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Que penser de ’autorisation de mise sur le marché
par I’Agence européenne des médicaments
d’injections a base de cellules souches pour traiter
I’arthrose chez les équidés ?

OBJECTIF DU TRAVAIL: Evaluation de I’efficacité de I’utilisation de médicaments a base de
cellules souches dans le traitement de 1’arthrose chez les équidés

RESUME

L’ostéoarthrose chez le cheval est une pathologie importante pouvant pénaliser le pronostic sportif
de celui-ci, les enjeux économiques associés sont donc importants. C’est une maladie dégénérative
qui touche principalement le cartilage articulaire. Les causes sont multiples et aboutissent a un état
inflammatoire délétere pour I’articulation. Les traitements principaux reposent sur une action anti-
inflammatoire ayant pour but de limiter 1’installation d’un cercle vicieux ou la dégénérescence des
chondrocytes entretient I’inflammation. Cependant ces anti-inflammatoires ont de nombreux effets
indésirables et n’interviennent pas au niveau de la régénération du cartilage. De nombreux autres
traitements ont vu le jour dans I’optique de promouvoir la régénérescence du cartilage articulaire,
tout en évitant les effets secondaires liés aux anti-inflammatoires. Cependant, le manque d’études
standardisées in vivo nous empéche d’avoir un avis franc sur ces traitements. Parmi eux, on peut
trouver 1’utilisation de cellules souches. Ce sont des cellules indifférenciées capables de se diviser
afin de donner des cellules spécialisées ou bien de s’auto-renouveler. Elles ont d’abord été utilisées
dans le but de les différencier en chondrocytes qui pourraient s’intégrer dans la matrice
extracellulaire afin de la régénérer. Cependant les études in vivo démontrent que ce sont les effets
immunomodulateurs anti-inflammatoires qui sont bénéfiques. De nombreuses nouvelles thérapies
dérivées des cellules souches voient le jour comme la formation d’implant in vitro de cartilage a
greffer directement sur le site 1ésé ou encore I’étude des effets des vésicules extra-cellulaires

produites par ces cellules.
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What about the European Medicines Agency’s authorization of
the marketing of stem cell injections to treat osteoarthritis in
equidae?

AIM OF THE WORK

Evaluation of the effectiveness of the use of stem cell drugs in the treatment of osteoarthritis in

equidae

SUMMARY

Osteoarthritis in horses is an important pathology that can penalize their sports prognosis, so the
associated economic stakes are important. It is a degenerative disease that mainly affects the
articular cartilage. The causes are multiple and lead to an inflammatory state harmful to the joint.
The main treatments are based on an anti-inflammatory action aimed at limiting the installation of a
vicious circle where the degeneration of chondrocytes maintains inflammation. However, these anti-
inflammatory drugs have many undesirable effects and do not interfere with in the regeneration of
cartilage. Many other treatments have been developed to promote the regeneration of articular
cartilage, while avoiding the side effects associated with anti-inflammatory drugs. However, the
lack of standardized in vivo studies prevents us from having a frank opinion on these treatments.
Among themselves is the use of stem cells. They are undifferentiated cells capable of dividing
themselves in order to give specialized cells or to renew themselves. They were first used to
differentiate themselves from chondrocytes which could then be integrated into the extracellular
matrix in order to regenerate it. However in vivo studies prouve that it is here again most likely the
immunomodulatory and anti-inflammatory effect that are beneficial. Numerous undergoing
therapies derived from stem cells are emerging such as the formation of implant in vitro of cartilage
to transplant straight in the harmed location as well as study of the effects of extracellular vesicles

formed by those cells.
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Introduction

L’arthrose est une pathologie trés répandue au seins des équidés puisqu’elle touche plus de
50% des chevaux de plus de 15 ans mais aussi dans certains cas les jeunes chevaux (van Weeren et
al., 2016). Un grand nombre de ces chevaux ont une carriere sportive avec des enjeux financiers ou
sont utilisés pour les loisirs de leur propriétaire. Dans les deux cas, I’arthrose peut se révéler étre un
facteur limitant pour ces activités. Des lors, de nombreux traitements ont vu le jour afin de rendre
aux équidés leurs pleines capacités. Cependant, I’arthrose est un phénomeéne dégénératif dont il est
difficile de stopper 1’avancée (Goodrich et al., 2006). En effet, les capacités de cicatrisation du
cartilage sont trés limitées. Des progres en terme de médecine régénérative et de thérapie cellulaire
ont vu le jour avec I’espoir de pouvoir remplacer ce cartilage 1€s¢ (Lo Monaco et al., 2018).
L’agence européenne du médicament a récemment autoris€¢ la mise sur le marché de cellules
souches afin de soigner I’arthrose.
Dans ce travail nous allons développer dans un premier temps 1’anatomie et I’histologie de
’articulation puis la physiopathologie et les traitements de 1’arthrose. Par la suite nous discuterons
des caractéristiques des cellules souches et de leurs utilisations thérapeutiques. Enfin, nous
analyserons les données d’études sur un médicament contenant des cellules souches pour soigner

I’arthrose autoris¢ sur le marché européen.

1. L’arthrose

1.1 Anatomie et histologie de I’articulation

Une articulation a pour role de faire la jonction entre deux os afin de permettre leurs
mouvements sans qu’ils ne s’abiment, grace a une bonne transmission des forces. On distingue les
diarthroses qui sont des articulations mobiles, des synarthroses dont le mouvement est limité. Le
squelette est majoritairement composé de diarthroses qui s’organisent en articulations dites
synoviales. Ces articulations sont composées de cartilage articulaire, de membrane synoviale et sa

synovie, d’os sous-chondral et de ligaments (Figure 1).
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Figure-1. (David et al., 2019).

Une articulation synoviale normale (a gauche), comprenant le

Normal , Osteoarthritic

cartilage articulaire, le liquide synovial et les membranes
Periarticular
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a articulation avec arthrose (a droite). Dans une articulation

Subchondral

bone b arthrosique, les anomalies suivantes peuvent étre présentes : a,

Cartilage c fibrose capsulaire ; b, synovite ; ¢, insuffisance cartilagineuse ; d,

Synovial fluid acide hyaluronique dépolymérisé ; e, ostéophytes ; f, kystes sous-

chondraux ; g, engorgement vasculaire.(Modifié de March L.

Epiphyseal
vessels

Articular cartilage in health and disease. In: Sambrook P, ed. The
Musculoskeletal System. New York: Churchill Livingstone;
2001:86.)

Metaphyseal
vessels

L’arthrose touche plus particulierement le cartilage articulaire. Il fait partie des cartilages de
type hyalin. L’unique type cellulaire que 1’on peut retrouver dans le cartilage est le chondrocyte. I1
fabrique la matrice extracellulaire (MEC) composée a 70% d’eau. En mati¢re seche, elle contient
50% de collagenes, 35% de protéoglycanes (PGs), 10% de glycoprotéines, 3% de minéraux, 1% de
lipides et 1% de substances micellaires. Le collagéne est représenté en majorité par du collagene de
type 2 c’est a dire un trimer de 3 molécules identiques de collagene alpha 1. Les PGs sont des
associations de protéines et de glycosaminoglycanes (GAGs). Ceux présents en plus grande quantité
dans le cartilage sont les agrécanes. Grace a la charge négative portée par les GAGs ils ont un fort
pouvoir hydrophile ce qui leur permet de retenir les molécules d’eau et donc de résister aux forces
de compression. Les aggrécanes peuvent aussi s’assembler autour d’une molécule d’acide
hyaluronique afin de former un complexe stable.

Le cartilage s’organise en différentes couches (Figure 2). Premi¢rement il y a la zone
superficielle composée de chondrocytes de forme ovale positionnés entre des fibres de collagéne
paralléles entre elles, qui s’opposent aux frottements et assurent la résistance aux forces de
cisaillement. Par la suite il y a la zone intermédiaire composée de chondrocytes plus ronds cette fois
et répartis de maniere plus €éparse entre des fibres de collagene orientées de manicre oblique et de
diamétre plus important. Enfin il y a la zone profonde ou les fibres de collagéne ont une orientation

perpendiculaire a la surface et s’opposent aux forces de compression.
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Figure 2. (David et al., 2019)
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Le cartilage n’est ni vascularisé ni innervé, il dépend donc du phénomene de diffusion pour lui
apporter les nutriments nécessaires. Une couche de cartilage calcifié relie le cartilage articulaire a
I’0s sous-chondral. Contrairement au cartilage, celui-ci est innervé et vascularisé. Dans certains cas
il peut aussi étre touché par 1’ostéoarthrose.

La membrane synoviale est composée d’une intima et d’une subintima. La subintima
contient du tissu fibreux et graisseux. Elle est trés bien vascularisée et innervée. L’intima contient
plusieurs types cellulaires différents: les synoviocytes de type A spécialisés dans la phagocytose et
les synoviocytes de type B spécialisés dans la sécrétion de protéines. Ces cellules participent
activement a 1’équilibre métabolique au sein de Iarticulation. Elles régulent également la
composition du liquide synovial, en produisant certains composants comme 1’acide hyaluronique.
Elles agissent également comme filtre au niveau de I’endothélium de la subintima qui ne laisse

passer que des molécules de moins de 10 kDa comme le glucose ou I’oxygene (David et al., 2019).

1.2 La dégénérescence du cartilage

1.2.1 Causes

Les causes de la dégénérescence du cartilage sont nombreuses et variées. On peut
différencier dans un premier temps une dégénérescence causée par un probléme intrinséque a
I’articulation. Par exemple plusieurs articles ont démontré que 1’age des individus influengait la

qualité du cartilage et prédisposait au développement de I’arthrose. En effet les chondrocytes
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sénescents sont moins aptes a produire une matrice extracellulaire homogene (Martin et Buckwalter,
2003 ; Sacitharan, 2019). L’alimentation a aussi un role a jouer dans la qualité du cartilage.
Certaines carences en vitamines et minéraux peuvent étre délétéres a la formation d’un cartilage de
qualité (Messina et al., 2019). De plus certains compléments alimentaires comme le collagéne de
type 2 dénaturé peuvent étre utilisés afin de diminuer la douleur chez des chevaux arthrosiques
(Gencoglu et al., 2020).

On a aussi des causes extrinséques, qui sont généralement des forces trop importantes et/ou
mal réparties s’appliquant sur un cartilage sain. Par exemple on retrouve les affections
ostéochondrales juvéniles comme les fragments d’ostéochondrose disséquante qui peuvent créer des
Iésions lors des contacts avec le cartilage en regard (Bertoni et al., 2020). Lorenz et collaborateurs
(2014) montrent chez un modéle murin que lors de lésions ou de ruptures ligamentaires ou
tendineuses, l’articulation va devenir instable et entrainer des lésions cartilagineuses. Lors
d’exercices intenses ou de mouvements répétés, le cartilage articulaire est aussi fragilisé (Ross et
Dyson, 2003). De méme de mauvais aplombs ou une ferrure mal adaptée modifient la répartition
des forces de pression et donc peuvent induire de I’arthrose (Lejeune et al., 2006).

Plusieurs études ont aussi montré une relation entre le développement d’ostéoarthrose et la
présence de lésions au niveau de I’os sous-chondral, émettant I’hypothése que cet os pourrait jouer

un role dans la formation de cette pathologie (Cruz et al., 2008 ; Lacourt et al., 2012).

1.2.2 Physiopathologie

Les facteurs déclenchant 1’ostéoarthrose sont nombreux et induisent un stress ressenti par les
chondrocytes. Ceci se traduit par un déséquilibre entre synthese et dégradation du cartilage.

Dans un premier temps, on aura une réponse anabolique pour tenter de réparer le cartilage.
Les chondrocytes vont sécréter des facteurs de croissance comme le « transforming growth
factor » (TGF-B), I’« insulin like growth factor » (IGF-1), ou encore le « basic fibroblast derived
growth factor » (bFGF). On va donc avoir une multiplication des chondrocytes mitotiques en cluster
qui vont produire plus de protéoglycanes. Ces protéoglycanes vont engendrer un appel osmotique et
donc ramollir le cartilage. Ces chondrocytes vont aussi produire des fibres de collagéne de petite
taille, on aura alors une perte de parallélisme des ces fibres ce qui favorise 1’apparition de fissures

ou d’ostéophytes. Les chondrocytes vont finir par se transformer en fibrochondrocytes produisants
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du collagene de type 1 puis vont mourir par apoptose. Ainsi, la MEC devient une matrice fibo-
cartilagineuse plus sensible aux contraintes mécaniques (Henrotin et Reginster, 1999).

Les fissures et les ostéophytes peuvent libérer des fragments de cartilage dans le liquide
synovial, ce qui va provoquer une inflammation de la membrane synoviale. En réponse a cette
inflammation, cette membrane ainsi que les chondrocytes et les ostéocytes de 1’0os sous-chondral
vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires telles que I’interleukine 1 béta (IL-1p) et le « tumor
necrosis factor alpha » (TNF-a) qui agissent en synergie. Ces cytokines vont inhiber la synthése des
composants de la matrice extracellulaire et stimuler la production de métalloprotéases matricielles
13 (MMP13) ou de prostaglandines E2 (PGE?2) via I’expression de la phospholipase A2 (PA2) et la
cyclooxygénase 2 (COX2). L’IL-1p stimule aussi la production de monoxyde d’azote qui va
entrainer I’apoptose des chondrocytes. Tous ces médiateurs pro-inflammatoires augmentent la
dégradation du cartilage et donc la libération de fragments. C’est ainsi que s’installe un cercle
vicieux d’auto-entretien de 1’inflammation (Laadhar et al., 2007).

Les nocicepteurs se trouvent majoritairement au niveau des ligaments et tendons entourant
I’articulation mais aussi dans la membrane synoviale et 1’os sous-chondral. Ainsi, c’est
I’inflammation de ces ¢léments qui sera per¢ue comme douloureuse et provoquera la boiterie chez

le cheval (David et al., 2019).

1.3 Traitements

Les traitements les plus couramment utilisés visent en premier lieu a réduire 1’inflammation
et donc la boiterie. Certains sont utilisés depuis de nombreuses années comme les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS). Leur administration peut se faire per os ou par voie
parentérale. Ils permettent d’inhiber a la fois la COX2 responsable de la fabrication de PGE2 mais
aussi la COX1 ce qui peut causer une toxicité gastrique et rénale (Raidal et al., 2014 ; Whitfield-
Cargile et al., 2021). Chez le cheval on trouve principalement le phénylbutazone qui est un AINS
non sélectif efficace et bon marché. Cependant, il faut faire attention au surdosage et il est interdit
pour les animaux non exclus de la chaine alimentaire (Goodrich et Nixon, 2006).

Différentes molécules ont vu le jour pour essayer d’étre plus sélectives au niveau de
I’inhibition des COX afin de limiter les effets indésirables. Le méloxicam est un AINS qui agit
majoritairement au niveau de la COX 2. Des ¢études ont montré que cette molécule était moins

néfaste pour la muqueuse gastrique que le phénylbutazone (D'Arcy-Moskwa et al., 2012) mais en ce
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qui concerne la toxicité rénale aucune différence significative n’a été démontrée (Raidal et al.,
2014). De plus, outre les preuves de toxicité via 1’action des COX, des études ont montré que le
phénylbutazone et le méloxicam pouvaient causer une apoptose des chondrocytes et donc étre
déléteres pour le cartilage. Cependant les scientifiques ont trouvé une molécule permettant de
contrecarrer cette apoptose: un inhibiteur de la soluble epoxide hydrolase (sEH) (Tucker et al., 2021
; Walters et al., 2022). D’autres AINS comme la flunixine méglumine ou le kétoproféne peuvent
aussi étre utilisés et présentent moins d’effets indésirables (Goodrich et Nixon, 2006).

L’utilisation d’anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) par voie intra-articulaire est aussi une
thérapie courante. Ces AIS vont inhiber la production de la PA2 ce qui empéche la formation
d’acide arachidonique a partir des phospholipides membranaires. Cet acide arachidonique ne peut
alors plus étre oxygéné par les COX en prostaglandines. Une étude nous montre qu’en 2020, c’est le
triamcinolone acetonide qui est le plus couramment utilisé par les vétérinaires lors d’infiltrations au
niveau du carpe, de I’articulation métacarpo/tarsophalangienne, de 1’articulation interphalangienne
distale et de I’articulation fémoro-tibiale. Tandis que c’est le methylprednisolone acétate qui est le
plus souvent utilisé lors d’infiltration des articulations intertarsienne et tarsometatarsienne. On
retrouve par la suite d’autres molécules comme le bétamethasone esters, 1’isufluprédone acétate ou
encore la dexamethasone (Zanotto et Frisbie, 2021). La littérature diverge sur le sujet des risques
liés a ces injections d’AIS. En effet certaines études se veulent plutdt rassurantes, démontrant qu’il
n’y a pas de risque d’action délétére sur le cartilage (Malaise et al., 2021). Mais la plupart montrent
qu’une utilisation prolongée ou de trop grandes quantités de corticostéroides pourraient étre nocives
pour le cartilage (Ferrao Blanco et al., 2022 ; Chen et al., 2022).

Au vu des effets indésirables des AINS et AIS, les scientifiques tentent de trouver des
alternatives. Différentes plantes peuvent étre données pour leurs propriétés anti-inflammatoires
telles que 1’harpagophytum procumbens. De récentes études ont mis en évidence que le principe
actif contenu dans cette plante, I’harpagoside, pouvait augmenter I’expression des récepteurs CB2
du systéme endocannabinoide impliqué dans les voies anti-inflammatoires (Mariano et al., 2021).
De plus, une autre étude a montré qu’il n’y avait pas de différences significatives entre
I’administration d’AINS comme le meloxicam et d’harpagophytum procumbens dans la gestion de
la douleur (Farpour et al., 2021).

Le curcuma est aussi connu pour ses effets anti-inflammatoires et chondroprotecteurs grace au
maintient de I’homéostasie des mitochondries des chondrocytes, et en agissant sur 1’expression de

certains geénes (Jin et al., 2022 ; Nakagawa et al., 2022).
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Dans certains compléments alimentaires on peut aussi trouver de la glucosamine ou des
chondroitines sulfates qui agissent en synergie. La glucosamine sert de substrat pour former les
GAGs et les chondroitines sulfates inhibent la dégradation de la matrice en jouant sur plusieurs
acteurs inflammatoires (Goodrich et Nixon, 2006).

De I’acide hyaluronique peut aussi €tre ajouté a la ration, mais les études scientifiques se
concentrent plus sur ses effets lors d’injections intraveineuses (IV) et intra-articulaire (IA) que per
os. Il permettrait une meilleure viscosité et lubrification du liquide synovial et participerait a la
diminution de la phagocytose au niveau du cartilage (Goodrich et Nixon, 2006).

Comme nous I’avons vu précédemment, 1’ostéoarthrose peut aussi toucher I’os sous-
chondral. Des injections de biphosphonates comme le tilduronate permettent d’inhiber la résorption
osseuse par les ostéoclastes. Cependant il n’agit pas sur les dommages causés au cartilage et peut
méme les aggraver en cas de surdosage en intra-articulaire (Duesterdieck-Zellmer, 2012 ; Bertuglia
et al., 2021).

Les scientifiques se sont aussi tournés vers les plaquettes et leurs propriétés anti-
inflammatoires et cicatrisantes. C’est ainsi que 1’on retrouve maintenant couramment des injections
de « platelet-rich products » (PRP) comme proposition de traitement de I’ostéoarthrose. Le PRP est
obtenu en centrifugeant du sang prélevé chez le patient. Le plasma riche en plaquette est alors
récupéré et injecté dans I’articulation. Grace a leurs dégranulations ces plaquettes libeérent des
facteurs de croissance qui vont moduler les cytokines pro-inflammatoire comme I’'IL-1 (Garbin et
Olver, 2020).

De la méme facon, les scientifiques se sont aussi intéressés a une protéine endogeéne inhibitrice du
récepteur a ’interleukine 1 (IRAP) produite par les monocytes. L’IRAP ou « autologous
conditioned serum » (ACS) est donc aussi préparé en prélevant du sang du patient et en le mettant
au contact de bille de borosilicate afin de stimuler la production de cette protéine. Une fois incubg,
le contenu est centrifugé et le sérum est récupéré afin d’étre injecté en IA. Cependant la littérature
est mitigée quant a son efficacité (Lofgren et al., 2022 ; Tokawa, 2022 ).

De plus, le PRP et I'IRAP n’ont pas encore d’autorisation de mise sur le marché au niveau
européen. Ces produits sont autologues et il n’existe donc pas encore de médicaments réglementés

dont on connait le contenu de maniére rigoureuse (Garbin et al., 2022).
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De nombreuses possibilités thérapeutiques ont été étudiées mais pour la plupart le manque
d’études in vivo et standardisées ne permettent pas d’affirmer qu’une de ces maniéres de soigner
I’arthrose soit vraiment prometteuse. Elles réduisent les dégats causés par les facteurs
inflammatoires mais restent limitées quant a la régénération du cartilage. Des études se sont
penchées sur la thérapie cellulaire avec ses espoirs de régénération tissulaire. En effet les cellules
souches ont la possibilité d’évoluer en un type cellulaire voulu dans un environnement donné. Elles
pourraient alors remplacer les chondrocytes apoptotiques ou sénescents afin de réparer la matrice

extracellulaire endommagée (Stewart et Stewart, 2011).

2. Les cellules souches

2.1 Origines

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées capables de se diviser afin de donner
des cellules spécialisées ou bien de s’auto-renouveler. Elles se classent en différentes catégories.
Tout d’abord les cellules souches embryonnaires qui incluent les cellules totipotentes capables de se
différencier en tous types cellulaires et de donner les annexes embryonnaires. Mais aussi les cellules
pluripotentes, a partir du 4éme jour du blastocyste, qui perdent la capacité de donner les annexes
embryonnaires. Ensuite, les cellules souches feetales sont des cellules pluripotentes qui ont atteint 5
a 9 semaines de développement. Enfin, il existe des cellules souches multipotentes ou adultes
capables de se différencier en type cellulaire appartenant a leur feuillet embryonnaire d’origine.

Ces cellules souches adultes sont dispersées a différents endroits de 1’organisme. On en
retrouve tout d’abord au niveau de la moelle osseuse, ce sont les cellules souches hématopoiétiques
capables de se différencier en cellules sanguines, et les cellules souches mésenchymateuses (CSM)
capables de donner différents tissus. On peut aussi trouver des cellules souches neurales,
musculaires, de la peau ... (Zakrzewski et al., 2019).

Ces cellules souches sont entourées d’un micro-environnement appelé niche et qui a pour
role de les maintenir dans un état indifférencié et d’auto-renouvellement. Les scientifiques portent
un intérét non négligeable a la composition cellulaire de ces niches et a I’identification des

mécanismes moléculaires controlant le comportement des cellules souches (Birbrair, 2017).
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2.2 Prélévement

A Theure actuelle, en médecine régénérative du cheval, les CSM sont principalement
utilisées car elles sont facilement accessibles, simples a isoler et présentent un risque tératogéne
minimal contrairement aux cellules souches pluripotentes (Gugjoo et al., 2019).

Chez le cheval, on retrouve ces CSM dans de nombreux tissus comme la moelle osseuse, le
tissu adipeux, le tissu embryonnaire, le liquide synovial et sa membrane, le cordon ombilical et le
sang périphérique, le périoste, les muscles, les gencives, la pulpe dentaire, le ligament parodontal,
I’endometre et le follicule pileux.

Certaines caractéristiques des CSM varient en fonction du tissu d’origine. Par exemple, chez
les chevaux, les CSM issues de la moelle osseuse (BM-CSM) semblent avoir un meilleur potentiel
chondrogénique et ostéogénique ainsi qu’une meilleure capacité¢ de migration que les CSM issues
du tissu adipeux (AD-CSM) (Gugjoo et al., 2019). Cependant, il manque encore de preuves
scientifiques afin de déterminer quelle origine est la plus efficace en fonction de la cible
thérapeutique visée.

En général, pour les BM-CSM chez le cheval, la tubérosité coxale et le sternum sont les sites
de ponction principaux. Chez ce dernier, c’est au niveau de la 5éme sternebre que 1’on va
ponctionner les CSM. Sa position craniale a I’apex du cceur permet d’éviter les risques de ponction
cardiaque ou de pneumo-péricarde. Le prélévement se fait de maniere écho-guidée et a I’aide d’une
aiguille de biopsie médullaire de type Jamshidi (Kasashima et al., 2011).

Apres le prélevement, il faut isoler les CSM de la ponction. Plusieurs techniques ont été
comparées dans la littérature. La méthode classique qui compte sur 1’adhérence des CSM au
plastique des boites de Pétri, et 2 protocoles de séparation par gradient de densité ( Ficoll et
Percoll ). Les trois méthodes sont efficaces mais le protocole Percoll permet de raccourcir le temps
de culture et de produire des CSM en plus grande quantité et avec de meilleures capacités d’auto-
renouvellement (Bourzac et al., 2010).

Les CSM sont généralement cultivées dans un milieu contenant du sérum feetal bovin (FBS)
a des concentrations variables qui fournit différentes hormones, nutriments, protéines plasmatiques
d’adhésion cellulaire et facteurs de croissance pour la prolifération (Gugjoo et al., 2018).

Enfin, diverses méthodes de conservation existent. Elles permettent toutes de conserver les

cellules souches 24h au minimum puis la durée de vie diminue en fonction des différentes
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méthodes. On peut utiliser des fluides biologiques comme du PRP ou du sérum ou alors utiliser la

cryogénie (Garvican et al., 2016).

2.3 Différenciation

In vivo, les cellules souches mésenchymateuses sont dépendantes de leur micro-

environnement concernant leur différentiation. Leurs niches sont le lieu de nombreuses interactions
entre types cellulaires différents. Des progrés ont été réalisés dans 1’identification et la
caractérisation de ces niches. En effet, en utilisant le séquencage d’ARN unicellulaire de cellules de
moelle osseuse non hématopoiétique, des scientifiques ont réussi a définir des sous-populations
spécifiques. Ils ont aussi réussi a cartographier les différents chemins de différentiation des CSM en
ostéocytes, chondrocytes et adipocytes (Wolock et al, 2019).
Ces avancées permettent d’appliquer ces nouvelles connaissances a la différentiation in vitro des
CSM en chondrocytes. Pour cela il faut les mettre au contact de différents composants comme le
TGF-B1, 2 et 3 et autres facteurs de croissance comme du IGF-1 , « bone morphogenetic
protein » (BMP6), bFGF, « epidermal growth factor » (EGF), « platelet derived growth
factor » (PDGF). Il faut aussi ajouter des composants non protéiques comme de la dexaméthasone
ou de I’acide ascorbique. Le tout cultivé dans un milieu de culture sans sérum ou dans des
matériaux de micromasse. La concentration en oxygeéne est aussi importante. Le milieu hypoxique
favorise la prolifération des CSM et I’expression de génes spécifiques du cartilage ( COL2A1 et
SOX9) ainsi que la synthése accrue des protéoglycanes et du collagéne de type 2. Cela empéche
aussi la maturation hypertrophique des chondrocytes dérivés des CSM. Les canaux calciques
augmentent la concentration intracellulaire de calcium ce qui entraine I’initiation des voies de
signalisation permettant 1’expression de geénes et la synthése de protéines spécifiques du cartilage.
La wvérification de la différenciation en chondrocytes s’effectue en détectant la production de
protéines spécifiques du cartilage et par ’absence de marqueur d’hypertrophie (géne COL10A1) ou
de MMP-13. On peut aussi vérifier ’expression de COL2A1 et SOX9 au niveau génétique (Harrell
etal., 2019).
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2.4 Effets thérapeutiques

Les premiceres études concernant 1’utilisation des cellules souches afin de soigner 1’arthrose
datent du début des années 2000. On pensait alors pouvoir utiliser les cellules souches afin de les
différentier en chondrocytes et qu’elles pourraient fabriquer une nouvelle matrice extracellulaire.
Les premiéres études in vitro semblaient trés prometteuses (Mahmoudifar et Doran, 2010 ;
Yoshimura H et al., 2007). Cependant, les études in vivo ont plus de mal a prouver qu’il existe un
renouvellement du cartilage grace au remplacement des chondrocytes apoptotiques par les cellules
souches différenciées (Pas et al, 2017). Par contre, elles prouvent qu’il y a une amélioration
significative des boiteries associées a cette arthrose (Freitag, 2019).

En effet, les cellules souches ont d’autres propriétés que la différenciation cellulaire et qui sont

bénéfiques contre notre pathologie.

2.4.1 Homing cellulaire

Les CSM ont comme avantage de pouvoir migrer vers les tissus 1ésés. Elles sont étroitement
liées a des facteurs chimiques comme les chimiokines, les cytokines et les facteurs de croissance.
L’un des principaux facteur chimique impliqué dans la migration des CSM est un facteur 1 dérivé
des cellules stromales (SDF-1). C’est une chimiokine libérée a partir des tissus endommagés et
envoyant des signaux chimio-attrayants pour les cellules exprimant les récepteurs CXCR4 sur leur
membrane externe. Toutefois, le CXCR4 des CSM non actives n’est présent qu’a de faibles
concentrations a la surface des cellules, mais a des concentrations intracellulaires plus élevées. Lors
de leur activation, les CSM peuvent rapidement transférer leur molécules CXCR4 a leur surface. En
plus du CXCR4, d’autres récepteurs de chimiokine ont été identifiés comme le CCR6, le CCR9Y, le
CXCR3 et le CXCR6. Parmi les facteurs de croissance, le facteur de croissance endothélial
vasculaire, le facteur de croissance des hépatocytes , le bFGF, 'IGF-1 et le TGF-B1 ont aussi une
incidence importante sur I’orientation des CSM. Des facteurs mécaniques tels que la déformation
mécanique, la contrainte de cisaillement ou la rigidité de la matrice sont ¢galement importants dans
I’orientation des CSM. Ainsi, I’injection de CSM par voie systémique est alors possible. Cependant
la migration des CSM apres I’application IV est confrontée a divers obstacles. Par exemple elles
sont souvent séquestrées, puis €vacuées au niveau des poumons car elles ont un plus grand diametre

que les capillaires pulmonaires (30 pm vs 14 pm). De plus, les interactions moléculaires des CSM
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avec l’endothélium pulmonaire peuvent étre une autre raison de leur accumulation dans les
poumons. Ainsi, les CSM ont une courte durée de vie et disparaissent souvent 24 h apres la
perfusion. Les effets bénéfiques a long terme des CSM sont donc en quelque sorte contradictoires
par rapport a leur courte durée de vie. Cela peut-étre expliqué par 1’apoptose et la phagocytose des

CSM qui induisent des effets a long terme (Voga et al., 2020).

2.4.2 Propriétés immunomodulatrices

Une autre propriété des CSM est leurs capacités d’immunomodulation en inhibant un trés
grand nombre de protagonistes pro-inflammatoires (Figure 3).

Tout d’abord, de maniére paracrine, grace a la production de facteurs solubles, elles peuvent
inhiber I’activation de macrophage M1 pro-inflammatoires (produisant de I’'IL-1 et du TNF-a) et
induisent sa conversion en macrophage M2 anti-inflammatoires (produisant de I’IL-10). Elles
diminuent la prolifération et la cytotoxicité des cellules natural killer (NK), préviennent 1’activation
de lymphocytes B autoréactifs et la production d’anticorps autoréactifs, suppriment I’activation de
lymphocytes pro-inflammatoires CD4+ Thl et promeuvent la production de lymphocytes
immunosuppresseurs CD4+Tregs.

En effet, elles produisent du « TNFa-stimulated gene/protein 6 » (TSG-6 ) en réponse au TNF- o
produit par les M1. Ce TSG-6 va interagir avec le récepteur CD44 sur les macrophages et diminuer
des voies de signalement pro-inflammatoire. Elle produisent aussi du PGE2 qui se lie aux
récepteurs EP2 et EP4 sur les macrophages et favorise la production d’immunosuppresseurs 1L-10.
Les PGE2 inhibent aussi la production d’interféron gamma (IFN-y) dans les cellules NK et active
les cellules CD4 + Tregs. L’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), produite elle aussi par les CSM, va
catalyser la dégradation du tryptophane en kynurenine immunomodulatrice, qui, a son tour, favorise
la conversion des macrophages M1 en phénotype M2 et, en méme temps, induit la conversion des
cellules effectrices CD4 + Thl en Tregs. Le « growth related oncogene » (GRO) atténue la
maturation et la fonction de présentation de 1’antigene des cellules dendritiques inflammatoires, et
supprime 1’activation de la réponse immunitaire Th1. Enfin, elle produisent un antagoniste de I’'IL-1

(IL-1Ra) qui se lie au récepteur de IL-1 et empéche son interaction avec celle-ci.
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En conséquence, I’apoptose des chondrocytes ainsi que divers événements pro-inflammatoires y
compris la synthése et la libération d’enzymes dégradantes de matrice et de chimiokines sont
inhibés (Harrell et al, 2019).

En plus des mécanismes paracrine, les CSM peuvent moduler la fonction des cellules
immunitaires en fonction du contact cellulaire. Grace a I’interaction entre la molécule « inhibitory
molecule programmed death 1 » (PD-1) avec ses ligands PD-L1 et PD-L2 sur les lymphocytes T
effecteurs, les CSM inhibent la prolifération des lymphocytes T activés. De plus, comme les CSM
n’ont pas d’expression superficielle des molécules co-stimulatrices (CD80 et CD86), pendant
I’interaction avec les lymphocytes T, les CSM ne fournissent pas de signal secondaire et, par
conséquent, rendent les lymphocytes T anergiques. De méme, les CSM induisent 1’activation de
protéines kinases dans les lymphocytes B, ce qui entraine 1’arrét du cycle cellulaire en phase GO/G1

(Harrell et al, 2019).
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Figure 3: Action anti-inflammatoire des cellules souches mésenchymateuses ( Harrell et al, 2019)

Les CSM sont aussi capables de sécréter des vésicules extra-cellulaires (VEC). Elles sont
formées par bourgeonnement et contiennent des micro ARN, de I’ARN messager, des protéines et
des mitochondries protégées par une membrane ce qui leur permet de parcourir de longues distances
a Pintérieur du corps. Elles interagissent de la méme maniere que les CSM. Elles produisent aussi
de la PGE2, du TGF-B1, du TSG-6. Ces vésicules semblent prometteuses d’un point de vue
thérapeutique car elles permettraient d’utiliser les capacités anti-inflammatoires des CSM sans
injecter de cellules ce qui réduirait les effets secondaires comme les réactions immunitaires envers

celles-ci. Cependant, en utilisant uniquement les VEC, on perd ’action juxtacrine des CSM.
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En plus de transférer des molécules via des VEC, les CSM semblent capables de transférer des
organelles comme des mitochondries par voie intercellulaire via des nanotubes (Al Naem et al.,
2020 ; Hotham et al., 2021).

L’apoptose des CSM joue aussi un role important dans les effets immunomodulateurs. En
effet celle-ci est induite par les cellules cytotoxiques indépendamment du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (MHC) par un contact physique entre les cellules. Les CSM apoptotiques sont
ensuite phagocytées par des macrophages qui, finalement, livrent une activité immunosuppressive

en produisant de I’'IDO (Voga et al., 2020).

2.4.3 Effets sur le cartilage articulaire

Les CSM diftérenciées et leurs VEC ont aussi la propriété de régénérer de la matrice
extracellulaire cartilagineuse. Par exemple elles sécrétent des PGs et du collagéne de type 2.
Cependant, la principale source de remplacement du cartilage provient des cellules endogénes
stimulées par I’action paracrine des CSM ou des VEC. En effet, elles sécrétent un facteur de
croissance TGF-B1 stimulant la prolifération des chondrocytes et de la MEC. Elles diminuent aussi
I’expression de la MMP-13 responsable de la dégradation du cartilage. Les VEC favoriseraient
aussi la formation de nouveau cartilage et les dépdts de collagéne 2 et de GAGs. Les VEC dont les
CSM ont surexprimé miR-140-5p peuvent stimuler la migration et la prolifération de chondrocytes.
De plus, les BM-CSM peuvent sécréter des VEC enrobées de hyaluronane ce qui permettrait aux
CSM de se diriger vers les défauts cartilagineux via le récepteur CD44. Cependant, les études sur la
réparation du cartilage par les VEC restent rares et il est également possible d’avoir des effets
dommageables au niveau articulaire lors de leur utilisation.

In vivo, les BM-CSM en particulier ont été utilisés dans une grande variété¢ de petits et
grands modeles animaux. Par exemple, une formation du tissu cartilagineux de type hyalin a été
observée apres le traitement d’un défaut ostéochondral canin avec des BM-CSM autologues.
Malheureusement, il manque encore de solides rapports scientifiques décrivant le potentiel

régénératif des CSM in vivo (Lo Monaco et al., 2018).
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2.4.4 Limites de ’utilisation des CSM

Malgré leurs aptitudes non négligeables a améliorer la qualit¢ de vie des patients atteints
d’arthrose, il reste encore de nombreuses incertitudes concernant les CSM.

Premiérement, c’est en 2006 que la notion de caractérisation et de classification des CSM
humaines a été introduite par la Société internationale de thérapie cellulaire (ISCT). Apres avoir
constaté que la grande diversité dans I’isolement, les méthodes de culture et d’utilisation des CSM
ont rendu la comparaison et la normalisation des protocoles d’études cliniques et non cliniques tres
compliquées. Elles doivent pouvoir adhérer au plastique du matériel de culture, doivent exprimer
des récepteurs de surface CD105, CD90, CD73, CD90 et étre dépourvues de marqueurs
hématopoiétiques CD45, CD34, CDI14 ou CDI11 b, CD79a ou CD19, et HLA-DR. En outre, les
cellules devraient se différencier au moins en lignées ostéogéniques, chondrogéniques et
adipogéniques dans les milieux respectifs. Les CSM équines répondent généralement aux critéres
¢tablis d’adhérence plastique et de pluripotence, mais elles ne font pas consensus sur I’expression
des marqueurs de surface. Les CSM ¢équines expriment de fagon variable différents marqueurs de
surface comme CD29, CD90, CD44, CD166, CD13, CD146, CD117, CD40 et CD80, sans exprimer
les antigenes CD45, CD14 ou CDI11b, CD79 ou CD19, et le MHC de classe II. L’expression
variable de CD13, CD73, CD105 et CD34 peut s’expliquer par les différences dans le type de
sources de tissus cellulaires, les méthodes de prélevement et les anticorps utilisés. De telles
variabilités dans les caractéristiques cellulaires nécessitent des recherches uniformes et
approfondies (Gugjoo et al., 2019 ; Al Naem et al., 2020).

Guest et collaborateurs (2022) ont souligné un autre probléme qui réside dans le fait que la
plupart des recherches sur les CSM pour soigner 1’arthrose ont utilisé un large éventail de produits
cellulaires pour la recherche et 1’utilisation clinique. Ceux-ci sont souvent mal caractérisés et mal
décrits, avec des descripteurs de résultats variables. Tout cela rend difficile I’évaluation objective de
I’innocuité et de I’efficacité des CSM. Bien que cela n’ait pas été inattendu lorsque la technologie
¢tait en développement précoce, de nombreuses preuves sur la nature et la fonction des CSM ont été
obtenues au cours des 20 dernieres années. Malgré cela, il continue d’y avoir des études mal
normalisées qui manquent de rigueur scientifique et entrainent un scepticisme chez les cliniciens
concernant les CSM en tant que thérapie clinique. Par conséquent, il est nécessaire de normaliser les
principaux parametres liés a la recherche clinique sur les cellules souches animales afin d’améliorer

la qualité des rapports de recherche et d’accroitre la confiance dans la technologie. Cette étude
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propose donc des lignes directrices permettant de comparer plus aisément les différentes études sur
|’utilisation des CSM.

Enfin, actuellement 2 choix différents s’offrent aux cliniciens qui veulent utiliser les CSM

dans leur arsenal thérapeutique, les cellules souches autologues qui sont prélevées et administrées
au méme individu ou alors les cellules souches allogéniques qui sont prélevées chez un donneur et
utilisées chez un receveur de la méme espéce. L’isolement et 1’expansion des cellules souches
autologues prennent du temps et sont associées a une procédure coliteuse. De plus, comme dit
précédemment, il existe de nombreuses facons d’isoler et de cultiver ces CSM autologues en
fonction des kits de prélevements et des laboratoires. Il n’existe donc pas de consensus sur le
contenu de ces injections une fois préparées. En outre, la qualité de I’échantillon de CSM pourrait
étre affectée par 1’age du patient ou par une maladie existante. Le besoin de produits a base de
cellules souches provenant de jeunes donneurs en bonne santé est donc a la hausse (Voga et al.,
2020).
Au niveau Européen il existe 2 produits allogéniques commercialisés. Le questionnement majeur se
situe au niveau de I’immunotolérance face a ces CSM. En effet, les molécules de surface du MHC I
sur les CSM allogéniques pourraient étre reconnues par les cellules CD8+T réceptrices, conduisant
a une cytotoxicité directe des cellules étrangeres. De plus, les molécules du MHC II peuvent étre
reconnues par les cellules CD4+ T réceptrices, conduisant a une réponse immunitaire cytotoxique
ou humorale. Indépendamment des nombreux résultats positifs des études encourageant 1’utilisation
de CSM allogénique, plusieurs études ont confirmé que les propriétés immunosuppressives des
CSM n’excluent pas leur immunogénicité. D’autres recherches sont donc nécessaires pour
déterminer les mécanismes potentiels de réglementation de 1’expression des MHC sur les CSM. Les
cellules souches autologues restent donc la source de cellules souches la plus couramment utilisée
en médecine vétérinaire contemporaine (Voga et al., 2020).

De plus, certaines études analysent comment I’inflammation et la différenciation
chondrogénique influencent 1’équilibre immunomodulateur-immunogénicit¢ des CSM. En effet
nous pouvons aussi faire le choix d’injecter des CSM non différenciées, différenciées en
chondrocytes ou préalablement mises en contact avec un environnement inflammatoire. Ici aussi il

manque de données in vivo afin de pouvoir faire notre choix (Cequier et al., 2022).
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3. Ftude d’un médicament a base de cellules souches allogéniques disponible sur le marché

européen: Arti-Cell Forte ® ( Global STEM CELL Technology )

Le comité pour les médicaments a usage vétérinaire (CVMP) a exprimé en juin 2018 son
avis favorable quant a la commercialisation du tout premier médicament a base de cellules souches
a usage vétérinaire. Ce médicament contient des CSM différenciées en chondrocytes (ciMSCs)
associées a du plasma allogénique équin (EAP) et se nomme Arti-Cell Forte ®. Il est indiqué pour
la réduction de la boiterie 1égeére a modérée li¢e a l'inflammation articulaire chez les chevaux. En
effet il aurait comme propriétés d’activer les mécanismes chondroprotecteurs afin de stimuler la
production de MEC et de réduire le processus inflammatoire. On peut donc penser que ce
médicament s’adresse aux chevaux atteint d’ostéoarthrose mais ceci n’est pas précisé dans la
publication de 1’Agence européenne du médicament (EMA).

Nous allons nous pencher sur le fonctionnement d’ Arti-Cell Forte ® et discuter de son efficacité.

Arti-Cell Forte ® est produit par la firme Global Stem cell Technology NV (GST NV). Un
de leur premier essai avait pour but d’étudier les effets cliniques d’une injection de PRP et de CSM
non différenciées ou différenciées en chondrocytes (Broeckx et al., 2014a). Cette étude a été menée
de maniére standardisée, randomisée mais pas en double aveugle ni accompagnée d’un contrdle
négatif. Elle a comme avantage de concerner des chevaux atteints naturellement d’ostéoarthrose.
L’étude concerne 20 chevaux présentant une boiterie 1égeére a modérée depuis plus de 3 mois due a
de I’ostéoarthrose sur I’articulation métacarpo ou métatarso - phalangienne. Des radiographies et
des computer-tomographie (CT) ont été réalisées afin de mettre en évidence des signes
d’ostéoarthrose comme des ostéophytes ou des défauts du cartilage mais aucun autre détail n’a été
donné sur le stade de la pathologie. Les chevaux ont été divisés en 4 groupes égaux recevant chacun
au choix une injection de PRP seul, de CSM non différenciées seules, ou d’une combinaison de
CSM non différenciées avec du PRP ou de ciMSCs avec du PRP. Les injections ont ét¢ administrées
en intra-articulaire. Par la suite, les vétérinaires ont pu donner leurs appréciations sur I’état clinique
de ’animal grace a un systeme de score (Figure 4) permettant de qualifier le test de flexion (entre 0
et 3), le niveau de boiterie (entre 0 et 5) et ’épanchement articulaire ( entre 0 et 2 ). Ils ont ensuite
fait la somme des scores obtenus, et traduit cela en un score évolutif allant de 0 a 5, 5 représentant
les chevaux cliniquement sains. L’étude a duré 12 mois. Les résultats (Figure 5) montrent que les
traitements contenant les CSM sont significativement plus efficaces que ceux contenant uniquement

le PRP et ce en prenant la moyenne des scores a 6 et 12 semaines post injection (P= 0,033) et en
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prenant la moyenne des scores a 6 et 12 mois (P= 0,012). Il n’est pas possible de montrer une
différence significative entre le traitement contenant les CSM seules et ceux contenant les
combinaisons. De méme, ils n’obtiennent pas de différence significative (P= 0,530; P=0,207) entre
les résultats des 2 combinaisons méme si celle contenant les ciMSCs semble étre plus efficace.

Cependant, il faut noter que le nombre de chevaux traités dans chaque catégorie est faible et donc il

est difficile de mettre en évidence des différences significatives.

6 weeks 12 weeks 6 months 12 months

GROUP 1 Horse 1 4 2 2 1
Horse 2 - 5 - 2
Horse3 3 3 3 3
Horse 4 3 2 2 2
Horse 5 3 3 3 3
Average 34 3 28 26
STD 05 12 08 11
GROUP 2 Horse 6 3 Kl 5 5
Horse 7 0 1 2 2 Figure 4. Broeckx et al., 2014a
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Horse 10 5 5 5 5 écart-type (SDT) a différents moments pour les
Average 3 36 a4 42 différents groupes traités : 1 = plasma riche en
STD 19 15 13 13 plaquettes (PRP),
GROUP 3 Horse 11 3 4 4 5 2 = cellules souches mésenchymateuses
Hose 12 4 s s 3 (CSM), 3 = PRP+CSM et 4 = PRP+ CSM
Horse 13 4 5 s 4 différenciées en chondrocytes
Horse 14 5 5 5 5
Horse 15 3 4 4 4
Average 3.8 4.6 4.6 4.2
STD 08 05 05 08
GROUP 4 Horse 16 4 - 5 5
Horse 17§ 5 5 5
Horse 18 4 4 4 4
Horse 19 5 5 5 5
Horse 20 4 5 5 5
Average 4.4 46 48 48
STD 05 05 04 04
.
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45 .
“ & Figure 5. Broeckx et al., 2014a
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o e semaines
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Broeckx et collaborateurs (2014b) ont donc mené une autre étude sur 165 chevaux atteints
d’ostéoarthrose sur différentes articulations afin d’évaluer leur capacité a retourner a 1’entrainement
en fonction du choix d’injection de ciMSMs ou de CSM. Ici aussi on observe un meilleur
pronostique sportif pour ceux ayant recu les ciMSCs mais toujours non significatif par rapport a
ceux ayant recu les CSM. Cette tendance a de meilleurs pronostiques peut étre expliquée par des
analyses in vitro des effets de la différenciation de CSM en chondrocytes (Broeckx et al., 2014a).
Les chercheurs ont pu mettre en évidence une augmentation de microARN permettant la synthése
d’aggrécanes, de fibres de collagéne de type 2 et de protéine de matrice oligomérique cartilagineuse
(COMP) (Figure 6) . De méme on observe une augmentation de la synthése de
glycosaminoglycanes (Figure 7). Ces résultats peuvent faire penser qu’une fois dans 1’articulation,
les ciMSCs peuvent alors remplacer les chondrocytes et former de la MEC. Cependant, les

scientifiques n’ont pas analysé I’état du cartilage a la fin de I’étude donc nous n’avons pas de réelles

preuves de régénération du cartilage.

: Figure 6. Broeckx et al., 2014a
Résultats de la RT-PCR pour I’expression
2 génique du collagéne (Col) de type 11, de
I’agrécane et de la protéine de matrice
@ Control oligomérique cartilagineuse (COMP) dans
wladuced les CSM (Ctrl) et les CSM différentiées en
1 chondrocytes (Ind).
0

ACAN conmr COLL2A

Fold change

Figure 7. Broeckx et al., 2014a

Images représentatives de cellules souches
mésenchymateuses (CSM) dans leur état
indifférencié (A et C) et
chondrogéniquement induites (B et D)
apres coloration a I’ Alcian Blue (A et B) et
Safranin O (C et D). La production de
glycosaminoglycane (fléches noires) peut
étre remarquée apres induction. Les barres
d’échelle représentent 50 mm.
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Pour prouver son efficacité de maniere rigoureuse la firme a alors mené un nouvel essai (Broeckx et
al., 2019). Cette étude est une ¢étude standardisée, randomisée, en double aveugle et controlée par un
placebo et vise a prouver I’efficacité des ciMSCs comme traitement contre 1’ostéoarthrose. Dans
cette étude, les chercheurs ont pris 12 chevaux cliniquement sains auxquels ils ont créé
artificiellement des 1€sions représentatives de ce que pourrait provoquer I’arthrose sur ’articulation
métacarpo-phalangienne. 5 semaines aprés la chirurgie, ils leur ont injecté soit un mélange de
ciMSC + EAP soit une solution saline a 0,9% comme placebo. Ils ont ensuite effectué¢ plusieurs
tests comme un scoring de la boiterie, des radiographies de 1’articulation et des analyses de liquide
synovial. A la fin de I’étude ils ont euthanasi¢ les chevaux afin d’évaluer I’articulation
macroscopiquement et histologiquement. Les résultats nous montrent une diminution significative
de la boiterie par rapport au placebo. Post mortem on obtient une diminution des lignes d’usure et
de I’hyperhémie synoviale ainsi qu’une augmentation des COMP, des GAGs et du collagéne de type
2 sur I’articulation (Figure 8).

. GAGs (Alcian blue) (Area %)
a) b 100 |

Placebo control product
80
60 v
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o
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Figure 8. Broeckx et al., 2019
Examen macroscopique post mortem (semaine 11) de I’articulation métacarpo-phalangienne d’un cheval
ayant regu le placebo (CP) et d’un cheval ayant recu la solution de ciCSM + EAP ( IVP). Des lignes
d’usure indiquées par les fleches noires sont visibles dans I’articulation CP, mais pas dans le joint IVP.
L’hyperémie synoviale indiquée par la fléche blanche est également plus prononcée dans 1’articulation
traitée par PC que dans I’articulation traitée par IVP.
b) Pourcentage de surface moyenne occupée par des glycosaminoglycanes (GES), par des protéines de
matrice oligomérique du cartilage (COMP) et par du collagéne de type 11, grace a I’analyse histologique et
immunohistochimique a différent endroit du cartilage articulaire.

*Différence significative entre les groupes de traitement avec P<0,05.
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Cette étude a pour avantage d’avoir un niveau de preuve ¢élevé et met en évidence la régénération du
cartilage. Cependant cette étude ne porte que sur 12 chevaux, ne dure que 11 semaines et ne
concerne qu’un seul type d’articulation touchée avec des I€sions bien particuliéres correspondant a
un certain stade d’arthrose que 1’on ne retrouve pas forcement chez les chevaux atteints
naturellement.

En 2018, des scientifiques de chez GST NV publient le premier article mentionnant le
produit Arti-Cell Forte ® (Broeckx et al., 2018). Cette étude a pour but d’observer les possibles
effets secondaires d'une injection de CSM afin de pouvoir en assurer la sécurité. Les scientifiques
vont tester une injection de ciMSCs mélangées a de ’EAP sur 16 chevaux cliniquement sains afin
de voir si cela induit une boiterie, un gonflement de I’articulation ou d’autres effets secondaires.
Cette étude est réalisée de maniere standardisée, en double aveugle, randomisée et avec un contrdle
placebo: une solution saline a 0,9%. Les chercheurs n’obtiennent aucune différence significative sur
ces paramétres entre une injection de placebo et de Arti-Cell Forte ®. Les deux injections
s’accompagnent d’un léger épanchement articulaire et d’une légere inflammation avec
augmentation de température locale. Ainsi, grace a cette ¢tude nous savons que Arti-Cell Forte ®

est un produit str.

Sur base de la littérature actuelle nous pouvons nous rendre compte que Arti-Cell Forte ® n’est pas
encore la solution révolutionnaire permettant de guérir I’arthrose. En effet, il répond bien a I’intitulé
retrouvé dans I’annonce de I’EMA: il ne permet de réduire que des boiteries 1égéres a modérées.
Les résultats obtenus quant a la régénération du cartilage restent peu convaincants. Il faudrait
réaliser des études sur un plus grand nombre de chevaux présentant des stades d’ostéoarthrose
différents et sur une plus longue durée. De plus, la firme devrait préciser quels stades
d’ostéoarthrose doivent présenter les chevaux afin d’obtenir la méme efficacit¢ que dans leurs

études.
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Conclusion

Malgré les espoirs en terme de régénération de cartilage apportés par les études in vitro, de
nombreux questionnements demeurent face a [’efficacit¢ des cellules couches a régénérer le
cartilage in vivo. En effet, le manque de connaissance sur la caractérisation des CSM équines, le
manque d’études standardisées, randomisées et a long terme, le manque d’homogénéité de
production de cellules souches autologues et les incertitudes dans les choix de type de cellules
souches mésenchymateuses a utiliser nous empéchent d’avoir un avis tranché sur la question. De
plus, nous manquons de recul face a une technologie qui reste a un prix trés €élevé et qui fait face a
d’autres thérapies comme IRAP et le PRP qui sont plus répandues et plus accessibles. Le potentiel
de différentiation en chondrocytes de ces cellules souches aurait dii leur apporter un avantage par
rapport a ces thérapies mais ce sont leurs propriétés anti-inflammatoires qui sont prouvées, ce qui
les reléguent au méme plan. De nombreuses études sont actuellement en cours afin de mieux
comprendre ces CSM et de nouvelles thérapies dérivées des CSM voient le jour comme la
formation d’implant in vitro de cartilage a greffer directement sur le site 1ésé¢ (Epanomeritakis et al.,

2022) ou encore 1’é¢tude des effets des VEC produites par ces cellules (Contentin et al., 2022).
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