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— RESUME
La médecine régénérative vétérinaire a fait d’énormes progrés en 20 ans. Le mécanisme d’action
des cellules stromales mésenchymateuses (CSM) a été completement révisé ; les CSM sont passées du
statut de cellules qui se différencient localement pour reformer un nouveau tissu persistant, a celui
de cellules signalisatrices médicinales qui interagissent transitoirement avec le micro-environnement
pour rétablir les conditions propices a une cicatrisation tissulaire efficace. De fait, I'utilisation des CSM
qui a été longtemps restreinte a une approche autologue et principalement pour des applications
orthopédiques, s'est élargie a I'approche allogénique vers d’'autres affections inflammatoires ou
dysimmunitaires de médecine interne. Cependant, la multitude des sources de CSM et des procédés
de production rendent les études difficilement comparables entre elles. Le vétérinaire a aujourd’hui
accés a un large choix de produits cellulaires mais ne dispose que des informations commerciales
ou de la littérature scientifique spécialisée pour faire un choix. Cette revue fait I'état des lieux des
connaissances actuelles sur le sujet en médecine vétérinaire tout en apportant un éclairage a l'aide
de données scientifiques obtenues chez I'homme.

Mots-clés : cellules souches mésenchymateuses, CSM, vétérinaire, santé animale, thérapie cellulaire, médecine régénérative.

— ABSTRACT

Great strides have been in made in the last two decades in the field of veterinary regenerative medi-
cine. Mesenchymal Stromal Cells’ (MSCs) mechanism of action has been completely revisited. MSCs,
wishfully thought as cells being able to differenciate themselves and replace damaged tissue, have
turned out to be only transient but key signalling cells, interacting with the microenvironment to
restore the conditions for an efficient tissue healing process. This new perceiption of their mechanims
of action has drived the expansion of their use, initially restricted to autologous treatments of ortho-
paedic conditions, to allogenic treatments to tackle diverse inflammatory and immune problems.
However, both the diversity of the sources of MSCs and the use of different production processes, can
render scientific data analysis confusing ; especially for veterinarians who now have at their fingertips
a choice of an wide array of therapeutic cellular products.

In this review we aim to clarify the current state of the art in animal regenerative medicine, while
lightening them with scientific data from studies in man.

Key-Words: Mesenchymal Stem Cells, MSC, veterinary, cell therapy, regenerative medicine.
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INTRODUCTION

Les Cellules Stromales Mésenchymateuses (CSM) font 1'objet
chez 'Homme d’une intense recherche clinique. Aujourd’hui
plus de 1000 essais thérapeutiques sont enregistrés chez 'Homme
dont 300 ont été finalisés (Clinical Trials disponibles a https://
clinicaltrials.gov/. Acces le 20 Novembre 2018). Cet intérét est
né de la description en 1999 de leur potentiel d’expansion ex
vivo et de différenciation in wvitro par Pittenger et al. (Pittenger
et al. 1999). Presque simultanément Fortier et al. décrivaient
en 1998 le potentiel chondrogénique des CSM équines pour
la régénération du cartilage, initiant les premiéres applications
autologues commerciales en orthopédie chez le cheval (Fortier
et al. 1998). Vingt ans plus tard, chez 'Homme, le mécanisme
d’action des CSM a été complétement revu au point de renom-
mer les CSM : Cellules de Signalisation Médicinales (Caplan,
2017). Le premier Médicament de Thérapie Innovante a base
de CSM allogéniques (Alofisel®) a été approuvé par I'agence
européenne du médicament pour le traitement des fistules
anales dans la maladie de Crohn. Quelques mois auparavant, les
autorités du Canada autorisaient la commercialisation de CSM
allogéniques pour le traitement de la maladie du greffon contre
I'hote réfractaire aux stéroides, chez 'enfant apres greffe de
moelle osseuse (Remestecel®). En ce qui concerne la médecine
vétérinaire : les applications thérapeutiques se sont largement
élargies : aux animaux de compagnie (chien et chat) et & d’autres
maladies inflammatoires chroniques et/ou dysimmunitaires et
le vétérinaire peut effectuer son choix technique parmi un large
panel de produits aux caractéristiques tres différentes - aucun
produit n’a aujourd’hui encore obtenu d’autorisation de mise
sur le marché. Lobjectif de cette revue est de proposer aux
vétérinaires praticiens un état des lieux des connaissances sur
les CSM comme médicament de thérapie innovante (MTI),
des utilisations cliniques explorées, et des caractéristiques des
produits proposés. Une attention particuliére sera apportée a
['utilisation allogénique.

CELLULES SIGNALISATRICES MEDICINALES
— UN MEDICAMENT PAS COMME LES AUTRES

Pharmacodynamie : Abandon du concept

de différenciation tissulaire directe et
permanente et émergence des thérapies
cellulaires allogéniques immunomodaulatrices,
transitoires.

Les premiéres utilisations des CSM en médecine vétérinaire
étaient basées sur la capacité d’induire in vitro, en laboratoire,
leur différenciation vers différents types cellulaires spécifiques
du tissu souhaité (Pittenger et al. 1999). Logiquement, leur
utilisation était cantonnée a une approche autologue de facon
A garantir la pérennité des tissus néoformés attendus, sans rejet
immunologique. Mais 20 ans plus tard, la littérature converge
pour indiquer que les CSM, méme autologues, ne persistent
pas suffisamment longtemps dans les tissus aprés administra-
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tion (von Bahr et al. 2012) et ne se différencient pas en tissu
cible ou alors a un degré bien trop faible pour rendre compte
de I'effet thérapeutique observé. D’autres mécanismes d’action
doivent donc expliquer I'effet clinique observé. La découverte
des capacités de sécrétion de cytokines, de facteurs de croissance
solubles, d’exosomes et microvésicules contenant eux-mémes
des facteurs bioactifs - et d’interaction directe des CSM avec
virtuellement tout type cellulaire a réorienté la compréhension
de leur mécanisme d’action et ouvert dans le méme temps de
nouvelles perspectives d’utilisation (Caplan & Dennis, 2006).
Les CSM promeuvent localement I'angiogénése qui va favoriser
I'afflux local de cellules souches endogénes pouvant faciliter
la régénération tissulaire. Les facteurs de croissance sécrétés
par les CSM vont avoir une action trophique sur les tissus du
microenvironnement. Les CSM protégent les cellules des tissus
de I'environnement contre la mort cellulaire programmée (effet
anti-apoptotique) qui peut étre massive lors de certaines atteintes
tissulaires comme 'infarctus du myocarde. Un effet majeur des
CSM est leur capacité a induire une immunomodulation de
la plupart des acteurs cellulaires de I'immunité innée (macro-
phages, polynucléaires neutrophiles...) et acquise (lymphocytes
T, B ...). Cette immunomodulation induit un phénotype plutot
anti-inflammatoire et régulateur (Hoogduijn et al. 2011). De
facon intéressante, le potentiel immunomodulateur des CSM
néonatales serait supérieur a celui des CSM adultes ou des
fibroblastes (El Omar et al. 2014; Saulnier et al. 2016) Les CSM
ont une action antifibrotique par la limitation de formation
de tissu fibroblastique. Enfin, plus récemment, une fonction
antibactérienne a été attribuée aux CSM avec la promotion des
fonctions de phagocytose macrophagique et la sécrétion d’agents
antibiotiques comme le peptide cathelicidin LL-37 (Alcayaga-
Miranda et al. 2017). Aujourd’hui les CSM sont parfois présen-
tées comme des cellules immunitaires 4 part entiére (Hoogduijn,
2015) qui, par adaptation de leur sécrétome au microenviron-
nement rencontré, facilitent et orchestrent le rétablissement de
I’homéostasie locale, favorable a une cicatrisation harmonieuse.
De facon notable, les CSM interagissent avec leur microenviron-
nement cellulaire et tissulaire de facon immunologiquement
non restreinte (sans nécessité de compatibilité immunologique
entre le receveur et les CSM). D’autres mécanismes ont été mis
A jour récemment et sont encore a I'étude (Galleu et al. 2017).
Lensemble de toutes ces propriétés des CSM ne nécessite plus
leur implantation long terme aprés différenciation comme cela
était initialement envisagé pour les applications autologues. Cela
a permis d’ouvrir le champ a leur utilisation allogénique dans des
contextes de nombreuses maladies inflammatoires chroniques
ou aigues avec ou sans composante dysimmunitaire (tableau 1).

Pharmacocinétique

Distribution

La notion de distribution pour les CSM est indissociable de celle
de « homing » c’est-a-dire la capacité des CSM a se diriger vers le
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site de la Iésion. Ce « homing » ou tropisme spécifique, diminue
avec I'age de la cellule (donc de I'héte) et les conditions d’expan-
sion, via la régulation de récepteurs de chimiokines (CXCR4)
ou de métalloprotéinases (MMPs) (De Becker et al. 2007). Apreés
injection intraveineuse, il y a un puissant effet de premier passage
pulmonaire (Meseguer-Olmo et al. 2017) : du fait de leur taille
les CSM sont bloquées par les capillaires pulmonaire d’ot, par
voie paracrine, elles sécrétent et diffusent des facteurs bioactifs
(Schrepfer et al. 2007; Lee et al. 2009) . Ensuite, une redistribu-
tion secondaire peut étre observée selon les modeéles (Lee et al.
2009; Eggenhofer et al. 2012). La voie intra-artérielle permet une
meilleure biodistribution mais s’accompagne de micro-emboles
(Moll et al. 2015). La voie locorégionale, en perfusion, permet
une concentration des CSM autour des segments vasculaires
concernés. Ladministration intra-artérielle locorégionale per-
mettrait une diffusion plus reproductible et plus persistante
que la voie intraveineuse en locorégional/sous garrot (Sole et
al. 2012). Lors d’une injection intrathécale, de facon attendue,
la voie atlanto-occipitale (entre C1 et os occipital) permet une
diffusion des cellules plus homogene le long du canal vertébral
que la voie lombo-sacrale (Barberini et al. 2018). Les voies locales
intramusculaire et sous-cutanée ont récemment été décrites et
permettent d’augmenter localement la persistance des CSM par
rapport aux autres voies (Braid et al. 2018). Les CSM ne diffusent
que trés peu vers d’autres tissus. Par voie intra-articulaire, les
CSM ne diffusent pas ou de facon non significative (Meseguer-
Olmo et al. 2017).

Suivi des concentrations plasmatiques

Plusieurs études se sont intéressées aux parameétres pharma-
cocinétiques des facteurs sécrétés par les CSM et responsables
de leffet thérapeutique. Les molécules sécrétées sont détectées
jusqu’a 100 jours aprés l'injection intramusculaire des CSM
(Braid et al. 2016). Une corrélation a été mise en évidence entre
la durée de persistance des CSM dans la circulation aprés admi-
nistration par voie intraveineuse et la durée pendant laquelle les
facteurs sécrétés sont détectés dans le sang périphérique (Elman
et al. 2014). La concentration plasmatique atteint un pic a 3 jours
et I'aire sous la courbe est supérieure a celle obtenue par une
administration séparée de ces mémes facteurs au lieu des CSM
(Elman et al. 2014). Cela met en évidence la production active
de facteur biologique in vivo par les CSM et suggere que leffet
des CSM ne pourrait étre complétement reproduit a I'identique
par la seule administration isolée des facteurs sécrétés.

Posologie — A quel moment administrer les CSM ?

Compte tenu de la faible persistance des CSM dans 'organisme
aprés injection, déterminer le moment approprié pour 'adminis-
tration des CSM est important pour I’expression thérapeutique
optimale du produit cellulaire. Il a été longtemps considéré que
les CSM devaient étre administrées une fois le processus inflam-
matoire résolu, ce dernier étant considéré dogmatiquement
comme délétere pour les CSM. Aujourd’hui les études indiquent
au contraire que, non seulement I'inflammation n’est pas néces-
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sairement nocive pour les CSM mais que cette derniére active les
fonctions immunomodulatrices des CSM (Barrachina et al. 2017;
Merino et al. 2017; Najar et al.2018). Les CSM « percoivent » 'en-
vironnement inflammatoire, et adaptent en fonction leur réponse
métabolique (Murphy et al. 2013). Leffet clinique est optimisé
lorsque les CSM sont administrées pendant la phase inflamma-
toire (Saulnier et al.2015; Maidhof et al. 2017). En revanche, les
CSM ne sont pas considérées comme immédiatement actives
aprés administration et leur action mettrait une semaine pour
se traduire en une immunomodulation et une réponse sur l'in-
flammation. (Saulnier et al. 2015; Merino et al. 2017).

Métabolisation et Elimination — réponse immunitaire
dirigée contre les CSM

Aujourd’hui il est admis que les CSM, autologues ou allogé-
niques, ne persistent pas au-dela de quelques semaines dans les
tissus quelles que soient les voies d’administration (Hoogduijn et
al. 2011). Ces résultats font évoluer le concept actuel vers celui de
« Thérapie Cellulaire Transitoire » (Elman et al. 2014). Les CSM
ont longtemps été considérées comme « immunoprivilégiées »
c'est-a-dire n’induisant pas de réponse immunitaire spécifique
comparée a d’autres types cellulaires comme les fibroblastes
(Pigott et al. 2013; Ankrum et al. 2014; Kol et al. 2015). Si les
molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH)
IT sont exprimées apreés stimulation inflammatoire, I'absence
d’expression des molécules co-stimulatrices (Ex : CD80, CD86,
CD40) rend la stimulation lymphocytaire inefficace ou toléro-
gene (Tse et al. 2003). Ce concept, conforté par une excellente
tolérance clinique, est pourtant battu en bréche par un nombre
grandissant d’études montrant une réponse anti CSM adultes
(Schnabel et al. 2014; Berglund &Schnabel, 2017; Joswig et
al. 2017). Celleci serait moindre pour les CSM néonatales
considérées comme moins immunogeénes (Barry et al. 2005;
Prasanna et al. 2010). Aujourd’hui les CSM sont donc plutot
considérées comme « immuno-évasives », ¢’est-a-dire capable d’in-
duire une réponse immunitaire atténuée (Ankrum et al. 2014).
Contrairement a un dogme largement implanté, le caractéere
autologue ne protége pas complétement les CSM du systéme
immunitaire; elles sont sensibles a la lyse via les lymphocytes
Natural Killer activés (Hoogduijn et al, 2011). Elles peuvent
également étre éliminées par le systéme macrophagique représen-
té,par exemple dans le contexte articulaire, par les synoviocytes
de la membrane synoviale (Joswig et al.2017). Ainsi plusieurs
études rapportent une infiltration lymphocytaire persistante
de la membrane synoviale aprés injection intra-articulaire de
CSM allogéniques ou autologues (Pigott et al. 2013). Cet infil-
trat et cette réponse immunitaire « non spécifique » pourrait
expliquer au moins pour partie, 'action clinique long-terme
des CSM qui persiste plusieurs mois apres la disparition de ces
dernieres (von Bahr et al. 2012; Pigott et al. 2013; Harman et al.
2016; Taroni et al. 2017). Ce résultat corréle avec ceux obtenus
dans une étude menée par VetAgro Sup dans un modéle expé-
rimental d’arthrose avec un infiltrat lymphoplasmocytaire de la
membrane synoviale (Saulnier et al. 2015). Limpact négatif ou
positif de cette réponse immunitaire dans le pronostic clinique
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post-traitement fait 'objet d’un débat (Carrade et al. 2011; Pigott
et al. 2013; Joswig et al. 2017). De prime abord, cette réponse a
d’abord été considérée comme limitant la survie des cellules in
vivo, donc leur efficacité clinique. En ligne avec le concept de
meédecine basée sur la preuve, il est important de noter qu’aucune
étude n’a formellement démontré que cette réponse immune
interférait négativement sur la réponse clinique (Ankrum et
al. 2014). Plus récemment, des études suggérent au contraire
que la réponse immunitaire, en entrainant ’élimination des
CSM néonatales, induirait d’'une part un statut macrophagique
anti-inflammatoire M2 (Abumaree et al. 2013) et d’autre part
le relargage des molécules bioactives contenues dans les CSM
comme le Fibroblast Growth Factor 2 (Aizman et al. 2015). Par
ailleurs, sur le plan de I'innocuité, ce mécanisme d’élimination
des CSM allogéniques contribuerait a limiter, par rapport aux
cellules autologues, les risques de formation de tissu ectopique
ou de processus tumorigéne (von Bahr et al. 2012).

Le systétme immunitaire du receveur, inné et/ou acquis, contri-
bue donc au métabolisme et a 'élimination des CSM, autolo-
gues ou allogéniques, comme le foie métabolise une molécule
chimique (Elman et al. 2014). La vitesse d’élimination dépend de
plusieurs facteurs, comme I'immunocompétence du receveur ou
le caractére plus ou moins immunogéne des CSM. En médecine
vétérinaire, I'immunocompétence est rarement compromise
sauf par exemple lors d’un sepsis bactérien. Les CSM néona-
tales équines autologues et allogéniques semblent induire une
réponse identique (Carrade et al. 2011) et les CSM néonatales
ont une plus faible immunogénicité que les CSM adultes (Barry

et al. 2005).

Effets secondaires « désirables » ou effets
indésirables ?

Les thérapies a base de CSM ont montré sur de grandes cohortes,
un bon profil d’innocuité quelle que soit 'espece étudiée (Lalu et
al. 2012; Kol et al. 2015; Centeno et al. 2016). Toutefois, la multi-
plicité des produits cellulaires et des procédés de fabrication, le
mécanisme complexe d’action et le caractére vivant et variable des
CSM imposent une analyse de risque spécifique a chaque produit
et a la mise en place d’un dispositif de (pharmaco)-vigilance actif
par tous les industriels, en apportant une attention particuliére
aux évenements suivants :

Inflammation

Une inflammation locale modérée, non septique et transitoire,
survenant généralement aprés 1 a 2 jours peut étre observée dans
environ 1 a 10% des cas aprés injection intra-articulaire de CSM
(Peroni & Borjesson, 2011; Pigott et al. 2013; Ferris et al. 2014).
Chez le cheval ce phénomene prend parfois la forme de « flare »
ou poussée inflammatoire. Lobservation de poussées inflamma-
toires lors de I'injection intra-articulaire de corticoides, d’acide
hyaluronique ou de cellules autologues ou allogéniques tend
A favoriser 'hypothése d’une réaction non-spécifique (Marino
et al. 2006; Carrade et al. 2011; Ardanaz et al. 2016). Cette

phase inflammatoire pourrait précéder, voire induire, I'action
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anti-inflammatoire ou immunomodulatrice plus rémanente
(plus rémanente des CSM (Hoogdjuin et al. 2013; Merino et al.
2017). Cette observation serait en accord avec la description de
résultats cliniques positifs particulierement apres survenue de ces
réactions inflammatoires (Peroni & Borjesson, 2011).

Formation de tissu ectopique

Ce risque de différenciation indésirable des CSM, rapporté dans
de rares publications est limité car la différenciation n’est pas un
mécanisme prédominant in vivo (Harris et al. 2004). La majorité
des études n’ont pas été en mesure de le mettre en évidence (von
Bahr et al. 2012). Cabsence de persistance prolongée des CSM
allogéniques serait un facteur supplémentaire de réduction de
ce risque (von Bahr et al.2012).

Néoformation de tumeur par transformation maligne

des CSM ex vivo

Lors de la phase d’expansion au laboratoire, les CSM adultes
peuvent acquérir des anomalies chromosomiques qui pourraient
conduire a leur transformation et a la génération de tumeurs
aprés réinjection in vivo. Si ce risque était avéré, il serait aggravé
dans le cas des cellules autologues comparé aux cellules allo-
géniques du fait de 'absence de réponse immunitaire contre
ces CSM modifiées (Lee & Hong, 2017). Les rares publica-
tions rapportant ce risque ont été retirées car entachées d’ar-
téfacts expérimentaux (Garcia et al .2010). Plusieurs arguments
convergent pour indiquer que ce risque n’est a ce jour pas fondé :
les anomalies chromosomiques observées dans les premiéres
phases d’expansion disparaissent lors des phases d’expansion
ultérieures et ne s’accompagnent pas de transformation (Tarte
et al. 2010). Le risque tumorigéne n’a pas été a ce jour mis en
évidence pour les CSM néonatales (Park et al. 2016; Cardoso et al.
2017). La faible persistance des CSM réduit ce risque. Dans une
méta-analyse récente chez 'Homme portant sur 2372 patients,
le risque tumoral est plus faible dans la population de patients
traités par CSM autologues que dans la population générale
(Centeno et al. 2016). Cette observation est corrélée par les
résultats de I'étude clinique menée par VetAgro Sup au cours
de laquelle il n’a pas été mis en évidence dans les 2-3 ans apres
le traitement, de relation entre une injection de CSM par voie
intra-articulaire et une augmentation de processus tumoraux chez
des chiens traités pour arthrose (Cabon Q. Front Vet Sci 2019.
doi 10.3389/fvets.2017.00083).

Promotion de la tumorogénicité de cellules (pré)
tumorales préexistantes via 'immunosuppression

induite par les CSM

Analyser ce risque est justifié¢ du fait du mécanisme d’action
des CSM basé, entre autres, sur 'immunomodulation et la
néovascularisation. Les études sont toutefois contradictoires ; la
survenue de ce risque a été observée dans des modeéles animaux,
in vitro, ou chez des patients immuno-incompétents (Karnoub
et al. 2007; Ning et al. 2008). En revanche, plusieurs méta-ana-
lyses ne parviennent pas a identifier ce risque dans des études
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portant sur de grandes cohortes de patients traités ( Lalu et al.
2012; Centeno et al.2016). La présence d’une tumeur active
chez un animal  traiter est considérée aujourd’hui comme une
contre-indication, sur la base du principe de précaution. Cette
contre-indication est relative en cas d’administration locale
selon la localisation de la tumeur (Ex : synoviosarcome pour une
injection intra-articulaire).

Risque infectieux

Le risque infectieux des CSM est double. i) Il peut étre direc-
tement lié au produit thérapeutique qui transmet un agent
infectieux au receveur. Cet agent infectieux peut étre introduit
soit par le biais du donneur soit au cours de la production en
laboratoire. Dans le premier cas, le risque est plus important
en situation allogénique mais il est a tort considéré comme nul
en situation autologue. En effet, a la suite d’'un changement
d’écologie (prélevement des CSM dans la moelle osseuse et
ré-administration des CSM en intra-articulaire), il existe un
risque de réactivation de la pathogénicité d'un agent jusqu’ici
latent (Pitel et al. 2010). Les cellules néonatales présentent un
risque minimal par leur faible exposition a I'environnement et
grice a la protection conférée par la barriere foeto-maternelle
(Hows, 2001). Pour limiter le risque, un screening infectieux de
tous les prélévements doit étre réalisé avec des sensibles, comme
I'amplification spécifique de séquences génomiques des agents
microbiens (PCR). Dans le second cas (introduction d’un agent
infectieux dans le produit pendant le processus de fabrication),
I'agent infectieux provient de I'environnement de I'unité de
production (les réactifs, I'atmosphére ambiante, les équipements
et le personnel de production). Les produits doivent donc étre
fabriqués dans un environnement controlé et par du personnel
hautement qualifi¢ pour garantir des manipulations aseptiques.
Les controles qualité doivent étre réalisés par un laboratoire
indépendant. ii) Le risque infectieux peut étre aussi indirect,
conséquence de I'action immunomodulatrice des CSM avec une
réactivation d’un agent infectieux présent chez le receveur. Ce
risque est jusqu’a présent considéré comme théorique.

Risque thrombotique et embolique

Ce risque a été principalement associé a la voie d’administration
intravasculaire, et plus particuliérement intra-artérielle (Sole et al.
2012; Pigott et al. 2013). Les CSM ont un effet prothrombogéne
(Moll et al. 2012). Lexpression du facteur tissulaire peut étre
augmentée par la cryoconservation (Hoogduijn et al. 2016). La
taille des CSM néonatales, plus petites de moitié environ que
les CSM adultes, favorise leur passage dans la microcirculation

(Moll et al. 2015).

UTILISATION DES CSM EN MEDECINE
VETERINAIRE

Lexcellent profil d’innocuité des CSM facilite sur le plan éthique
la conception d’études cliniques avec des animaux de proprié-
taires. En plus d’éviter le recours a des modeéles animaux expé-
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rimentaux, ce type d’études présente I'avantage de refléter plus
fidélement la complexité des mécanismes physiopathologiques
de la maladie dans toutes ses formes d’expression clinique. C’est
la capacité a transposer les résultats de ces études, non seulement
aux situations réelles rencontrées par les praticiens sur le terrain,
mais également au contexte de la médecine humaine qui est
mise en avant (Hoffman & Dow, 2016). De la méme facon, les
études sur les maladies dégénératives liées a I'Age chez le Chien
seraient particulierement informatives pour mieux comprendre
les mécanismes du vieillissement chez 'Homme (Hoffman et al.
2018). Toutefois ces études présentent également des inconvé-
nients dont il est important de tenir compte : i) les contraintes
imposées au propriétaire par le recrutement au sein d'une étude
(suivis cliniques réguliers...) sélectionnent des animaux a un stade
sévere, souvent en impasse thérapeutique, et générent une pro-
portion importante d’animaux « perdus de vue » qui ne suivent
pas l'intégralité du protocole. ii) la variabilité interindividuelle
des animaux, associée a celle inhérente du produit biologique
testé, imposerait d’augmenter la taille des groupes d’étude. iii)
les attentes légitimes des propriétaires d’animaux limitent la
faisabilité d’études en double aveugle, controlées contre placebo
ou méme contre traitement standard, qui généralement a déja
été éprouvé. iv) les objectifs et parameétres d’évaluation sont soit
trop indirects (Ex : le niveau athlétique retrouvé un an apres
traitement par des chevaux traités pour une tendinite), soit sub-
jectifs (évaluation vétérinaire de la boiterie par des score visuels),
soit difficiles (cott d’'une IRM) voire impossible éthiquement
A mettre en ceuvre (caractére invasif d’'une biopsie ou d’'une
arthroscopie de controle...).

En dépit de ces limites, il est toujours possible d’analyser les
résultats des études publiées en identifiant et tenant compte des
biais. La Table 1 recense les principales études cliniques évaluant
les CSM chez le Cheval, le Chien ou le Chat pour des maladies
inflammatoires chroniques (références des études incluses dans la
table). Ces études sont pour la plupart menées par des start-ups ou
par des groupes académiques avec un financement limité, parfois
d’origine caritative. Cette contrainte de financement, inhérente a
ces structures, limite les capacités a mener de telles études, souvent
trés longues quand il s’agit de maladies dégénératives comme l'ar-
throse. Contrairement 4 certaines études, parfois contradictoires sur
Iefficacité des CSM, comme dans 'insuffisance rénale, la majorité
des études montrent une efficacité clinique des CSM dans la prise
en charge de l'arthrose ou de la maladie du disque intervertébral,
sans toutefois mettre en évidence de modifications franches de
I'imagerie. Ces études sont généralement réalisées sur des périodes
courtes de 3-6 mois, a l'exception de 'étude récente menée par
VetAgro Sup qui évalue I'évolution sur une période de deux ans des
chiens atteints d’arthrose aprés administration d’une seule injection
de CSM allogéniques néonatales sur deux ans (Cabon Q. Front Vet
Sci 2019. doi 10.3389/fvets.2017.00083). Les résultats cliniques trés
encourageants obtenus avec les CSM au travers de ces études pour-
raient étre consolidés grace a un réseau de centres investigateurs
cliniques permettant d’élargir la base de recrutement/inclusion et la
formation de vétérinaires praticiens motivés aux Bonnes Pratiques
Cliniques (BPC) de vétérinaires praticiens motivés.
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DIFFERENTS PRODUITS CELLULAIRES ET
DIFFERENTS USAGES

Les études sont également difficilement comparables entre elles,
car elles sont souvent réalisées avec des produits cellulaires dif-
férents, fabriqués et testés selon des méthodologies différentes.

La plupart des produits cellulaires disponibles aujourd’hui
different sur plusieurs parameétres relatifs a i) leur origine :
le donneur peut étre 'animal lui-méme (autologue) ou un
autre donneur sain (allogénique), ii) 'dAge du donneur : les
CSM peuvent étre collectées en phase prénatale, néonatale ou
postnatale (adulte), iii) la nature du tissu a partir duquel sont
extraites les CSM : moelle osseuse, tissu adipeux, placenta/
cordon ombilical..., iv) au degré de modification des CSM au
cours de leur préparation qui fait intervenir généralement une
phase d’expansion : les CSM peuvent étre natives- induites in vitro
dans des étapes de prédifférenciation ou stimulées (« primées »)
pour augmenter leur potentiel ; elles peuvent étre aussi associées
A une matrice bioactive et étre cryoconservées ou non.

Autologue ou Allogénique ?

En situation autologue, la maladie sousjacente de I'animal a
traiter pourrait avoir un impact négatif sur le statut biologique
des CSM obtenues (Wang et al, 2013). En particulier I'exposition
chronique de CSM a une inflammation ou a un exces de facteurs
biochimiques toxiques, comme par exemple I'urémie pour les
affections rénales, pourrait affecter la fonctionnalité des CSM
et expliquer les résultats négatifs de certaines études cliniques
menées avec des cellules autologues (Idziak et al. 2014). Si en méde-
cine humaine, la faisabilité d'une utilisation allogénique des CSM
ne semble plus faire débat (Ankrum et al. 2014), avec en particulier
I'approbation du premier médicament a base de CSM allogénique
pour les fistules anales réfractaires dans la maladie de Crohn, la
littérature vétérinaire récente fait encore état de controverses. La
principale d’entre elles repose sur la détection par certaines études
sur les CSM adultes, d’une réponse inflammatoire ou immuni-
taire plus importante avec les cellules allogéniques (Berglund &
Schnabel, 2017). Toutefois, alors que la preuve du caractére délé-
tere sur le résultat clinique reste a apporter par les détracteurs de
I'approche allogénique, émerge le questionnement quant au role
actif de I'élimination des CSM par I'organisme sur leur mécanisme
d’action (Hoogduijn et al. 2013; de Witte et al. 2018).

Lage du donneur est important

Les CSM diminuent quantitativement et qualitativement avec
I'age du donneur (Volk et al. 2012). Limpact de ce paramétre
peut étre majeur en situation autologue car il n’est pas possible
de choisir I'age du donneur qui est celui du patient/animal par-
fois agé lorsqu’il s’agit de maladies dégénératives lice a I'4ge (ex.
arthrose). Il est important également en situation allogénique
pour la sélection des donneurs, car 'amplification lors d’une
phase de culture avec des doublements cellulaires successifs
accélere la sénescence des cellules (Stolzing et al. 2008). La stan-
dardisation de I’dge des donneurs et le recours a des donneurs
les plus jeunes possibles est une recommandation justifiée.
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Lage du donneur influence également I'immunogénicité des CSM
(expression des molécules du CMH-I, CMH-II et des cofacteurs de
présentation d’antigéne) qui bien que traditionnellement considérée
comme limitée, augmente avec 1'4ge, l'inflammation et la pré-dif-
férentiation. Les CSM néonatales sont considérées comme moins
immunogénes que les CSM adultes ; elles joueraient un role impor-
tant dans le maintien chez la mere de la tolérance foetale vis-a-vis
des antigénes paternels au cours de la gestation (Barry et al. 2005).

Le tissu d’origine des CSM

La littérature chez 'animal est abondante sur la comparaison
in vitro des potentiels de différenciation des CSM selon leur
origine tissulaire. Ces études visaient a identifier, pour chaque
besoin médical (reconstruction osseuse, cartilage, nerveuse), le
tissu source de CSM le plus adapté. Avec I'évolution de la com-
préhension du mécanisme d’action in vivo des CSM, ces études
perdent beaucoup de leur portée. De plus, la grande variabilité
des protocoles d’extraction, d’amplification et de différenciation
rend incontestablement difficile la comparaison des études entre
elles et explique en grande partie les résultats contradictoires. En
revanche, d’autres études se focalisent sur les nouvelles fonction-
nalités des CSM. Les CSM adultes sont globalement comparables
entre elles. En revanche les CSM néonatales présentent plusieurs
avantages spécifiques, avec une plus faible immunogénicité et un
potentiel immunomodulateur supérieur (El Omar et al. 2014;
Saulnier et al. 2016). De plus, en raison de leur relative plus faible
immunogénicité, les cellules néonatales semblent étre la source
de choix pour une utilisation allogénique des CSM (Prasanna et
al. 2010; Deuse et al. 2011).

Prédifférenciation in vitro ou cellules natives ?

Bien que la différenciation des CSM en tissu ne soit plus consi-
dérée comme le mode d’action des CSM, certains laboratoires
continuent de proposer des cellules allogéniques prédifférenciées,
pour favoriser la voie de différenciation tissulaire (Global Stem Cell
Technologies, GST, Belgique, Noorwegenstraat 4 B-9940 Evergem).
Les preuves médicales de I'implantation durable de ces CSM et de
I'avantage thérapeutique de cette étape restent 2 apporter au travers
d’études comparatives. En revanche il a été montré que la prédif-
férenciation induit I'immunogénicité¢ des CSM. (Ryan et al. 2014).

LES ENJEUX INDUSTRIELS DU
DEVELOPPEMENT DES CSM EN MEDECINE
VETERINAIRE — VISION INDUSTRIELLE

Intégration des paramétres éthiques et du
bien-étre animal dans la conception des
procédés industriels

Minimiser Uimpact sur les ressources naturelles

Les procédés industriels de production de CSM reposent sur
le prélevement de ressources biologiques naturelles. Ils entrent
donc dans le cadre du protocole de Nagoya entré en vigueur en
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2014 qui vise un partage juste et équitable des avantages décou-
lant de I'utilisation des ressources biologiques de la nature dans
un but commercial, de recherche.

Concevoir des procédés industriels qui respectent le
bien-étre animal

Les CSM allogéniques sont produites a partir de prélévements
réalisés sur des animaux donneurs, vivants et sains. Leur poten-
tiel d’expansion étant limité, des préléevements réguliers sont
nécessaires. Pour les cellules adultes, le prélévement est géné-
ralement invasif. Le moins invasif est le prélévement sanguin
chez le cheval (Global Stem Cell Technologies, GST, Belgique,
Noorwegenstraat 4 B-9940 Evergem). A noter toutefois que
la faible représentation des CSM dans le sang (I CSM pour
10e8 cellules mononucléées) nécessite le recueil de volumes
importants pour avoir un nombre de CSM de départ élevé
(Kuznetsov et al. 2001). Les biopsies tissulaires, de gencives
(ScarCell Therapeutics, Hopital Pompidou 20 Rue Leblanc,
75015 Paris, France), de tissu adipeux (StemT, Hopital des
Armées Percy 1 Rue du Lieutenant Raoul Batany, 92190 Clamart
France), de moelle osseuse ou de liquide synovial sont plus
invasives, et peuvent nécessiter une anesthésie du donneur. Pour
garantir la qualité microbiologique des prélévements, le recours
A des élevages SPF (Specific Pathogens Free) peut s’avérer néces-
saire. Seuls les tissus néonataux, riches en CSM, ne nécessitent
pas de geste invasif (Vetbiobank, Campus vétérinaire VetAgro
Sup, 1 av. Bourgelat 68280 Marcy I'Etoile France). Avec le
consentement des propriétaires des animaux, ils sont collectés
au moment de la naissance ou lors de césariennes réalisées pour
des raisons médicales. Ces tissus sont de fait, considérés comme
des résidus chirurgicaux.

Les forces médico-économiques en jeu autour
des innovations thérapeutiques vétérinaires :
le cas des CSM et de la médecine régénérative.

Les enquétes menées auprés des propriétaires d’animaux
montrent de facon concordante une attente forte de leur part
vis-a-vis des vétérinaires traitants, pour des traitements innovants,
plus technologiques et avec un profil d’innocuité renforcé. Les
colts associés au développement industriel et réglementaire
d’une innovation thérapeutique médicale sont élevés (environ
50-100 millions €), avec un risque intrinséque d’échec élevé,
et des délais longs (10-15 ans) d’obtention d’autorisation de
mise sur le marché (AMM). Toutefois, et contrairement a la
situation en santé humaine, le prix d’une biothérapie animale
doit s’adapter aux spécificités médico-économiques du marché
de la santé animale. La taille des marchés accessibles est limitée
par une segmentation par espéce. Lélasticité des prix de vente
est faible, et ceux-ci sont plafonnés par la capacité financiére des
propriétaires. Les sociétés d’assurances et mutuelles, bien qu’en
développement, jouent un rdle encore mineur pour atténuer
ce phénomene car seuls 5% environ des chiens sont assurés
en France. Les assurances pour chevaux couvrent rarement les
traitements de maladies comme 'arthrose. De plus les schémas
de remboursements actuels proposés par ces structures incluent
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des plafonds de dépenses qui ne tiennent pas compte des prix de
ces biothérapies innovantes (anticorps monoclonaux, thérapie
cellulaire...). Capproche autologue est peu compatible avec une
approche industrielle pour plusieurs raisons : elle est lourde a
mettre en ceuvre chez 'animal a traiter, avec un prélévement
et un traitement qui nécessitent deux consultations séparées,
voire deux anesthésies - I'une pour le prélevement et I'autre
pour l'injection. Les contraintes logistiques liées 4 un produit
biologique fragile, limitent la centralisation de la fabrication
par un laboratoire sur un vaste territoire. La fabrication du
produit a partir des CSM est complexe, coliteuse et soumise a
de nombreux aléas qui peuvent aboutir dans certains cas a des
échecs de production (Abraham et al. 2017). En I'absence de
mutualisation des dépenses de santé, le cotit de fabrication d’un
produit autologue confine de facon durable I'accessibilité¢ de cette
approche a une certaine catégorie d’animaux et donc de pro-
priétaires. En thérapie cellulaire humaine, ce sont les structures
académiques/hospitalieres qui n’étant pas soumises aux mémes
contraintes réglementaires et de rentabilit¢ que les sociétés
industrielles, prennent en charge les approches autologues, dans
un partage cohérent des vocations. Dans le cadre de 'approche
allogénique, les enjeux d’échelle d’industrialisation des procédés
de production sont clé dans la capacité a atteindre un prix de
vente accessible au plus grand nombre de propriétaires. A ce
titre, si les cellules souches embryonnaires ou les cellules pluri-
potentes induites, non abordées en détail ici, présentent le plus
fort potentiel d’industrialisation, les inquiétudes quant a leur
profil d’innocuité limitent a ce jour leur transposition clinique.
Les CSM néonatales du fait de leur innocuité établie et de leur
potentiel d’amplification supérieur a celui des CSM prélevées
sur des animaux adultes, représentent a ce jour une technologie
attractive sur le plan industriel.

Le contexte réeglementaire

La réeglementation autour de cette nouvelle classe thérapeutique
des CSM, avec une pharmacologie trés particuliére, est en cours
de formulation pour la médecine vétérinaire, comme cela s’est
fait en humaine avec la classe des Médicaments de Thérapie
Innovante (MTI). Un groupe d’experts (ADVENT) a été consti-
tué au sein de ’Agence Européenne du Médicament (EMA) pour
réfléchir aux différents questionnements. Dans l'intervalle, les
CSM, bien qu’ayant une pharmacologie totalement spécifique,
sont considérées au méme titre qu'un corticoide ce qui rend
complexe leur évaluation dans le cadre du dossier d’autorisation
de mise sur le marché.

Avec la diversification de I'offre commerciale portée par des start-ups
innovantes, généralement grace a des financements limités, plusieurs
centaines de traitements sont aujourd hui réalisés en France chaque
année. Les produits utilisés, peuvent provenir de laboratoires basés
dans d’autres pays européens, et ont des profils de qualité et sécurité
trés variables. En 'absence ’ AMM aujourd’hui pour I'ensemble de
ces produits, le laboratoire et le vétérinaire engagent leur responsabi-
lité professionnelle. Le besoin de régulation devient donc nécessaire.
Avec un contexte réglementaire adapté, les laboratoires pourront,
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comme cela se fait en médecine humaine, disposer d'un cadre
explicite et adapté pour enregistrer leurs produits. Les contraintes
de cotts induites par 'ensemble des études nécessaires a 'évaluation
de ce médicament et 'application des régles de production appli-
cables au médicament vétérinaire (Bonnes Pratiques de Fabrication)
peuvent rendre ces produits innovants économiquement inadaptés
au marché vétérinaire. Le paramétre clé du succes durable de cette
innovation thérapeutique réside donc dans la capacité des acteurs
industriels a établir des processus de fabrication industrielle 4 large
échelle, automatisés, capable d’absorber ces cotts de développement
incontournables. Tous les types cellulaires ne sont pas équivalents
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a ce titre. Parmi ceux-ci, les cellules néonatales obtenues a la nais-
sance, représentent un bon compromis entre les cellules adultes qui
ont une faible capacité d’'industrialisation et a 'autre extrémité les
cellules embryonnaires qui ont un potentiel d’industrialisation théo-
riquement infini mais qui soulévent des questionnements éthiques.
Ainsi, tout I'enjeu autour de cette innovation thérapeutique est
de lui fournir un écosystéeme de développement et de fabrication,
capable de garantir la qualité et la sécurité des produits tout en
permettant leur mise sur le marché a un prix acceptable par le plus
grand nombre propriétaires. Ces derniers pourront alors en faire
bénéficier leurs animaux dont ils ont la charge.

Note : les auteurs signalent au moment de la publication que si aucune AMM n’a été délivrée a ce jour, le comité d’éva-
luation des médicaments vétérinaires a ’EMA, a attribué récemment deux avis positifs, chacun pour un produit cellulaire
destiné au traitement des affections inflammatoires articulaires du cheval.
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