de 200 millions de personnes dans le
monde [1]. La plupart des formes de cécité incurable
résultent de la mort de certains types de neurones réti-
niens, comme les cellules ganglionnaires de la rétine,
dans le cas des neuropathies optiques, telles que le
glaucome, ou comme les photorécepteurs, dans le cas
de la dégénérescence maculaire lige a I’dge (DMLA) ou
des rétinites pigmentaires (RP). Comme pour les mala-
dies neurodégénératives du systeme nerveux central, la
perte de ces neurones et les déficits associés sont irré-
versibles. Les traitements cliniques actuels se limitant
a retarder ou a ralentir la progression de la déficience
visuelle, les efforts de recherche se sont concentrés
ces derniéres années sur le développement de nou-
velles stratégies plus ambitieuses visant a restaurer,
au moins partiellement, la vision perdue [2]. Dans ce
contexte, la thérapie cellulaire (par remplacement des
cellules altérées) est considérée comme une véritable
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stratégie d’avenir pour la restauration visuelle [3,4]. LUun des prin-
cipaux avantages de cette approche est qu’elle est indépendante des
mutations responsables de la maladie, puisqu’elle utilise des cellules
qui ne sont pas mutées, et qu’elle offre la possibilité de restaurer la
structure naturelle et I'intégrité fonctionnelle de la rétine, méme aux
stades avancés des maladies. La rétine est un tissu dont les caracté-
ristiques structurales et fonctionnelles présentent, en plus, plusieurs
atouts dans le contexte de la thérapie cellulaire. Elle est facilement
accessible et sa petite taille ne requiert qu’un faible nombre de
cellules pour la transplantation. Uceil est également un organe trés
compartimenté (ce qui permet de cibler individuellement différents
tissus oculaires, tels que le vitré ou I'espace sous-rétinien) et le milieu
intraoculaire est isolé du reste du corps par la barriere hémato-réti-
nienne (qui garantit le privilege immunitaire oculaire® et un risque de
dissémination systémique minimal des cellules transplantées). €nfin,
le développement d’approches d’imagerie non invasives, telles que la
tomographie par cohérence optique et 'optique adaptative, de méme
que Iexistence de tests fonctionnels simples, présentent un grand
intérét pour le suivi du greffon aprés la transplantation et son impact
d’un point de vue fonctionnel.

! Le « privilége immunitaire » résulte du contrdle local étroit exercé sur les cellules lymphoides et les
réactions immunitaires grdce aux barriéres hémato-oculaires qui préviennent ou du moins contrélent trés
strictement le trafic de ces cellules et des molécules qu’elles produisent vers le milieu intra-oculaire.
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Quelles sources de cellules ?

Au cours des deux derniéres décennies, les cellules souches plu-
ripotentes sont apparues comme une source intéressante de cel-
lules en médecine dite régénérative, car elles peuvent étre main-
tenues indéfiniment in vitro dans un état indifférencié et peuvent
se différencier en tout type de cellules de I'organisme adulte.
Les cellules souches embryonnaires humaines (ou cellules €S),
naturellement pluripotentes, ont été les mieux étudiées depuis les
premiers travaux ayant permis leur isolement a partir de la masse
cellulaire interne d’un blastocyste humain [5]. €n 2007, le groupe
de S. Yamanaka au Japon, a rapporté une méthode permettant
d’obtenir des cellules souches pluripotentes par reprogramma-
tion génétique de cellules somatiques adultes humaines [6].
Ces cellules souches induites a la pluripotence (ou cellules iPS)
possedent des caractéristiques en tout point similaires a celles
des cellules €S, fournissant ainsi une source immense de cellules
différenciées.

La maitrise des processus de différenciation in vitro des cellules
pluripotentes (€S ou iPS) murines et humaines en différents types
de cellules rétiniennes a progressé rapidement au cours de la der-
niére décennie [4, 7, 8]. Des essais cliniques ont méme débuté afin
de remplacer I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) partiellement
endommagé ou non-fonctionnel chez les patients atteints de DMLA,
par des cellules d’EPR saines dérivées de cellules €S ou iPS [9, 10].
Ces premieres études de phase /1l visent a garantir I’innocuité et
la tolérance d’injections sous-rétiniennes de ce type de cellules. Si
le remplacement de I’EPR seul est pertinent, notamment lorsque le
processus pathologique I’affecte dans un premier temps et que les
photorécepteurs ne sont pas encore trop atteints, la transplanta-
tion de photorécepteurs —sous forme de feuille rétinienne ou de
suspension de cellules dissociées — s’avére quant a elle nécessaire
si le processus dégénératif des photorécepteurs est trop engagé.
Lintégration dans la rétine de I’hote et le rétablissement des
circuits neuronaux fonctionnels sont les principaux obstacles a la
réussite de la transplantation des cellules. Des études antérieures
réalisées sur des modéles animaux ont révélé que la transplan-
tation de photorécepteurs matures (adultes) était inopérante,
les photorécepteurs devant étre a un stade ontogénétique précis
(précurseurs immatures) au moment de la transplantation [11,
12]. Les premieres études de transplantation de ces précurseurs de
photorécepteurs isolés a partir de rétine de rongeurs nouveau-nés
dans différents modeles de rongeurs aveugles ont conduit les cher-
cheurs a conclure que les cellules transplantées pouvaient survivre
dans la rétine en dégénérescence, se différencier en photoré-
cepteurs matures photosensibles et établir certaines connexions
synaptiques avec les partenaires adéquats, permettant une récu-
pération partielle de la fonction visuelle [11, 12]. Cependant, ces
résultats spectaculaires ont di étre réinterprétés a la suite de
I’identification récente d’un processus cellulaire dit d’échange
de contenu cellulaire entre les cellules transplantées et celles de
I’hote (voir plus loin).
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Comment produire des cellules rétiniennes a
partir de cellules souches humaines ?

Nos connaissances des mécanismes moléculaires et
cellulaires du développement oculaire constituent les
fondements de la médecine régénérative dédiée aux
maladies de la rétine. Des protocoles permettant de
guider la différenciation des cellules souches pluri-
potentes humaines ont été mis au point au cours de
la derniére décennie avec pour principe fondateur la
reproduction in vitro des étapes successives du déve-
loppement embryonnaire afin de produire des neurones
et méme des tissus rétiniens (organoides). application
de ce concept consistait a déterminer les conditions
de culture permettant aux cellules €S et iPS d’adopter
une identité neuroectodermique, puis celle du terri-
toire oculaire pour s’engager ensuite vers un lignage
de rétine neurale ou d’€PR ; la derniere étape visant a
différencier les progéniteurs rétiniens multipotents qui
composent cette rétine neurale en photorécepteurs.
Actuellement, la communauté scientifique privilégie
les méthodes permettant la production de photorécep-
teurs grace a la formation d’organoides rétiniens plutot
que les méthodes plus anciennes
visant a obtenir directement des
photorécepteurs, moins efficaces
(Figure 1) [4,13,14] (=).

(=) Voir la Nouvelle de
S. Reichman et al., m/s
n° 10, octobre 2014,
page 845

Quels sont les critéres nécessaires pour un
transfert vers la clinique ?

Pour une application clinique, toutes les phases de la
production de cellules rétiniennes doivent étre réali-
sées conformément aux lignes directrices actuelles des
bonnes pratiques de fabrication (ou BPF, en anglais,
GMP, pour good manufacturing practices) et a partir de
cellules €S ou iPS humaines de grade clinique, c’est-a-
dire autorisées par les agences réglementaires pour une
utilisation en clinique.

Il est également indispensable que ces méthodes de
production incluent des étapes de stockage et de puri-
fication des dérivés rétiniens issus de cellules €S ou iPS
humaines. €n effet, le développement de méthodes de
cryoconservation adaptées aux précurseurs de photoré-
cepteurs sera important afin que les étapes de produc-
tion du produit de thérapie cellulaire et 'acte médical
de transplantation soient indépendants. L'obtention
d’une population cellulaire homogene et siire?, compo-
sée uniquement des cellules d’intérét (précurseurs de
photorécepteurs dérivés de cellules €5/iPS humaines)

? Au sens de la sécurité sanitaire.
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Figure 1. Illustration des étapes clés pour la génération d’organoides rétiniens a partir de cellules souches pluripotentes humaines. Aprés 4

semaines de culture en présence d’un milieu d’induction neurale (mIN), les structures neuroépithéliales issues des cellules iPS adhérentes sont

détachées et cultivées en suspension d’abord dans un milieu de différenciation rétinienne (mDR) puis dans un milieu de maturation rétinienne

(mMR) pour générer des organoides contenant des photorécepteurs. Barres d’échelle : 100 pm.

est fondamentale. Il est notamment indispensable d’éliminer toute
population résiduelle de cellules indifférenciées. Dans le cadre expé-
rimental, une stratégie d’isolement couramment utilisée consiste a
marquer génétiquement les cellules d’intérét. Mais ces manipulations
sont incompatibles avec une application clinique. Plusieurs études se
sont donc concentrées sur I'identification de marqueurs de surface
cellulaire caractéristiques des précurseurs des photorécepteurs en vue
de leur sélection future. Le ciblage de la seule protéine CD73 (ecto-5'-
nucleotidase)®, ou combiné avec celui de CD24 (ou nectadrine), s’est
révélé tres efficace pour la sélection de précurseurs de photorécepteurs
compétents pour des approches de transplantation [4, 15, 16].

Jusqu’a présent, la plupart des travaux de transplantation ciblant les
photorécepteurs ont été réalisés dans des modéles murins. Ces xéno-
greffes, responsables de réponses immunitaires importantes a I’origine
de rejet du greffon, constituent un obstacle majeur a 'intégration
durable des cellules dérivées de cellules €S/iPS humaines. Méme si
la xénotransplantation chez les rongeurs immunodéprimés permet de
contourner cet obstacle, elle ne permet pas de modéliser la réponse
immunitaire de I’hGte vis-a-vis des greffes allogéniques spécifiques
et n’est donc pas prédictive, sur ce point, de I'efficacité de la trans-
plantation chez I"lhomme. Les études chez le primate non-humain
représentent une alternative pour valider la pertinence d’une future
approche utilisant des photorécepteurs dérivés de cellules iPS compa-
tibles entre donneurs et receveurs. &€n plus de permettre d’étudier les
probléemes d’immunogénicité, les similitudes structurales et fonction-
nelles, la présence d’une fovéa* (région ciblée pour des approches de
thérapie cellulaire visant a remplacer les photorécepteurs et inexis-

¥ (D73 joue un rdle majeur dans la mise en ceuvre de I'immunosuppression impliquant la voie dégradant
I’ATP en adénosine.

“Zone centrale de la rétine ol sont concentrés les photorécepteurs de type cone.
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tante chez les rongeurs) font du primate non-humain,
un modele beaucoup plus pertinent.

Transfert du contenu cellulaire ou réelle
intégration apres transplantation ?

La capacité d’intégration fonctionnelle des photorécep-
teurs immatures apres transplantation dans la couche des
photorécepteurs de la rétine hote a été récemment remise
en cause et les résultats des premiéres études réinterpré-
tés. En effet, grace a différentes stratégies permettant
de distinguer sans équivoque les cellules donneuses des
cellules receveuses, plusieurs équipes, y compris certaines
a Iorigine de ces travaux précurseurs, ont rapporté que les
cellules identifiées lors des premiers travaux comme des
cellules transplantées étaient en réalité des photorécep-
teurs de I’hGte ayant intégré une partie du contenu des
cellules transplantées, par transfert de matériel cytoplas-
mique, plutdt que des cellules du donneur différenciées
et parfaitement intégrées au tissu hote [17-19]. Il est
ainsi probable que la transplantation de photorécepteurs,
réalisée dans un modele animal qui présente une couche
résiduelle de photorécepteurs, conduise a des améliora-
tions fonctionnelles et @ un sauvetage phénotypique par
échange du contenu cellulaire, notamment cytoplasmique,
entre les photorécepteurs de I’hdte et ceux du donneur.
Suite a cette découverte, plusieurs scénarios peuvent étre
envisagés aprés une transplantation sous-rétinienne de
photorécepteurs : 1) les cellules migrent dans la couche
des photorécepteurs et forment des synapses avec les cel-
lules de la rétine interne hdte ; 2) les cellules restent dans
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Figure 2. Scénarios possibles a la suite d’une transplantation de photorécepteurs dans ’espace sous-rétinien. Dans les stades intermédiaires de dégé-

nérescence (présence résiduelle de photorécepteurs hotes, en rouge sur le schéma), les photorécepteurs donneurs transplantés (en vert) dans I’espace

sous-rétinien peuvent se comporter selon différents scénarios : les cellules restent dans 'espace sous-rétinien sans aucune connexion avec la rétine

hote (1) ; un transfert de matériel cytoplasmique survient entre les cellules donneuses et les photorécepteurs hotes (2) ; ou certaines cellules migrent

dans la couche de photorécepteurs de I’hdte et forment des synapses avec les interneurones hdtes (3). €n absence de photorécepteurs hotes (stades

avancés), les cellules transplantées se connectent aux interneurones hdtes (4) ou restent non-connectées dans I’espace sous-rétinien (5). Les scéna-

rios 1 a 3 ne sont pas mutuellement exclusifs et sont représentés séparément pour clarifier la représentation visuelle.

I’espace sous-rétinien et un transfert de matériel cytoplasmique s’opere ;
ou 3) les cellules ne forment pas de connexions synaptiques et aucun
transfert de matériel cytoplasmique ne survient. Aucun cas de transfert
de matériel n’ayant été observé entre types cellulaires différents, la situa-
tion des patients présentant une dégénérescence avancée et une rétine
dépourvue de la quasi-totalité des photorécepteurs est donc différente,
le risque de transfert de matériel n’étant a priori pas possible. Les photo-
récepteurs greffés, présents dans I"espace sous-rétinien, peuvent, en plus,
se connecter plus facilement avec les interneurones de la rétine hate (voir
plus loin) (Figure 2).

Lélucidation des processus d’échange de matériel pourrait conduire a
de nouvelles options thérapeutiques pour des applications de thérapie
cellulaire dans lesquelles les cellules du donneur peuvent étre considé-
rées comme un vecteur qui délivre une protéine manquante, ou d’autres
molécules, aux photorécepteurs endogénes porteurs d’une mutation.
Pour la réparation du tissu cardiaque, des composants acellulaires, tels
que les exosomes, sont les principaux médiateurs des réponses régéné-
ratives dans les cellules cibles [20]. Une approche similaire peut donc
€tre envisagée pour le traitement de certains stades de dystrophie réti-
nienne, au cours desquels la couche des photorécepteurs est totalement
ou partiellement intacte.
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Quelle stratégie pour des stades avancés
de rétinite pigmentaire ?

Ainsi donc, les stratégies actuelles de remplacement
des photorécepteurs par des dérivés de cellules souches
pluripotentes, transplantés sous forme de feuillet/tissu
de rétine, ou d’une suspension de photorécepteurs, ont
montré certaines limites, surtout aprés réinterpréta-
tion de certaines études, a la suite de la découverte
du phénomene de transfert de matériel. La greffe de
feuillets de rétine issu d’organoides rétiniens pourrait
conduire a une restauration fonctionnelle [21, 22].
Néanmoins, la présence de cellules rétiniennes autres
que les photorécepteurs greffés, ainsi que I'organi-
sation de ces photorécepteurs sous forme de rosettes
au sein de ces feuillets entravent leur capacité a se
reconnecter dans le tissu hote et a restaurer la fonction
visuelle (Figure 3). Uinjection dans I’espace sous-réti-
nien d’une suspension cellulaire de précurseurs de pho-
torécepteurs, apres une sélection appropriée, permet
en revanche de transplanter une population homogéne
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Figure 3. Schéma illustrant les principales stratégies adoptées pour la transplantation de photorécepteurs a partir d’organoides rétiniens dérivés
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de cellules souches pluripotentes. Des approches de transplantation sous forme de feuillet de rétine ou de suspensions cellulaires (cellules réti-

niennes versus photorécepteurs isolés) sont actuellement développées & partir d’organoides rétiniens. La maturation fonctionnelle des cellules

greffées et leur interaction avec la rétine hdte peuvent étre améliorées avec I’utilisation de supports biocompatibles.

de photorécepteurs et facilite les contacts avec les neurones du tissu
hote [15, 23]. La maturation morphologique et fonctionnelle des
photorécepteurs immatures greffés, qui nécessite le développement
des segments externes sensibles a la lumiere, demeure, a ce jour, un
obstacle a surmonter. Ceci nécessite une interaction avec I’€PR sous-
jacent qui maintient la structure et la fonction des photorécepteurs
via le renouvellement continu des segments externes, y compris la
régénération des pigments visuels afin de maintenir la sensibilité a la
lumiére [24].

A ce jour, si I’expression de marqueurs de photorécepteurs matures
permettant la photosensibilité (protéines impliquées dans la cascade
de phototransduction par exemple) est décrite dans la littérature, la
maturation morphologique et fonctionnelle des cellules transplantées
est souvent décevante, voire absente [3]. Des systémes de matrice &
base de polyméres biocompatibles (scaffolds ou échafaudages), déja
largement développés pour les stratégies de remplacement des cel-
lules de ’EPR [9, 251, sont désormais expérimentés afin de surmonter
ces problémes et soutenir la maturation et la polarisation des photo-
récepteurs (Figure 3). Les progrés des technologies d’impression 3D
ont rendu possible la création de polyméres avec un parfait controle
de leur structure et de leurs caractéristiques chimiques et mécaniques.
La polymérisation de photons, une technique d’impression 3D a haute
résolution, a, par exemple, été utilisée pour créer des structures
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facilitant alignement de cellules rétiniennes non dif-
férenciées (progéniteurs), optimisant leur densité a la
surface et facilitant leur diffusion dans la matrice [26].
Valider la capacité de ces cellules a se différencier
en photorécepteurs matures, avec la formation d’une
ébauche suffisante de segment externe, ainsi que leur
fonctionnalité in vivo, sera le prochain défi. Uutilisation
d’un nouveau type de micromatrice en forme de verre
@ vin, congu par Jung et ses collaborateurs, a permis
de favoriser I'organisation et la polarisation de pho-
torécepteurs dérivés de cellules souches pluripotentes
humaines [27]. La « bio-impression » tridimensionnelle
devrait permettre de contréler avec précision la dis-
tribution des cellules au sein des matrices de support
et d’obtenir des structures stratifiées combinant des
cellules de I’EPR et des photorécepteurs [28]. Cette
approche pourrait fournir un traitement plus approprié
pour les stades avancés de DMLA, lorsque I’EPR et les
photorécepteurs doivent étre conjointement remplacés.
Compte tenu de la difficulté des photorécepteurs trans-
plantés a former des segments externes fonctionnels
et devenir photosensibles, une stratégie alternative a
consisté a combiner la thérapie cellulaire et I"optogé-



nétique, en conférant artificiellement une photosensibilité aux cellules
du donneur [29]. €n s’inspirant de la stratégie visant, chez des patients
atteints de rétinite pigmentaire, a rendre photosensibles les cellules réti-
niennes survivantes (cones dormants dépourvus de segments externes
ou cellules de la rétine interne) [30], une opsine® microbienne hyperpo-
larisante a été introduite a I’aide d’un vecteur viral du type AAV dans les
précurseurs de photorécepteurs dérivés de cellules iPS humaines. U'inser-
tion de tels capteurs de lumiere a permis de rendre les précurseurs de
photorécepteurs greffés photosensibles, indépendamment de la forma-
tion de segments externes, de I'expression de I’ensemble des acteurs de
la phototransduction naturelle, et de la présence d’€PR. L'optimisation
des principaux éléments clés (type de vecteurs AAV, promoteur, trafic
des opsines microbiennes) afin d’assurer la sécurité et I'efficacité des
opsines microbiennes pour mettre en place des traitements fiables pour
les maladies de la rétine est déja bien avancée [30]. Uobstacle majeur
a la transposition clinique de cette technologie reste la faible photo-
sensibilité des opsines microbiennes qui sont actuellement utilisées. Ce
défaut nécessitera un éclairage a des longueurs d’onde spécifiques, et
des intensités particulierement élevées, souvent toxiques. Bien que des
optimisations technologiques soient nécessaires, la combinaison de ces
deux approches reste néanmoins particulierement séduisante.

Conclusion

Le succes du remplacement des photorécepteurs reposera sur la mise
en ceuvre conjointe de stratégies multiples au cours des différentes
étapes menant a une application de thérapie cellulaire : de la fabrica-
tion de produits cellulaires a la délivrance chirurgicale et a la restau-
ration fonctionnelle. Bien que des obstacles importants doivent étre
surmontés avant d’atteindre des objectifs thérapeutiques, la plupart
de ces défis ne sont pas spécifiques des thérapies cellulaires ciblant
la rétine externe, mais intéressent tous les traitements a base de
cellules souches. Les efforts de collaboration entre domaines distincts
utilisant les cellules souches, mais également entre différentes dis-
ciplines scientifiques (biologistes, ingénieurs et cliniciens) devraient
accélérer les progres de cette médecine, dite régénérative. ensemble
de ces développements devraient permettre la mise en place d’essais
cliniques utilisant des cellules dérivées de cellules souches pluripo-
tentes et, si de nombreux défis restent a relever, il offre un espoir
aux patients atteints de maladies rétiniennes incurables de préserver,
d’améliorer, voire méme de restaurer, la fonction visuelle. ¢

SUMMARY

Photoreceptor cell transplantation for future treatment of retinitis
pigmentosa

In inherited retinal diseases such retinitis pigmentosa, characterized by
progressive loss of light sensitive neurons (photoreceptors), cell therapy
is now considered as an attractive strategy. Photoreceptor cell replace-
ment would be valuable for restoring function to retinas in a way that is

5 'opsine est une protéine capable de réagir a I'énergie lumineuse. Chez plusieurs microorganismes, les
opsines sont impliquées dans diverses fonctions, comme la motilité selon la luminosité.
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independent from the cause of the disease. With advances
in stem cell biology, considerable strides have been made
towards the generation of retinal cells, in particular with
the development of 3D culture systems allowing the gene-
ration of retinal organoids from pluripotent stem cells. In
this review, we present a state-of-the art of preclinical
strategies conducted in animal models for photoreceptor
replacement from stem cell-derived photoreceptors and
we discuss the important obstacles to overcome in the
future. ¢
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en santé publique

es résultats de la recherche en santé publique
souffrent en France d’un réel manque de visi-
bilité. Ceci concerne aussi hien le monde
académique (hors santé publique) que le
grand public et les décideurs. Pour pallier ce
déficit, I'IReSP a créé un bulletin a large diffusion intitulé
« Questions de santé publique », largement inspiré du
bulletin mensuel d’information de I'INED « Populations et
sociétés ». L'objectif éditorial est de porter a la connais-
sance d’un large public (enseignants, étudiants, journa-
listes, décideurs, milieux de la recherche, associations,
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public concerné) les informations les plus récentes
concernant des questions importantes de santé publique,
rédigées de facon facilement lisible et compréhensible
pour des non spécialistes, en garantissant que les infor-
mations publiées sont validées scientifiquement. La
publication concerne des faits et non des positions. Au-
dela de la présentation de résultats, les qualités pédago-
giques de Questions de santé publique permettent au
lecteur de mieux comprendre comment sont formulées et
ahordées les questions de santé publique et quelles sont
les limites de ces études.
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