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RESUME

La nécessité de nouveaux modes de suppléance dnépate fait clairement ressentir pour
maintenir en vie les patients en attente d’unefgrddes traitements, basés sur I'utilisation
de cellules cultivées dans un environnement adégpatrraient méme permettre le

rétablissement de certains patients en insuffishépatique sévere et ainsi éviter la greffe et
les traitements immunosuppresseurs associés. Upglésunce hépatique efficace pourrait
aussi servir au rétablissement des patients récemngeeffés ou ayant subi une

hépatectomie.

L'objectif de cette thése a été de développer,rced¢esalider un nouveau foie bioartificiel
avec une prise en compte des contraintes régleimesitdes meédicaments combinés de
thérapie innovante. Ce BAL doit pouvoir inclure daeréacteurs a lit fluidisé perfusés par
du plasma et contenant des sphéroides d’hépatoeytespsulés. Des microparticules de
verre, ajoutés aux billes d’alginate pour les afiinirpermettent d’obtenir une fluidisation
optimale dans du plasma pathologique sans queftkts déléteres ne soient observables ni
pour les cellules ni pour les proprietés meécanigdes billes. Une méthode de culture
cellulaire utilisant un revétement anti-adhérent das boites de Petri en verre permet de
produire un nombre important de sphéroides vialesitro. Ces sphéroides encapsulés
peuvent étre maintenus vivants et métaboliquemetitsadans un bioréacteur a lit fluidisé
pendant au minimum 4 jours.

Pour assurer I'efficacité du BAL et la sécurité gegients, une circulation extracorporelle
complexe a été mise au point pour étre compatiblec aune machine d’épuration
extracorporelle commerciale, la Prismaflede la société Gambro, déja utilisée en soins
intensifs. Une étude preéclinique sur un modéle avimontré que le traitement était bien
toléré en ce qui concerne les aspects hémodynamidiaeprochaine étape concerne la mise
en place d'une étude dans un modele porcin d'iisarite hépatique, avant de pouvoir
procéder aux premiers essais cliniques.

Mots clefs : foie - foie bioartificiel - organe ditiel - ingénierie tissulaire - bioréacteur t li
fluidisé - microencapsulation- alginate - celkilepatiques - sphéroides - étude préclinique



The need for new liver support devices is cleaely fo allow keeping alive patients waiting
for a transplant. Treatments, based on the useltf cultured in an adequate environment,
may even allow the recovery of some patients sufefrom acute liver failure and avoid
graft and associated immunosuppressive therapidsepatic substitution could also be used
to reestablish patients recently transplanted av tvd underwent an hepatectomy.

The objective of the thesis was to design, creatkvalidate of a new bioartificial liver with
consideration for the regulatory requirements & fkdvanced Therapies Medical Product
(ATMP). This device has to include fluidized becdbt@actors perfused with plasma and
hosting alginate-encapsulated hepatocytes spherdiliisroparticles of glass have been
added to weight down alginate beads in order teelav optimal fluidization in pathological
plasma without negative effects neither on cellsaielism nor on mechanical properties of
the beads. A cellular culture method using non aileecoating in Petri dish led to the
production of a large amount of viable spheramyitro. These encapsulated spheroids can
be kept alive and metabolically active in a fluelizbed bioreactor during a minimum of four
days.

To ensure the efficacy of the BAL and the safetypatients, a complex extracorporeal
circulation was designed to be compatible with amwgwrcial medical device, the
PrismafleX monitor of the company Gambro, already used irerisive care units. A

preclinical study on sheeps has shown that thetnreat was well tolerated in terms of
hemodynamics considerations. The next step is gtabBshment of a study in a porcine
model of liver failure, before we can proceed te finst clinical trial.

Key words: liver - bioartificial liver — artificiabrgan - tissue engineering - bioreactor - fluidize
bed -microencapsulation- alginate- hepatic cedigheroids — preclinical study
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le foie est un organe complexe qui possede de neusks fonctions. Ces fonctions peuvent
étre regroupées en trois catégories : syntheseur(afie, protéines de la coagulatiof,..
stockage (maintien de la glycémie, régulation duxtade cholestérol sanguin...) et
détoxification (transformation de 'ammoniac en eyrélégradation des globules rouges...).
De multiples pathologies peuvent affecter le fotancers, cirrhoses, hépatites...). Parmi
elles, I'hépatite fulminante est une forme sévérgés morbide d’hépatite. Actuellement, le
seul traitement efficace a terme pour ces pathekdiépatiques est la transplantation.
Cependant un nombre élevé de patients décedentesrtead’un transplant. De plus, un lourd
et colteux traitement immunosuppresseur est asadeiéransplantation.

Des dispositifs de suppléance artificielle se salors développés comme alternative a la
greffe de foie et sont maintenant commercialisésARS8 de I'entreprise Gambro,
Prometheus de I'entreprise Fresenius Medical CareCes dispositifs se basent sur des
procédés physico-chimiques pour détoxifier le sdag patients au travers d’une circulation
extracorporelle. lls ne peuvent néanmoins pas &@pploute les fonctions du foie,
notamment les fonctions de synthése et de stockagese fait, des dispositifs bioartificiels
utilisant I'ingénierie tissulaire et la culture dellules dans des bioréacteurs ont été étudiés

depuis les années 1990. De nombreuses problémstigestent a éclaircir pour le
perfectionnement de ces nouvelles thérapies.

L’efficacité des foies bioartificiels repose sur Banne fonctionnalité cellulaire (choix du
type cellulaire, du mode de culture...). De multiptlssigns de bioréacteurs ont été proposés
avec des principes de culture cellulaire bien déifés. Depuis une quinzaine d’année, a
I'Université de Technologie de Compiegne, au san'dMR CNRS 7338 (laboratoire de
biomécanique et de bioingénierie) des travaux détatcomplis pour I'élaboration d’'un
bioréacteur a lit fluidisé contenant des cellulasmhines encapsulées dans des billes
d’alginate. Cette approche a été essentiellemelidéea par des travaux in vitro a échelle
réduite. 1l s’agit désormais d’envisager un traigerin complet. Dans ce contexte, la
fonctionnalité des bioréacteurs repose aussi sarcenposants artificiels inclus dans des
circulations extracorporelles (oxygénateur, récfewut..).

Le but de ce doctorat a été de créer une circulagivtracorporelle permettant de faire
fonctionner un foie bioartificel a lit fluidisé deaniere optimale. Des améliorations ont été
apportées au bioréacteur a lit fluidisé dans leead passage a I'échelle humaine avec une
perfusion de plasma pathologique. Des validatiomgjtro a grande échelle @& vivo chez
'animal, ont finalement été réalisées dans le deitpoursuivre par des essais précliniques
chez un modele animal d’insuffisance hépatique piaiss le futur par de premiers essais
cliniques.
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CHAPITREI : LA SUPPLEANCE HEPATIQUE

DE L'ETAT DE L 'ART AU POSITIONNEMENT DU PROJET SUPPLIVER
1.1 LE FOIE HUMAIN

Le foie est I'un des organes les plus complexesaps humain sur les plans anatomique,
circulatoire et fonctionnel. On lui dénombre plwes 2D0 fonctions dont certaines sont encore
mal connues. Cet organe joue donc un role cruaasde bon fonctionnement du corps

humain. Cette section a pour but de présenter scigonent 'anatomie, la physiologie ainsi

gue les principales pathologies hépatiques.

[.1.1 Anatomie du foie

Le foie pése environ 1,5kg chez I'adulte soit 1¢k0Opoids du corps, formant ainsi la masse
viscérale la plus importance de lI'organisme avegspie trois cent milliards de cellules.
C’est I'organe le plus volumineux du corps humaiprés la peau.

Le foie est un organe du systéme digestif. Il eg€ldans une région de I'abdomen appelée
hypocondre droit, au-dessus du duodénum (cf. figyre

Le foie est entouré de la capsule de Glisson. tldigisé en deux lobes séparés par le
ligament falciforme (ou ligament suspenseur), leel@roit (deux tiers du volume du foie) et
le lobe gauche (un tiers du volume) (cf. figure Bjen que les lobes soient séparés
anatomiquement, il ne semble pas exister de difféggs fonctionnelles.

vaine cave inférieur

loba draoit : loba gauche

. astomac

angle colique
gatchea

droit | 1 e duodanum

vasicule biliaire

Figure 1: Schémas anatomiques du foie humaifi]
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.1.1.1 Vascularisation

Le foie est un organe tres richement vasculariséqeielui donne sa coloration rouge
brunatre. Chaque minute, prés d'un litre et demsaleg traverse le foie. L'apport vasculaire
est mixte ; du sang oxygéné arrive du cceur viddrarhépatique (25 % du débit sanguin) et
du sang non oxygéné mais riche en nutriments adéseintestins via la veine porte (75% du
débit sanguin). Le fait que le foie soit placé kutrajet sanguin de l'intestin permet a celui-
ci de contrbler tout I'apport alimentaire (cf. figu2). Le retour veineux du foie s’effectue
via les veines hépatiques qui se jettent dansiteeveave inférieure.

veine cave
4 inférieure

FOIE

artére
hépatique
(sang oxygéné)

veine porte
(sang non oxygéné)

Nutriments,
electrolytes, eau

\
GROS INTESTIN

Figure 2: Macro vascularisation du foie[2]

La connaissance de la vascularisation du foie anigeta découverte que celui-ci était
constitué de secteurs eux méme constitués de segmiem définis avec une vascularisation
et des voies biliaires organisées par des planscldeage précis (scissures). Cette
segmentation est absolument a connaitre lors daines opérations chirurgicales (lors d’'une
ablation d’'une partie du foie (hépatectomie) o ldiun cancer par exemple).
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1.1.1.2 Histologie

Il est important d’observer I'agencement microscolei du foie pour comprendre ses
fonctions. Une coupe histologique fait apparaiteee des cellules du foie s’organisent en
unités fonctionnelles: les lobules et acini hépagi (cf. figure 3).

Figure 3: Coupe histologique de foie humain 1-veinporte 2-veine centro-lobulaire[3]

Les hépatocytes (cellules hépatiques) et les chamtes (cellules biliaires) représentent
les deux principaux types cellulaires du foie.

Trois unités fonctionnelles différentes sont préssmdans le foie : le lobule hépatique, le
lobule portal et I'acinus hépatique. Le foie conti®0.000 a 100.000 lobules hépatiques (cf.
figure 4). Ces lobules sont organisés a la mardéaree roue et de ses rayons. Au centre du
lobule hépatique polyédrique, qui correspond aitbumeineuse du foie, se trouve la veine
centro-lobulaire. Il est limité a ses angles pas &spaces portes. Chaque espace porte
contient toujours les trois éléments suivants : weiaule, une artériole et un canal excréteur
auxqguels sont associés quelques vaisseaux lympieatig.a veine centro-lobulaire et la
veine porte se rejoignent par les sinusoides. Degiad’autre de ces sinusoides se trouvent
les travées d’hépatocytes. De forme triangulaieelobule portal est centré par un espace
porte et limité a ses angles par des veines cdolndaires. Il correspond a l'unité biliaire du
foie. Tout autour des espaces portes on trouvedaalicules biliaires qui se déversent dans
les conduits biliaires inter-lobulaires lesquelsitsoonstitués de cholangiocytes. L'acinus
hépatique est losangique, il est limité par deuke® centro-lobulaires et deux espaces
portes. C'est l'unité artérielle centrée sur urambine de l'artére hépatique.
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callule de Kupffer
dans un sinusoide (jauna}

traveas
dhépatocytes

travées £ J
dhépatocytes |}

. . artére hapatique
sinusoides £

wvaina porte
bile dans

les canaliculas
conduit biliaire intarlcbulaira biliaires

Figure 4: Schémas des lobules hépatiqués]

Les hépatocytes sont des cellules épithéliales éavigues qui contiennent un ou deux

noyaux et beaucoup d’organites intracellulaires.pbssedent une polarisation particuliére.
Contrairement aux autres cellules épithélialespqpsisédent un domaine apical et un domaine
basolatéral, les hépatocytes possédent une organiskes zones de jonctions qui permet de
définir un domaine spécifique : le canalicule bika La membrane plasmique de la cellule

est, a ce niveau, trés particuliére (résistante selg biliaires). Chaque hépatocyte est en
contact direct, par ces faces pourvues de villesfgour augmenter la surface d’échange),
avec le sang contenu dans les sinusoides.

En plus des hépatocytes et des cholangiocytexisteed’autres types cellulaires qui sont
présents au niveau des sinusoides: les celluldéug&er, les cellules stellaires ou cellules
d’'lto et des cellules endothéliales. Les hépatayteprésentent tout de méme 60% du
nombre de cellules hépatiques et 80% du poids @u(éd. figure 5).

hépatocytel canalicule biliaire
N At Mg !

gy ,l’i'-"l‘.'.“’"\..\ SN \2n I'_rJf'-ﬁ-‘*"-'«"J'!\ ‘J'_'-Q":T""'P‘t
Y I Y
L AN AN AN RN
! g T r
: A A o o
U Youase DT MR Rl
espace de Disse

-
'\'FJ cellule stéllaire

cellule de Kupffer ) i cellule
Sinusoide  ongothéliale

Figure 5: Les cellules du foid5]
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Les sinusoides sont des vaisseaux dont les parst®rdinues sont formées de cellules
endothéliales. Entre ces cellules endothélialesronve I'espace de Disse qui héberge les
cellules stellaires. Les cellules stellaires somipliqguées dans de nombreux processus
meétaboliques. Situées du coté de la lumiere dussiitie, les cellules de Kupffer ont quant a
elles un réle similaire a celui des macrophagesesEdégradent notamment les veilles
hématies par phagocytose.

[.1.2 Physiologie du foie

Le foie assure trois grandes fonctions principalese fonction d’épuration, une fonction de

stockage et une fonction de synthese. En effetpike est la plus grande glande du corps
humain, a la fois endocrine (relargage dans lesssiites) et exocrine (sécrétion de la bile).
Il a un réle important pour le maintien de I'homtasse. En effet, le foie, chez les animaux
ne s’alimentant pas continuellement, comme chdrel’Bumain, assure de maniére continue
la distribution dans le corps des matériaux susickystd’étre transformés en énergie.

1.1.2.1 Stockage et livraison des nutriments

L’apport alimentaire arrive des intestins directamau foie par la veine porte. Le foie stocke
ou transforme les nutriments en vue de leur asatrit.

Le foie a un rble primordial dans le maintien d’'taux normal des sucres dans le sang
(glycémie autour de 1g/L ou 100 mg/dl). Trois sgce®nt assimilés par les intestins : le
fructose, le galactose et le glucose. Le métabaista ce dernier va étre étudié plus en
détail.

Le glucose est utilisé par toutes les cellules pmaduire de I'énergie via le processus de
glycolyse. Apres un repas, le taux de glucose dansang est augmenté. Au niveau des
sinusoides, cette élévation de la glycémie entraime augmentation de la perméabilité du
glucose au niveau des hépatocytes par des trapspsiipécifiques. Le glucose va alors étre
métabolisé en glycogéne (glycogenése) et stockéeau des hepatocytes comme réserve.
Cette voie métabolique est stimulée par un forktdinsuline dans le sang. En période de
jelne, c’est le glucagon qui va stimuler le foieipproduire du glucose via la glycogénolyse
(dégradation du glycogéne en glucose) ou via lgheogenese (synthése de glucose a partir
de substrat non glucidigue comme les acides ammésle lactate...). Les enzymes
permettant cette néoglucogenése sont présentes lesehépatocytes situés proche des
veinules portales (hépatocytes péri-portaux).
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Il existe donc, au sein des travées d’hépatocytes hétérogénéité métabolique. Cette
hétérogénéité metabolique, aussi appelée zonagirmjue au gradient d’oxygéene présent au
sein du sinusoide (cf. figure 6).

veinule portale

-
/
/ cellules de Kupffer sinuscides
I’domaime - -
portale
\ ).Vl ]
\ — veine centrale/
\ st 0 1 /
~ o L= —
cellules stéllaires
espace de Disse
artériole hepatique hepatocyte cellules endothéliales
Péri-portal Péri-veineux

néoglucogenése

synthése de glucose (lactate)

synthése de glucose (glycogéne)

glycolyse

Figure 6: Zonation du métabolisme glucidiqug6]
Les protéines de I'apport alimentaire sont, quaastlés, principalement dégradées en acides
amineés par le foie. Celui-ci synthétise a partis deides aminés beaucoup d’autres protéines,
essentiellement des protéines plasmatiques comattmuthine (environ 10 & 30 mg/jour soit
environ 1mg/heurg7]). Ces protéines ne restent pas au niveau du fais sont excrétées
dans la circulation générale. L’albumine est quatitiement la principale protéine
plasmatique. Elle a un role tres important dangtplation de la pression oncotique du sang,
empéchant notamment la fuite de liquide vers laemikextracellulaire. Elle transporte dans
le sang de nombreuses molécules notamment desetoxlre foie synthétise aussi des
protéines de la coagulation (essentiellement paguatante c'est-a-dire qui favorisent la
coagulation). Parmi les autres protéines synthésiggar le foie, on trouve des protéines de
inflammation et de nombreux facteurs de croisganc

Les lipides sont aussi métabolisés par le foiefdie est, entre autres, le principal organe de
contrdle de I'hnoméostasie du cholestérol. Le chéled est indispensable au bon
fonctionnement des membranes cellulaires, a lssamice et au renouvellement des cellules.
Son accumulation peut par contre étre problématiptamment au niveau de la circulation
sanguine (athérosclérose). Le foie synthétise lasigtotalité du cholestérol fabriqué par
'organisme mais il est aussi le principal respdohsade sa capture et de son élimination
grace a des récepteurs situés sur la membraneosials des hépatocytes.
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En cas d’excées de cholestérol, celui-ci est élimnviizéla bile. Le foie peut aussi synthétiser a
partir d’acides gras de petite taille des acides grlus volumineux (triglycérides).

Le foie joue aussi un réle important dans I'assatmdn des vitamines. Certaines vitamines
liposolubles doivent étre activées dans le foie (Jeatre principales sont A, D, E et K). Elles
peuvent aussi étre stockées dans le foie pour étsaite relargées vers le reste de
I'organisme.

1.1.2.2 Traitement des déchets organiques

Certaines substances issues du meétabolisme cedulééndogenes) ou issues de
'alimentation (exogénes) peuvent étre toxiquesrpborganisme. Le foie joue un rdle
crucial pour I'élimination des toxines liposolubl¢g80 a 80 % des toxines), les toxines
hydrophiles étant directement éliminées via leaesi

Parmi les toxines endogenes, on trouve 'ammontacgt le produit final de la dégradation
des protéines. Les ions ammonium sont toxiques p@wysteme nerveux central. A de
faibles concentrations d’ammoniac, les cellules mEmbreux tissus produisent de la
glutamine pour I'éliminer. Lorsque la concentratidlammoniac est élevée et réellement
dangereuse pour I'organisme, un autre systeme, gificace, intervient : le cycle de l'urée

(cf. figure 7). Ce systeme d’élimination est spigeieé aux hépatocytes. Les enzymes
nécessaires au bon fonctionnement du cycle de d'wé retrouvent surtout chez les
hépatocytes péri-portaux. L'urée produite (envir8@ g/jour soit 1,25g/heure) quitte

I'lhépatocyte par la membrane sinusoidale et regémméculation générale pour étre filtrée
par les reins et éliminée dans les urines.

Arginine _Jr'-lml
Arginino- Urea v,
Aspartate-argininosuccinate succinate cycle Ornithine
shunt of citric acid cycie
Aspartate Citrulline Cytosol

Citrulline Ornithine

toglutarate
Carbamoyl

phosphate

iy K

Mitochondrial
matrix

Figure 7: Cycle de l'urée[8]
27



CHAPITRE I: LA SUPPLEANCE HEPATIQUE
DE L'ETAT DE L'ART AU POSITIONNEMENTDU PROJETSUPPLIVER

Le foie intervient aussi dans la dégradation dexbgfes rouges. Il transforme I’'heme de
I’hémoglobine en bilirubine. La rate est le prirgiisite de production de la bilirubine mais
celle-ci est aussi produite par le foie notammendicg a I'action des cellules Kupffer qui
phagocytent les globules rouges ageés. Pour étrosghlible et donc éliminée, la bilirubine a
besoin d’étre conjuguée. Cette conjugaison s’efieadans le foie. Il s’agit de I'ajout de
molécules polaires (deux acides glucuroniques).blliaubine, une fois conjuguée, quitte
I'hépatocyte via la membrane canaliculaire et éstigée dans la bile.

Des molécules exogéenes sont aussi métaboliséeke gare. Les médicaments ou produits
chimiques toxiques, comme les pesticides par exengant appelés xénobiotiques. Ce sont
des molécules étrangeres au corps et pouvant peéseme toxicité méme a de trés faibles
concentrations. Si ces xénobiotiques ne sont pasophiles, ils vont devoir subir des
transformations pour réduire leurs effets pharmagiglues et étre éliminés lors du processus
de biotransformation. Plusieurs organes possédest dnzymes nécessaires a cette
biotransformation (foie, rein, poumons et intestidhe ou deux phases de biotransformation
peuvent étre nécessaires. La phase | regroupeééesions d’oxydoréduction et la phase Il
les réactions de conjugaison. Certains xénobioiqueevont avoir besoin que de la phase de
conjugaison pour étre éliminés. Les xénobiotiquest ssurtout pris en charge par les
hépatocytes péri-centraux.

1.1.2.3 Production et excrétion de la bile

La bile est composée de sels biliaires. Ces seals pmduits exclusivement dans le foie a
partir du cholestérol. lls sont amphiphiles ce tpur permet de maintenir les lipides en
solution aqueuse. lls permettent donc une meilleligestion des lipides alimentaires et un
maintien du cholestérol excédentaire dans la loker gon élimination. Les sels subissent un
cycle entéro-hépatique : de retour au foie aprespassage dans lintestin gréle ils sont
recapturés par les hépatocytes pour étre de nowsgaatés dans la bile (cf. figure 8).
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Figure 8: Cycle entéro-ggpatique des sels biliaire[9]
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Les cholangiocytes des conduits biliaires interaem aussi dans la production de la bile
notamment en modifiant la composition ionique ddila venant des hépatocytes. Enfin, la
vésicule biliaire concentre la bile et la stockeipone excrétion lors de la prise d’un repas.

1.1.2.4 Régénération hépatique

Le foie posséde une capacité trés importante deénérgtion. Bien que les cellules
hépatiques aient une durée de vie limitée (300@&j60rs), tres peu de mitoses spontanées
surviennent sur un foie normal et au repos (1 €u@@ cellules). Lors d’'une hépatectomie
(ablation chirurgicale partielle du foie), les h&gaytes peuvent se diviser jusqu’a deux fois
pour renouveler la masse hépatique. Si 75% dudsieretiré, il faut environ 4 mois a un
étre humain pour qu’il y ait régénération compldel'organe. De plus, ce phénomeéne est
reproductible. Cette régénération vient du faitilgexxiste des mécanismes de régulation de
la croissance hépatique pour que le foie s’adaptenahote (on retrouve ce phénomene dans
le cas des greffes hépatiques). Lors de la régtoérhépatique, de I'alpha foetoprotéine est
retrouvée dans le sang des patients. Cette protéBymthétisée par les hépatocytes non
matures, est aussi un marqueur tumoral notamment p® diagnostic du carcinome
hépatocellulaire (cancer hépatique).

[.1.3 Pathologies hépatiques

Le foie assure de nombreuses fonctions vitale® etainbreuses atteintes de celui-ci peuvent
créer des graves troubles dans le fonctionnemerdodps humain. Le but de cette section
n’'est pas de décrire précisément toutes les maatlidoie mais de faire une revue succincte
des principales anomalies hépatocellulaires.

1.1.3.1 Hépatites

Les hépatites sont des inflammations du foie quivpat étre dues a de multiples causes :
des intoxications (médicamenteuses avec par exethplgaracétamol), des virus (Notés de
A a G, les virus infectent des cellules hétes mrirépliquer provoquant leur explosion) ou
encore des maladies auto-immunes. Les symptomdsvaoables d’'un patient a l'autre. Il
peut s’agir de fatigues, de fievres ou de nauséeass a plupart des hépatites sont
asymptomatiques.

Dans les cas les plus séveres, une destructionriemge du foie peut survenir mais la
majorité des hépatites se guérissent avec le tdinfgsatite aigué€). Dans le cas contraire,
I'lhépatite est dite chronique.
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Certaines hépatites aigués évoluent tres rapidemeatdes complications tres dangereuses :
ce sont des hépatites dites fulminantes ou insufties hépatiques aigués.

1.1.3.2 Cirrhoses

Les cirrhoses sont des maladies dues a des agredsiochimiques répétées du foie. Elles
peuvent aussi étre la conséquence de maladiesighesndu foie. Les cirrhoses sont le fait
d’'un alcoolisme ou d’'une hépatite C. Dans la quesitité des cas, quelque soit la cause de
la cirrhose, la maladie est liée a une accumulatinarmale de graisses (stéatose) ce qui
conduit & des lésions irréversibles. Un tissu cic@ remplace ensuite les cellules
endommagées : c’est ce que I'on nomme la fibrosefigure 9). Le tissu fibreux a terme
empéche la vascularisation correcte de I'organkestcellules hépatiques se régénéerent de
facon anarchique ne respectant plus I'organisaioiobule.

R : o

Figure 9 : Coupe histologique d’un foie atteint decirrhose [10]

1.1.3.3 Cancer

Les cancers du foie les plus fréguents sont lesaranissus de métastases d’autres organes
(du colon par exemple). Le role de filtre du fagerénd trés susceptible d’étre envahi par des
meétastases (notamment des autres organes du sydigeséf). Les cancers hépatiques issus
d’'une tumeur hépatique (cancers primitifs) sonto®s fsur 10 causés par un carcinome
hépatocellulaire. Cette pathologie apparait quastnh@ujours sur des foies déja atteints par
une autre maladie. Le cancer primitif se dévelogpaiiveau d’un foyer initial localisé puis
métastase rapidement dans le foie lui-méme viédeau porte.

Parmi les pathologies citées, I'hépatite fulminante étre étudiée plus en détail car c’est
'une des principales maladies cibles de la granugorité des suppléances hépatiques
bioartificielles (notamment car une guérison poiirédre attendue grace au traitement).
Cependant, les suppléances bioartificielles senilBé&me particulierement adaptées dans le
cas d’épisodes aigus touchant les patients attdatmaladies hépatiques chroniques comme

les cirrhoses ou pour les patients se remettamedgreffe hépatique.
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.2 L'HEPATITE FULMINANTE

L’hépatite fulminante, ou insuffisance hépatiqugua, correspond a une nécrose massive du
parenchyme hépatique (partie fonctionnelle du foleen découle une atteinte grave des
fonctions hépatocellulaires (synthése et détoxiicg en moins de 12 semaines. Dans de
tres nombreux cas, il n’'y a aucune maladie hépatjyéexistante. L'incidence de I'hépatite
fulminante dans les pays dits « développés » eshuvifon 10 cas pour 1 million de
personnes par an (soit plusieurs centaines deazasnpen France).

[.2.1 Classification, causes et symptémes

[.2.1.1 Classification

Une classification anglo-saxonne définit trois tymehépatite fulminante : suraigué, aigué et
subaigué (cf. tableau 1).

Tableau 1: Classification des hépatites fulminantegl1]

Type d’hépatite Suraigué aigué subaigué
Temps entre la jaunisse et

I’encéphalopathie (cf. 1.2.1.3 0-1 semaine 1-4 semaines 4-12 semaines
Symptoémes)

Taux de survie sans

. Bonne Moyenne Faible
transplantation

Paracétamol, hépatit
AetE

Hépatite médicamenteuse non

Cause typique acétaminopheéne

Hépatite B

Dans les cas trés avancés de la maladie, les ¢tapalg régenération sont alors réduites (80
a 85% de mortalité spontanée sans traitement). ditéon de la maladie peut étre
extrémement rapide (quelques heures) se générafisamine défaillance multi-organes.

.2.1.2 Causes

Les causes de I'hépatite fulminante sont multigiedifférent géographiquement parlant. Les
systemes de santé performants (hauts niveaux dhggiet vaccinations) des pays dits
« développés » ont permis un contrdle, dans uneicer mesure, des hépatites virales. Ces
dernieres sont par contre les premieres causegpatibés fulminantes dans les pays dits « en
voie de développement ». Dans le cas des payx diéveloppés » les hépatites fulminantes
sont tres largement médicamenteuses (cf. figure 10)
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Parmi les médicaments incriminés : le paracétanauli ;peut étre responsable de plus de la
moitié des hépatites fulminantes. En vente sansrorance dans de nombreux pays, la
moitié des intoxications serait involontaire et datue a un surdosage par automédication
[12]. Pour un certain nombre d’hépatites fulminantes §140%), la cause n’est pas connue
malgré les investigations menées.

United Kingdom G
Ay ermany
e LAY Japan
Other HEV 4% HEV NT Other HAV
, % 7%
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ey de 9% 0%
E:
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. , Other
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HAV. ey, NT e T, i
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: Sudan

/' Other HAV
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Other
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drugs drugs — ingphen
8% 1% 0%

Acetaminophen
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Figure 10: Causes des hépatites fulminantes dansi®nde (HAV hépatite virale A, HBV hépatite virale
B, HEV hépatite virale E) [13]

1.2.1.3 Symptdémes

Les symptdomes décrits ici sont plus généralementx cque I'on peut observer en cas
d’insuffisance hépatique sévere.
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Une déficience des fonctions de synthese va emtraine hypoglycémie résultant d'une

baisse de la néoglucogenese hépatique, d'unetadtéchu relargage des hydrates de carbone,
et de variations des concentrations sériques amimeset glucagon. Il existe aussi chez les
patients insuffisants hépatiques une hypoalbumiaéqui peut provoquer des problemes

d’accumulation d’eau dans les tissus (cedéme, astépanchement pleural).

Le foie produit aussi normalement des protéinesnayen role dans la coagulation. Une
atteinte hépatique peut donc provoquer une coagthop avec des risques importants
d’hémorragies. De facon plus générale, la protéiaéftaux de protéines dans le plasma)
descend en dessous des valeurs standard (65 &80g/L

BN

Des symptomes liés a la fonction de détoxificatpeguvent amener a des complications
sérieuses avec des atteintes au niveau neurolagiJne mauvaise élimination de la
bilirubine provoque une coloration jaune de la peammunément appelé jaunisse (ou
ictere). D’autre part, une encéphalopathie pewenir due a I'accumulation de nombreuses
molécules neurotoxiques (ammoniac (> 50-1000l/L), mercaptans, acides gras...). Ces
substances ont des poids moléculaires faibles d&enmsyEncore aujourd’hui, les molécules
incriminées dans I'encéphalopathie ne sont pasrentmutes clairement identifiees. Quatre
stades d’encéphalopathie permettent de distinguesiqurs étapes d’aggravation de la
maladie (cf. tableau 2).

Tableau 2: Manifestations cliniques de I'encéphalagthie en 4 stades

Stades de I'encéphalopathie Symptomes Mortalité

| Confusion légeére,
désorientation

Confusion modérée,

Il 30-35%
somnolence
i Confusion séveére, 40-60%
troubles de la parole
v Coma réactif aux ~80%

stimuli puis aréactif

[.2.2 Traitements actuels et nécessité de nouvelles supahces hépatiques

A court terme, les patients subissent des soinanvis stabiliser leur état et a suivre
I’évolution de la maladie (suivi hémodynamique, adistration de glucose, d’antibiotiques,
mesure de la pression intracranienne, ...). Cependamos jours le seul traitement efficace
pour soigner sur le long terme les insuffisancgsmtiues sévéres reste la transplantation.
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1.2.2.1 La transplantation hépatique

La transplantation hépatigue (communément appetétfegde foie) est la greffe la plus
pratiquée apres celle du rein. Elle peut se faiparir d’'un foie de donneur décédé ou d’'un
foie de donneur vivant (parents proches). Dans emaidr cas, un seul des deux lobes est
prélevé. Ces interventions ont un meilleur taux meissite (meilleure compatibilite,
planification de l'intervention qui permet une igdtion immédiate du greffon,...). Malgré la
complexité de I'opération et les risques liés &Haurgie et au rejet, la transplantation reste
pourtant trés efficace. La survie des patientsné&n suivant la greffe est aux alentours de
70%.

La figure ci-dessous (cf. figure 11) montre la mépi@n en 2011 des patients nécessitant une
greffe selon I'étiologie de linsuffisance hépateqCes chiffres, issus de l'agence de
biomédecine, sont assez stables de 2006 a 2011.).

u Cirrhose alcooligue

Cirrhose post-hépatite (B, C ou D)

L

= Tumeur hépatique

m Défaillance hépatique aigue

m Pathologie biliaire

Autre cause

Figure 11: Incidence du nombre de nouveaux inscriten 2011 en attente
d'une greffe hépatique selon l'indication (Agence & biomédecine, 2014).

L’insuffisance hépatique sévere ne compte que pétirdes patients en attente d’une greffe
hépatique. La majorité des patients en attente destpatients atteints soit d’'un cancer soit
d’une cirrhose alcoolique.

Une pénurie de donneurs rend actuellement le nomiéréons inférieur a celui des patients
nécessitant une greffe. Les malades sur liste efitdt sont de plus en plus nombreux (cf.
figure 12).
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Figure 12: Evolution de la liste d'attente et devein des candidats en greffe hépatique (Agence de
biomédecine, 201¢

Un peu moins de 10% des malades meurent en attendangreffe. Ce chiffre reste stable

malgré l'augmentation trés importante des patiesus liste d’attente grace a une bonne
gestion des patients prioritaires et aux soins Epp@ux malades en attente de greffe.

1.2.2.2 Nécessité de nouvelles suppléances hépatiques

La nécessité de nouvelles suppléances hépatiquiest stairement ressentir pour permettre
de maintenir en vie les patients en attente d’uredf@g Ces traitements pourraient méme
permettre le rétablissement de certains patietésnatd’hépatite fulminante et ainsi éviter la

greffe et les traitements immunosuppresseurs assotia suppléance hépatique pourrait
aussi servir au rétablissement des patients récemngeeffés ou ayant subi une

hépatectomie. Enfin, certains cas pour lesquelsrdasplantation n’est pas envisageable
pourraient par contre profiter d’'une suppléanceati@pe pour voir leur état s’améliorer.

En paralléle de ces suppléances, I'améliorationtdelsniques de transplantation (séparation
des foies de donneurs décédés, élargissement dsibles donneurs sains (conjoint, autres
parents) et la prévention des comportements a esdalcoolisme, utilisation abusive de
paracétamol,...) sont aussi a encourager.

On peut diviser les suppléances hépatiques en ¢edégories: les suppléances biologiques,
artificielles et bioartificielles.
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.3 LA SUPPLEANCE HEPATIQUE BIOLOGIQUE

Outre la transplantation hépatique d’autres alté&vaa de suppléances biologiques ont été
expérimentées. Il s’agit de suppléer la fonctionfdie grace a une alternative uniqguement
d’origine biologique (organes, liquides biologiqums cellules).

[.3.1 La circulation croisée

L'une des premieres expeériences poussées de supplégpatique biologique a été menée
par Burnell et al. en 196[14]. Il s’agissait d’'une circulation croisée interhunea Leur
expérience constituait a connecter, par une citimraextracorporelle, un patient insuffisant

hépatique a un autre étre humain sain. On pourésitimer cette intervention a un don
d’organes qui n’est alors que temporaire.

Des améliorations de I'état du patient atteint stiffisance hépatique ont été observées.
Cependant les effets déléteres provoqués chezdesin se sont avérés importants et n’ont
pas permis d’envisager I'utilisation de la circibat croisée a des fins thérapeutiques. Cette
technique a néanmoins permis de faire naitre l'ijéeine suppléance hépatique pouvait
exister par l'intermédiaire d’un foie extracorporel

1.3.2 Plasmaphérése et transfusion

Les toxines, accumulées lors d’une insuffisanceatligpe, circulent dans le plasma sous
forme libre (hydrosoluble) ou liée a I'albumine. @dntre type de don que le don d’organes
peut donc étre envisagé : le don de plasma. Lem@agathologique est extrait par une
plasmaphérese. Il s’agit d'une circulation extrgaselle dans laquelle une membrane de
plasmafiltration est utilisée pour extraire et élier une partie plasma du sang circulant tout
en préservant et restituant les éléments figurgsatient. Le plasma pathologique est éliminé
et remplacé par une transfusion de plasma de dorsaé&u et compatible ou par une solution
de remplacement (une solution d’albumine par exenf. figure 13).

Cette technique, qui a l'avantage d’étre assez lgimgst utilisée trés fréquemment pour
traiter les patients en insuffisance hépatiguee Ebmporte néanmoins certains risques. Les
complications peuvent étre dues a I'acces vasaylaid’anticoagulation, a une infection ou
encore a une allergie. De plus, il y a, a la sditen traitement, des déséquilibres chez le
patient (baisse des facteurs de croissance desdogpes,..) [15].
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Enfin, la plasmaphérese doit souvent étre répétéaaimbre important de fois et nécessite
donc un grand volume de plasma de substitution.

PLASMAFILTER

Figure 13: Schéma d'une plasmaphérése (Aferetica)

[.3.3 La transplantation d’hépatocytes

Une autre alternative a la transplantation classidun foie entier ou d’'une partie du foie
serait une transplantation d’hépatocytes. Les @®ogie la culture cellulaire permettent
d’envisager maintenant I'option d’'une implantatide cellules hépatiques.

De nombreuses problématiques associées a la cultlh@laire existent encore et seront
présentées dans la partie du manuscrit sur la dappé bioartificielle (choix du type
cellulaire, nombre de cellules nécessaires,...).

Mais un probléme majeur, spécifique a la technidedransplantation d’hépatocytes, est le
choix du site d’'implantation pour pouvoir transgkemsuffisamment de cellules et obtenir
une bonne vascularisation de lI'implant (injecticand la circulation générale, implantation
dans la cavité péritoneéale,...).

Des études chez l'animal ont montré que la tramtpteon d’hépatocytes permet une
augmentation du taux de survie des animaux trdi€é$. En 2011, I'équipe du King’'s
College Hospital de Londres a implanté avec sudesshépatocytes enrobés de biopolymeére
chez un nourrisson, mais il est difficile de diréesrétablissement de celui-ci n’a finalement
pas été le fait d’'une guérison spontanée qui peatcielquefois observéa7].
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.4 LA SUPPLEANCE HEPATIQUE ARTIFICIELLE

La suppléance hépatique artificielle est née deoligtion des systéemes utilisés pour la
suppléance rénale. Le rein ayant essentiellemendlende filtration, sa fonction a pu étre
assez bien mimée par des dispositifs uniquemeificagls (circulations extracorporelles
comportant des filtres ayant des porosités biems). Les systémes ont peu a peu évolué
pour répondre aux attentes spécifiques de détatifin d’'une suppléance hépatique.

[.4.1 Les systemes artificiels conventionnels

1.4.1.1 Hémodialyse, hémofiltration et hémodiafiltration

L’hémodialyse et I'hémofiltration conventionnelleent des techniques d’épuration du sang
par I'intermédiaire d’une circulation extracorpdestontenant un filtre (ou dialyseur) sous
forme de fibres creuses. Le traitement d’hémodabyensiste a réaliser des échanges entre le
sang et un liquide physiologique (dialysat) grada membrane semi perméable du filtre (cf.
figure 14).

Venous prassure monitor

Air trap and air detector
AN _ / P

Saline solution _| P Clean blood

Fresh dialysate

Used dialysale .__ “‘[}J/ |
\

,‘
Inflow pressure —
monitor i

S /Blod umpf
Feparin pump—" Arterial pressure Removed blood

(to prevent clotting) ronitor for cleaning
Figure 14: Schéma de I'hémodialyse conventionnel[&8

Un équilibre de distribution des solutés ou toxindgfusion) s’établit au travers de la
membrane semi-perméable des fibres creuses ergemtpet le dialysat (cf. figure 14).

Pour ce qui est de I'hnémofiltration, le procédéectif tranfere I'eau plasmatique et les
solutés de masse molaire inférieure au seuil dpuwauau travers de la membrane semi-

perméable vers le compartiment filtrat (figure.14)
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L’hémodiafiltration est une combinaison des deuxthrodes. Il faut noter que seules les
substances hydrosolubles sont éliminées par chsitpees.

Hemodialysis Hemofiltration
blood blood dialysate blood filtrate
. "
) i, 11
pressure ne gative

ﬂ hydrostatic
pressure

semipermeable R
membrane semipermeable semipermeable
blood membrane membrane
semipermeable
diffusion membrane convection

Figure 15: Principe de I'hémodialyse et de I'hémofiration [19]

1.4.1.2 Plasmaperfusion et hémoperfusion

La plasmaperfusion est basée sur la technique atemalphérese. Cependant, I'idée n’est pas
d’éliminer le plasma mais de le traiter par linté¥diaire de dispositifs artificiels qui

adsorbent les toxines (cf. figure 16). Le plasnwitdr retourne ensuite dans la circulation
générale du patient. L’hémoperfusion utilise ausggs techniques d’adsorption mais

directement sur le sang.

PLASMAFILTER

SORBENT
CARTRIDGE

\‘.l | F'l‘
| |

)
pLJE
T

SO, |

Figure 16: Schéma de la plasmaperfusion (Aferetica)
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Le charbon actif et les résines échangeuses dsons des absorbeurs couramment utilisés
pour I'épuration des liquides. Le charbon actif estmatériau essentiellement composé de
matiere charbonnée qui a subi une carbonisatioaudehtempérature. Il possede ainsi une
grande surface spécifique qui lui donne son fouvodr adsorbant (surtout pour de petites
molécules hydrophiles) (cf. figure 17).

Les résines échangeuses d’ions sont des polymedfiés de telle facon que des
groupements ioniques soient présents sur leurs nebai Chargés positivement ou
négativement, ils vont capter les molécules degshaontraire (ces résines sont entre autre
utilisées pour capter la bilirubine) (cf. figure)17

Small and
large organic
molecules

Positively Charged
Analyte [Cation]

Atiracied to
Negative Surface

Negatively Charged
Analyte [Anion]

Pores available to Atiracted fo
both small and large Positive Surface
melecule adsorption

Pores available
only to small
molecule
adsorption

+ 7
i Anion + +
Exchanger 4

Figure 17: Deux techniques d'adsorption. : A gauchdu charbon actif (Filter Water), A droite des
billes de résine échangeuses d’ions (Waters)

L’hémoperfusion a prouvé son efficacité pour l'agdgmn des molécules de poids
moléculaire moyen (dont 'ammoniac), de la bilimé et des acides grd20]. De plus,
contrairement a la plasmaphérese, aucun liquidesudsstitution du plasma n’est requis
puisque l'on détoxifie le propre sang ou plasmapdtient. On limite ainsi les risques
d’infections ou d’allergies.

1.4.2 Les systemes artificiels évolués

Des systemes évolués ont été développés en contbieanprincipes de filtration et
d’adsorption. De nouvelles techniques ont été imégs autour des concepts d’hémodialyse
et de plasmaphérése. Ainsi, la dialyse a I'albunfure solution concentrée en albumine est
utilisée comme dialysat) comprend un filtre dontilambrane permet le passage des toxines
liees a 'albumine du sang vers le dialysat. Ldydiat peut étre régénéré ou non par filtration
ou adsorption. Un travail particulier a été fait $8s membranes des filtres pour trouver les
bons seuils de coupure et clairance vis-a-vis dekecunles a éliminer. La figure 18 donne
une vue d’ensemble des dispositifs artificielspkss élaborés.
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Figure 18: Différents dispositifs artificiels de sppléance hépatiqug21

Parmi ces dispositifs, les deux références somMARS et le Prometheus. Ces deux systemes
sont commercialisés et utilisés de maniére poniewsl clinique.

1.4.2.1 Le systéme Prometheus

Le systéme Prometheus commercialisé par Fresenadicsl Care est une combinaison de
plasmaperfusion et d’hémodialyse conventionnelfef{gure 19). Cependant, contrairement
a un plasmafiltre classique, le filtre Albuflow eftté d’un seuil de coupure qui permet de
retenir dans le sang les grosses molécules de Limitda et de la coagulation. Le plasma
recircule dans le circuit secondaire, est détoxga des adsorbeurs (résines neutres et
échangeuses d’anions) puis retourne au patienpetfaision directe du plasma du patient par
les adsorbeurs confére a ce systeme une grandmaa@fé d'élimination de 'ammoniac, la
bilirubine ou encore de 'urg@2] [23].
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Patient

Figure 19: Schéma du dispositif Prometheus (Fresems Medical Care)

1.4.2.2 Le systeme MARS

Le systeme MARSommercialisé par Gambro utilise une dialyse dUlahine (cf. figure 20).
Les toxines hydrosolubles et les toxines liéesatblimine du patient se retrouvent dans le
circuit secondaire, composé d’un dialysat d’albuengoncentrée (20% au lieu des 4% du
compartiment sanguin) régénérée en continu. Lemésxiées a I'alboumine sont captées par
des adsorbeurs (charbon actif et résines échangallgms) et I'élimination des toxines
hydrosolubles se fait par une dialyse conventidersi circuit secondaire.

e e

BN

Dialysate Gircuit

MARS® FLLI

diaMARS® [E 250

diaMARSY AC 250
dfiaF LUK

é )i

N _

Blood Circuit

Figure 20: Schéma du dispositif MARS24

L’efficacité de cette technique est liee a la meamler du filtre MARSFlux qui permet le
transfert des toxines liées a I'albumine du patsars I'albumine du circuit de dialysat. La
structure asymétrique de cette membrane permet approchement physique entre
I'albumine du patient et celle du dialysat sansilqu’ait de passage possible de I'albumine
(cf. figure 21).
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Figure 21: Schéma de la membrane du MARS Flui25]

Le systtme MARS s’est montré efficace pour I'éliation des toxines hydrosolubles et des
toxines liées a l'albumine de faible et moyen poit®léculaire [26]. De plus, des
améliorations de I'état général du patient ont étéservées notamment concernant
I'encéphalopathie. C’est aussi le seul systeme argwouveé, lors d’études cliniques, une
amélioration du taux de survie des patief2g]. Le désavantage majeur de cette technique
est l'utilisation d’'une solution concentrée en aitine qui est colteuse.

Les dispositifs artificiels, bien qu’ayant prouvéut efficacité concernant I'épuration des
toxines libres et liées a Il'albumine, n’ont pas amc démontré une réelle efficacité
concernant I'amélioration du taux de survie desepas. Une des principales limites de ces
suppléances artificielles est due au fait que éshriiques d’épuration utilisées (seuils de
coupure des filtres et adsorption) sont tres pdectges. De plus, les mécanismes de
'insuffisance hépatique sévére sont encore mahuaen ce qui rend d’autant plus compliqué
le choix du design de ces circulations extracorpeseartificielles. Enfin, les fonctions de
synthése et de stockage du foie ne sont pas dst@plées. Toutes ces limites ont poussé le
développement de suppléances dites bioartificiedeiscombinent des éléments artificiels
(filtres, adsorbeurs, oxygénateurs, ...) et des éhméiologiques (hépatocytes contenus
dans des bioréacteurs).
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.5 LA SUPPLEANCE HEPATIQUE BIOARTIFICIELLE

L’inclusion d’éléments biologiques dans des cirtiolas extracorporelles est synonyme de
nombreux challenges. Il s’agit de disposer desutsdl les plus performantes possible (dans
leurs activités de détoxification et de synthesegcala nécessité de mettre en place un
environnement adéquat par des dispositifs artifsc{oxygénation, maintien a 37°C,...) (cf.
figure 22).
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Figure 22: Principe général du fonctionnement d'urfoie bioartificiel [28]

[.5.1 Problématiques biologiques

[.5.1.1 Masse cellulaire

Des expériences d’hépatectomies ont montrées fauitl qu’il subsiste au minimum 10% de
la masse du foie pour que celui-ci puisse se r@génBartant de ce constat, ce pourcentage
peut étre défini comme étant la masse minimale elkiles nécessaire pour effectuer une
réelle suppléance capable de produire des effémpeutiques quantifiables, en faisant
I'lhypothése que les cellules cultivées soient atmsttionnelles que celles du corps humain.
Ces 10% correspondent a environ 30 milliards deilesl pour un foie adulte.

Les hépatocytes constituant 60% du nombre de eslihiépatiques cela revient donc a
environ 20 milliards d’hépatocytes. Il est commueé@mmadmis qu’il faudrait au minimum 10

a 20 milliards d’hépatocytes (environ 150g) danse unirculation extracorporelle
bioartificielle pour qu’il puisse y avoir une eféicité démontrabl§9].

1.5.1.2 Choix du type cellulaire

Le choix du type cellulaire est primordial. Il faah effet pouvoir disposer de cellules en
grand nombre, avec un phénotype au plus procheldedes cellules d’'un foie humain sain.
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[.5.1.2.1 Cellules primaires

Les cellules humaines primaires (extraites direet@na’un foie humain) sont des cellules de
premier choix puisque celles-ci devraient pouveays des conditions de culture adéquates,
étre dotées d’'un phénotype identique a celles dai@ dans I'organisme. Cependant, ces
cellules sont difficiles a obtenir puisqu’un foie donneur va avant tout étre utilisé pour une
transplantation. De ce fait, les cellules qui peu&re récupérées sont des cellules issues de
résections (ablations de parties malades du faiefl® foies non transplantables car trop
endommageés. Il existe donc une grande variabilit@igeau de la viabilité et du phénotype
des cellules selon les donneurs et les conditiensrélevement.

De plus, lorsque ces cellules sont cultivées drodedu corps, elles perdent leur propriété
de régénération et se dédifférencient rapidenj@dl A I'heure actuelle, I'origine de ces
altérations physiologiques n’est pas encore corapiéht comprise. Pour avoir un nombre
suffisant de cellules primaires humaines, il fautdrpouvoir organiser au mieux la
récupération des foies non transplantables ou idsugesections et trouver des moyens de
conservation fiables (cryopréservation par exemplelr constituer des lots de cellules
préparés a I'avance et utilisables rapidement.rEnfin autre inconvénient est que la rareté de
ces cellules les rend colteuses.

Une autre solution envisagée est d’utiliser detued primaires animales, notamment celles
du porc. Ces cellules peuvent étre disponibles idiaiément et en grand nombre. Une
importante majorité des foies bioartificiels teséésclinique ont utilisé des cellules primaires
de porcs. Cependant des problémes immunologiquggamnt de faire des traitements
successifs sur plusieurs joUyBl]. Il existe aussi un risque de zoonose (maladigstrassible
des animaux a ’lhomme).

1.5.1.2.2 Cellules de lignée

Des cellules humaines de lignée (population homegdm cellules stables aprés plusieurs
mitoses) sont aussi utilisées dans certains foiesrtificiels du fait de leur résistance et de
leur capacité a proliférer. A cause d’'un certaimboe de mutations, ces cellules n’ont pas
de limites concernant le nombre de divisions celhels et sont donc considérées comme
immortelles. Les lignées d’hépatocytes sont trdséesin vitro comme modéle pour étudier
les fonctions du foie et certains mécanismes dexdéation. Cependant, ces cellules ne
sont pas du tout aptes au métabolisme des drogliesi dait qu’il leur manque certaines
enzymes. De plus, chez les cellules de lignées,égekitions phénotypiques peuvent étre
observées au fur et a mesure des divisions ceksd0].
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Parmi les lignées d’hépatocytes les plus utilisées trouve des cellules issues de

carcinomes hépatocellulaires (HepG2). Or, il exigterisque que ces cellules s’échappent et
atteignent le patient. Des doutes subsistent gadatpossibilité pour ces cellules de produire
des substances cancérigénes qu’elles puissenfgueladans la circulation générale du

patient. Bien qu’il reste encore a fournir des pe=ude la non dangerosité de ces cellules
pour leur autorisation généralisée en clinigueesltestent un choix intéressant pour des
étapes de mise au point avant les premieres étlzsl’nomme.

1.5.1.2.3 Cellules souches

Une derniére alternative consisterait a utilises dellules souches. Les cellules souches sont
capables de produire n'importe quel type cellulgpuripotence) et possédent une bonne
capacité de prolifération. De nombreux travaux semtcours pour une différenciation en
cellules hépatiqueB32] [33]. Des aspects éthiques peuvent freiner I'utilisati@s cellules
souches embryonnaires. Des cellules souches diffexleles en hépatocytes sont cependant
présentes chez I'adulte mais en petit quantité (lmaesseuse et foie). Une des avancées
majeures en biologie ces dernieres années a @éclauverte de la possibilité de créer des
cellules pluripotentes induites (iPS) a partir @édudes humaines adultd84]. Le challenge

de ces travaux est de pouvoir arriver a réelleni@ah controler la différenciation et la
propagation de ces cellules pluripotentes (souoheaduites)35].

1.5.1.3 Choix du type de culture

Les hépatocytes (primaires, de lignées ou issusetlales souches) sont des cellules dites
adhérentes. En suspension, elles perdent viteféeationnalité. Elles ont donc besoin d'un
ancrage qui peut se faire par divers moyens.

Les cellules peuvent étre ancrées sur une couchenak@riau biocompatible ou étre
completement entourées par celui-ci (comme c’estakelors d’une encapsulation de cellules
dans des microbilles de gel). Dans l'organisme, defules sont entourées de matrice
extracellulaire (protéines et protéoglycanes). €eathatrice joue un rdle important dans les
activités cellulaires. Certains matériaux d’ancrpgevent étre enrobés de composants de la
matrice extracellulaire pour améliorer leur biocatibpilité (en utilisant du collagene par
exemple).

Les cellules hépatiques ont aussi besoin d’intevastfortes entre elles. La culture en couche
(2 dimensions) ne permet pas de retrouver toutesinteractions que doivent avoir les
cellules entre elles et on observe dans ce typeuttare une perte des propriétés du tissu
hépatique. Des cultures en trois dimensions sedmmt développées.
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La culture en sphéroides s’est imposée comme unghoae simple et efficace pour
améliorer les interactions cellules-cellules (afufe 23).

(1) Cell aggregation (3) Spheroid compaction

(2) Delay period —
accumulation of E-cadherin

Figure 23: Etapes de la formation d’un sphéroid¢36

La culture en sphéroides est plus complexe queulwre en 2 dimensions mais permet
notamment une amélioration de la fonctionnalité dedlules (production d’albumine,

synthése d’urée, activité du cytochrome P450, [36]. La figure suivante récapitule les

conséquences morphologiques et physiologiques déuitere en sphéroides de cellules de
lignée C3A par rapport a une culture classique dmfensions (cf. figure 24).
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Figure 24: Améliorations dues a une culture en sphéides[37
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Les hépatocytes sont aussi normalement en contet k@s autres cellules du foie. Des
développements sont en cours pour associer plgsiggpes cellulaires sous forme de co-

culture[38] [39].

[.5.2 Problématiques liées au circuit extracorporel

1.5.2.1 Choix du design du bioréacteur

La conception du bioréacteur est une des problémesi clés du développement des foies
bioartificiels. Ces bioréacteurs doivent réeponddeanombreux criteres.

lls doivent par exemple pouvoir héberger un nontibés important d’hépatocytes tout en
ayant une taille raisonnable pour une mise a I'Beh@alisable. Il est nécessaire que les
transferts de masse soient les plus optimaux plessipour que les cellules soient
fonctionnelles pour ce qui est de la détoxificatedrdu relargage des molécules synthétisées.
De plus, de l'oxygéne doit pouvoir étre apporté aetules. Il peut donc étre imaginer
gu’'une perfusion directe (cellules directement @mtact avec le sang ou le plasma du
patient) soit une bonne solution. Cependant, ilimgortant d’assurer une protection vis-a-
vis du systeme immunitaire du patient ce qui nétesd'utiliser des membranes semi
perméables retenant les immunoglobulines. Enfifiault que les cellules soient préservées
d’un trop grand stress mécanique da a la perfusion.

I.5.2.1.1 Bioréacteurs a fibres creuses

Le design le plus utilisé dans le domaine de lapkgnce hépatique est le bioréacteur a
fibres creuses. Développés a partir de dialyseurdeoplasmafiltres, les bioréacteurs a fibres
creuses hébergent des cellules soit au sein de®sfilsoit dans le compartiment
extracapillaire. Les fibres creuses constituent omeenbrane semi perméable qui sépare les
cellules du sang ou du plasma du patient. Cette breeme permet des echanges sélectifs
entre les hépatocytes et le milieu extérieur. isexcependant certains dispositifs comme
'AMC (Academic Medical Center) ou I'Oxy-HFB (Oxygated Hollow Fiber Bioreactor)
[40] ou les cellules sont en contact directement agdqlide de perfusion et ou les fibres
creuses permettent le passage du dioxygéene. Lagldps membranes possédent un seuil de
coupure proche des 100kDa pour laisser passebuli@he et éviter le passage des
immunoglobulines.
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Figure 25: Différentes conditions de culture au saides bioréacteurs a fibres creuseggl]

Les fibres creuses offrent une grande surface dimescement ce qui permet le passage
d’échelle (notamment en cultivant les cellules emi®ensions (cf. figure 25). Une des

limites de ce type de conception est le manque dhansfert de masse suffisamment
performant pour qu’il y ait de bons échanges awetrs de la membrane semi perméable
surtout si les cellules sont aussi encapsuléesimbées dans un biomatériau.

I.5.2.1.2 Bioréacteurs plans

Les bioréacteurs plans hébergent des cellulesaqiiancrées sur un biomatériau et cultivées
en 2 dimensions. Pour mimer au mieux la configoraties hépatocytes au sein du foie, il
peut y avoir une superposition de couches de edlulil s’agit alors d’'une culture «
sandwich » (cf. figure 26). La perfusion est dieecil n’y a pas de membrane qui sépare les
hépatocytes du milieu de culture. Les cellules pativtoutefois étre enrobées dans un
biomatériau pour simuler la matrice extracorporell®= type de bioréacteurs possede un
inconvénient majeur qui est celui de la mise aH&e. Il faudrait en effet une surface trés
importante pour pouvoir héberger le nombre de tedlunécessaire a une suppléance
hépatique.
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Figure 26: A gauche : Principe de la culture en bigacteur plat.
A droite : Exemple de bioréacteur utilisant une culure « sandwich »[42

1.5.2.1.3 Bioréacteurs a lit perfusé

Les bioréacteurs a lit fixe, sont des bioréactearrdes cellules sont immobilisées dans un
biomatériau poreux (billes de biopolymere, mousslyyréthane,. [43]) dans lequel circule
le milieu de perfusion (cf. figure 27). Ce biomaaér peut avoir seulement une fonction de
support ou constituer I'équivalent d’'une membrarenis perméable pour contrbler les
echanges entre les cellules et leur environnement.

Le bioréacteur a lit fixe est intéressant du paintvue de sa capacité a contenir un nombre
important de cellules. 1l est cependant limité parfait qu’il peut exister des chemins
préférentiels conduisant a une perfusion non homegtu dispositif. De plus, dans un lit
fixe d'importantes contraintes mécaniques sont@es sur les cellules.

Les bioréacteurs a lit fluidisé sont des bioréartew des cellules encapsulées sont mises en
mouvement grace a la perfusipi] (cf. figure 27). Ce mouvement homogene, aussi léppe
fluidisation, permet, par rapport a un lit fixe,auamélioration des transferts de masse et
limite le stress mécaniqud5]. La fluidisation nécessite toutefois un volume tm@olume

gui ne contient pas de cellules) assez importaatpIDs, les transferts de masse sont tout de
méme limités par le fait que le biomatériau utiliséur 'encapsulation agit comme une
membrane semi perméable et limite donc les échamgasle milieu.
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Figure 27: De gauche a droite : Bioréacteur a litike et bioréacteur a fluidisé utilisant I'encapsuléion de
cellules au sein de microbilles d'alginat§46]

1.5.2.1.4 Autres designs

Il est difficile de répertorier et de catégoriseus les différents bioréacteurs. D’autres
designs existent ne rentrant dans aucune des caggoentionnées précédemmedértains
bioréacteurs peuvent notamment, en plus de la pierfuinclure des mouvements de rotation
pour assurer de bons transferts de masse au selisphsitif[47]. D’autres encore se passent
de réels bioréacteurs en se servant d’'un circaorsgaire de la circulation extracorporelle
pour faire circuler des cellules encapsulges.

1.5.2.2 Choix du design de la circulation extracorporelle

Le choix du design de la circulation extracorpaedist aussi une étape importante pour
garantir l'efficacité du dispositif de suppléancedrtificielle. Premiérement, il s’agit de
définir le type de perfusion. Les perfusions diesctle sang total méenent en général a des
probléemes de coagulation, voire immunologiqueslIsi’y a pas de barriere entre les
lymphocytes et les cellules hépatiques non aut@sgla quasi-totalité des bioréacteurs sont
maintenant perfusés avec du plasma. Les circulaitextracorporelles contiennent donc des
dispositifs de filtration (plasmafiltre classiquei diltre un peu plus sélectif retenant les
immunoglobulines). Sans les globules rouges du ,sBogygénation des cellules se fait
moins bien. Idéalement la circulation doit doncarporer un systéme d’oxygénation. Les
cellules doivent aussi étre maintenues a 37°C patispositif de chauffage. Il peut aussi étre
intéressant de détoxifier en amont le plasma parsystemes artificiels (plasmaperfusion,
hémodialyse,...) et ainsi éviter le contact des ¢etlavec un plasma tres toxique.
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De plus, une perfusion de nutriments (glucose notant) peut étre utile a mettre en place
dans le circuit extracorporel.

Comme pour tout dispositif médical, les élémentscdeuit doivent étre biocompatibles,
voire hémocompatibles, et stérilisables. Il convigue le dispositif dans son ensemble soit
assez simple d’utilisation et dispose d’un systélm@ilotage et de détecteurs permettant une
gestion d’alarmes pour assurer la sécurité desmisti Enfin, une procédure de transport
adéquate doit aussi étre élaborée pour permetereefiitacité optimale du systéme au lit du

patient.
La figure 28 donne des exemples de circulationgaertporelles ayant été testées en

clinique. On note des similitudes chez tous lesuis présentés : un maintien a 37°C et une
oxygénation (qui peut se faire en amont du bioeacou au coeur de celui-ci).
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Figure 28: Exemples de circulations extracorporellg ayant été testées en cliniqug9
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Les dispositifs integrent quasiment tous dans téwuit un réservoir de plasma pour obtenir
une compliance et limiter ainsi la pression duel@hit important dans la circulation. Dans le
circuit de I'Hepatassist, un composant de détoatfan purement artificiel est présent
(hémoperfusion au charbon actif). L’AMC utilise gqu& lui une dialyse a l'albumine. La
recirculation du plasma est une option choisie fp@&aucoup de systemes (ELAD
(Extracorporeal Liver Assist Device), AMC). Un auit 'ELAD, a choisi d’ajouter une

infusion de glucose pour pallier aux besoins éneygés des cellules. Enfin, certains circuits
incorporent des filtres pour éviter le relargagecdbBules ou de particules jusqu’au patient.

[.5.3 Etude sélective de quelques systemes bioartificiels

Un grand nombre de foies bioartificiels ont été eléppés depuis environ 30 ans. La
majorité de ceux qui ont pu étre testés en clinigiegrent des bioréacteurs a fibres creuses,
utilisent des cellules primaires de porcs, sonfysgs par du plasma, ont au minimum 10
milliards de cellules et incluent une oxygénatiomeelquefois une détoxification artificielle.
Les résultats des études clinigues sont mitigéenBgu'il ait dans certain cas une
détoxification efficace (élimination importante tke bilirubine et de 'ammoniac) ainsi que
des améliorations neurologiques aient été obsernidesseul dispositif, 'Hepatassist, a pu
prouver une augmentation de la survie des patants des sous-groupes. C’est aussi le seul
systeme a avoir pu étre expérimenté sur un grantbr® de patients.

L'objectif de cette section est de présenter plusiétails quelques systémes bioartificiels.
Certains ont en effet attiré notre attention ersaaide leur état d’avancement (systemes
ayant déja été testés en préclinique ou en clinigtide leurs similarités avec notre dispositif
(systémes utilisant I'encapsulation de cellulessddes billes de biopolymére ou des cellules
sous forme de sphéroides).

1.5.3.1 Systemes bioartificiels testés en clinique

Parmi les systémes ayant été testés en cliniqug dgstemes vont étre étudiés plus en
détail : le systéme ELAD et le systéme Hepatassiste sont ceux pour lesquels nous avons
a le plus recul.

1.5.3.1.1 ELAD (Extracorporeal Liver Assist Device)

Le systeme ELAD (développé par la compagnie VitaérBpies) a été le premier dispositif a
incorporer des cellules humaines de lignées. L#sles C3A (4x50-100g) sont ensemencées
dans I'espace extracapillaire d’'un hémodialyseur.
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Le dispositif a été d’abord utilisé sur du sangakqiuis la perfusion par du plasma s’est
imposée pour éviter des problémes de coagulatioanticoagulation est réalisée a
I’héparine. Au niveau du circuit extracorporel, touve un plasmafiltre et un réservoir de
plasma de 200mL. Une recirculation permet de perfugiatre bioréacteurs a I'aide d’'une
pompe centrifuge. Un oxygénateur, dans la boucleors#aire, permet d'alimenter les
cellules en oxygéne. Les bioréacteurs, le résembifoxygénateur sont maintenus a 37°C
par un dispositif de chauffage (le sang est lusauschauffé au niveau du retour au patient).
Une pompe annexe vient infuser du glucose pourmémo aux besoins énergétiques des
cellules. Enfin, un filtre empéche le retour évetde cellules dans la circulation du patient
(cf. figure 29). Le circuit est doté de détecteatsd’'un systeme de contrble permettant la
génération d’alarmes (détection d’air dans le samgsure des pressions du circuit, analyse
des gaz du sang, débitmetre...) (cf. figure 30).
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Figure 29: De gauche a droite : Bioréacteur et Scihéa de la circulation extracorporelle de 'ELAD (Vital
Therapies)

Figure 30: Machine ELAD (Vital Therapies)
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Une publication datant de 2002 relate les capacitégboliques du bioréacteur ELAD lors
d’essais préopeératoires. Les 4 bioréacteurs (canteh00g de C3A chacun) ont été utilisés
in vitro pendant 15 jours avec le circuit complet (oxygémat complémentation en
glucose...) avec du milieu de culture. La productialbumine (~10mg/heure/ELAD), de
transferrine, d’alpha foetoprotéine et de monogailyginexylidide a été suivie, ainsi que la
consommation de glucose (~625mg/heure/ELAD) etalaajosg50].

Concernant les essais cliniques, le dispositifaestiellement en phase Ill (avant derniére
étape avant la mise sur le marché). La phase Jaaméntré la tolérance et I'absence d’effets
indésirables, la phase Il une certaine efficacilédspositif et la phase Il vise a faire une
étude comparative de I'efficacité du systeme pppoat a celle d’un traitement standard.

En phase I, 11 patients (10 atteints d’hépatitenfiuénte) ont été traités avec ELAD. La
durée maximale du traitement a été de 58 h. DeBlgmees de coagulation sont survenus. 4
patients ont survécu jusqu’a la transplantationsoft décédés et 1 n’a pas eu besoin de
transplantation. Un cas d’hypotension a été rapatensolutionné par administration de
fluides de substitutiofb1].

En phase Il, 24 patients, divisés en deux grouggsupe | (n=17) : patients avec une

hépatite et supposés avoir de grandes chancedatdiseéement spontané, groupe Il (n=7) :
patients destinés a étre transplantés, ont étéomisés pour suivre soit un traitement
standard (contréle) soit un traitement avec ELALRS taux de suivi ont été dans le groupe |
de 78 et 75% et dans le groupe Il de 25 et 33% poeontrole et ELAD respectivement.

Des bénéfices lies a 'ELAD semblent étre visibfgsur I'encéphalopathie mais aucune
amélioration n’est observée en ce qui concernenatfon rénale. Une augmentation des taux
d’ammoniac (8%) et de bilirubine (20%) est obsery#s rapport aux valeurs avant

traitement52].

Plus récemment, une étude a été faite sur 5 pata@c une version légerement modifiée de
ELAD. Le seuil de coupure du plasmafiltre est pads&0 a 120 kDa. 4 cartouches de 100g
de cellules au lieu de 50g ont été utilisées. Lbitdde perfusion des cartouches a été
augmenté de 200 a 500 mL/min. L'oxygene et le gheceont monitorés fréquemment pour
suivre I'activité cellulaire. Sur les 5 patientsys candidats a une transplantation), traités de
12 a 107h, 4 ont survécu jusqu’a la greffe. Ungudtiest décédé 2 jours avant sa greffe a
cause d’'une infection et d’'une détérioration de s@tut neurologique. Pour des patients de
moins de 40 kg seules 2 cartouches sont utilisdasdispositif peut étre utilisé en continu
pendant 40 heurg§0].
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1.5.3.1.2 Hepatassist

Le systeme Hepatassist, initialement développéaaociété Circe Biomedical, contient des

cellules cryopréservées de porcs (50g) ensemerséedes microsupports dans la partie
extracapillaire d’'un bioréacteur a fibres creudes.circuit du Hepatassist comprend une

recirculation de plasma qui perfuse une colonnehldgbon actif, un oxygénateur/réchauffeur

et le bioréacteur. Du plasma est stocké dans warvés. Le circuit est fait pour étre associé

a des dispositifs déja commercialisés en ce quieore la plasmaphérese et le chauffage (cf.
figure 31).

En phase |, 10 patients ont été traités. 8 patient®té transplantés avec succes et deux sont
décédés sans transplantation. 6 patients dans omra @yofond avec cedéme cérébral et
hypertension intracranienne ont vu leur pressidaracranienne rapidement normalisée. Le
taux d’ammoniac sanguin a diminué de 36% en moyehmeetaux de bilirubine a diminué de
11% en moyenngs3].

Dans une autre étude de phase Il, 39 patientsédivés 3 groupes : groupe | (n=26) patients
candidats a une transplantation, groupe Il (n=3)epé&s greffés qui ont subi un rejet et
groupe lll (n=10) patients non candidats a la tpéenstation.

Dans le groupe I, 69% ont été transplantés aveces@3 % se sont remis sans greffe grace
au traitement du foie bioartificiel et 8 % ont &dpprimés de la liste d’attente de greffe du
fait de leur rétablissement grace au traitementsnsaint finalement décédés par la suite.
Dans le groupe Il tous les patients ont survécuyyigs la transplantation et se sont
correctement rétablis. Dans le groupe Ill, 80% pdatents sont décédés aprés traitement.
Cependant, le traitement a I'Hepatassist a été ca#ssa une amelioration du statut
neurologique et dans tous les groupes a une arattar des parametres biochimiques
(diminution d’environ 18% du taux de bilirubine @ammoniac dans le groupe [). Le foie
bioartificiel est bien toléré (pas de problemes lgl'origine porcine des cellules). Seul un

cas d’hypotension a été relejl].

Hepatassist a été testé avec la plus grande étlicigue jamais réalisée sur un foie

bioartificiel (171 patients) lors d’'un essai de padl/lll. Cette derniere étude a été réalisée
avec une avec randomisation (un bras avec le mnait¢ de I'Hepatassist et un contréle avec
un traitement standard). Chaque traitement a dwé/B. La survie a 30 jours a été de 71%
pour I'Hepatassist contre 68% pour le conti@®g]. Cette derniére étude n’a pas réellement
montré I'efficacité du dispositif. Hepatassist & é&acheté par la société Alliqua et il est
maintenant connu sous le nom d'HepaMate. Des dppelments sont en cours pour

améliorer le dispositif et des financements sotroaver pour lancer une nouvelle étude de
phase Ill. Cependant, aucune information récenséeété fournie par I'entreprise quant a la

poursuite du projet.
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Figure 31: De gauche a droite : Schéma de la ciraition extracorporelle et machine de I'Hepatassist
(Circe Biomedical)

1.5.3.2 Systemes bioartificels testés chez I'animal

Des dispositifs bioartificiels utilisant I'encapatibn ou la fluidisation ont déja été testés
chez I'animal. Trois foies bioartificiels sont peddés ici, le Life Liver développé par une
équipe coréenne, le Fluidized Bed Bioartificial ¢€iv(FBBL) développé par une équipe
anglaise, en collaboration avec notre équipe eBpberoids Reservoir Bioartificial Liver
(SRBL) qui utilise une perfusion directe d’'une seispion de sphéroides.

1.5.3.2.1 Life Liver

Le systeme Life Liver utilise des cellules porciresus forme de sphéroides (70 microns)
encapsulées dans des billes d’alginate de 800 mscron test préclinique a montré une
réduction du taux d’ammoniac et une augmentatiotadeirvie des animaux traitfss].

Une étude clinique de phase | est en cours aveanawhine développée spécialement pour
le dispositif (cf. figure 32). Un premier patienége traité en 2014.

Figure 32: De gauche a droite : Bioréacteur, pringe de fonctionnement et machine du foie bioartifiel
(Life Liver)
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1.5.3.2.2 FBBL (Fluidized Bed Bioatrtificial Liver)

Initialement créé a I'Université de Technologie @®mpiegne[57], le Fluidized Bed
Bioreactor a ensuite été intégré dans une ciranaéxtracorporelle grace aux travaux de
Selden et al.

Depuis 1999, 'UMR CNRS7338 (équipe C. Legallaigvaille a la conception et a la
validation d’'un bioréacteur a lit fluidisé. Il aéétéveloppé au cours de doctorats successifs
[58] [59] [60] et a déja été testé a petite échelle avec desleslhumaines de la lignée
HepG2-C3A notamment dans le but de caractériserdesfert de masse, les propriétés
mécaniques des billes d’alginate et les activiEtutaires sur des durées assez couides.
travaux a grande échelle ont également été reéaligéar explorer les aspects
hydrodynamiques du lit fluidisé en vue d’une cortoap optimale du bioréacteur (cf. figure
33). Dés 1999, un premier essai préclinique effectuez un modele de porcs en insuffisance
hépatique avec des cellules primaires porcines e’éguipe INSERM Rennes et en
collaboration avec I'Université de Technologie dentpiégne avait montré une réduction de
la pression intracranienne et de I'ammoniérf6é]. Cependant, le bioréacteur a échelle
humaine congu pour ces expérimentations n’étaitaplapté a une circulation extracorporelle
du fait de sa taille et de son volume mort. De pladluidisation dans du plasma a générer
des problemes de comportement des billes d’algiffeteaison).

Bioreactor

Hepatocyte en
alginate beads

<«

Red Blood Cells
NT

I ATIE

Flgure 33: De gauche a dr0|te Bioréacteur a petit échelle, & grande échelle et
schéma du fonctionnement du foie bioartificiel a tifluidisé concu a 'uTC

Sur le plan de I'encapsulation, des travaux récentsvisé a optimiser le choix de l'alginate
(type et concentration)62] et ont étudié I'apport potentiel de différents réénts
biochimiques lors de la phase d’encapsulation awidbilité et les fonctionnalités cellulaires
[63]. Ces derniers ont permis de retenir, pour lesutsdl C3A, l'usage d’'un alginate de
faible viscosité a une concentration de I'ordre286, sans ajout d’autres éléments, comme
meilleur compromis entre activités biologiquesrahsferts de masse.
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D’autre part, une étude a été faite par I'équipeSetlden et al. avec du plasma humain de
patients en insuffisance hépatique et de patiaits4]. Des cellules de la lignée HepG2
sont utilisées sous forme d’agrégats obtenus parprolifération des cellules au sein des
billes d’alginate. Les cellules sont ensemencéds5al® de cellules par ml d’alginate et
avec 20mg/ml de microparticules de verre (pour @woues billes). Avant l'utilisation des
cellules en lit fluidisé, une phase de prolifératide 8 jours a été assurée en culture
dynamique. Un volume de 70 ml de billes contenaBtl® de cellules a été fluidisé dans
300ml de plasma humain pendant 8h a 48ml/min. laréaicteur utilisé faisait 12 cm de
hauteur et 5 cm de diamétre (certaines expérienoesté faites a I'échelle 1/4%). La
viabilité des cellules est bonne méme lors d’'unduséon de plasma pathologique et il a été
observé, une augmentation de la bilirubine conjegeé une baisse de la bilirubine non
conjuguée due a la présence des cellules. Daresmétine étude, une comparaison a été faite
entre la lignée HepG2 transfectée ou non pour éeeg des enzymes arginase | et ornithine
carbamoyltransférase. Le taux d’albumine produtt éans les deux cas, d’environ 100
ng/million de cellules/h. La production d’'urée argprad’ammoniac est d’environ 0,2
ng/million de cellules/h pour les cellules HepG®ral que la lignée transfectée en produit
prées de dix fois plus.

Une étude, datant de 2013, s’intéresse aux carstigéies des cellules cultivées en lit
fluidisé avec du milieu de culture lors d’'une phake prolifération[65]. Les hépatocytes
HepG2 sont ensemencés & une densité de 1,5-1°elellules par ml d’alginate Sigma a
2% avec des microparticules de verre de 10 a 50oméca 17,5 mg/ml. La prolifération
permet d’obtenir 1100ml de billes avec 40 & 5bddcellules aprés 11 & 13 jours. Le milieu
est changé tous les deux jours et une perfusiariud®se a 24mM est mise en place. 10% de
plasma humain est ajouté au milieu a la place dunsée veau foetal. Une supplémentation
de 5 acides aminés est réalisée (phénylalaningégiogs leucine, isoleucine et méthionine).
De I'oxygene est apporté directement dans le baieda pour assurer un taux entre 15 et
35% de saturation. Un protocole de conservatioa perfluorodécaline (molécule qui peut
dissoudre une grande quantité d’oxygene) et auioxydants a été mis au point pour un
stockage a température ambiante pendant 48h quitieati la viabilité initiale des cellules.
Les résultats montrent que les cellules exprimenpanel d’enzymes de détoxification. Leur
consommation de glucose est aux alentours deu@hillion de cellules/heure et celle
d’oxygene aux alentours de 0,038 nmol/secondefniltle cellules.

Le circuit extracorporel de ce foie bioartificiedpose sur une plasmaphérese monitorée par
la machine commerciale COBE-Spectra (cf. figure. 34) sang est extrait du patient a un
débit de 90 ml/min. Le plasma sort ensuite de lahiree a un débit d’environ 45ml/min. Le
circuit secondaire comprenant le bioréacteur etaservoir de plasma permet une perfusion
a 400-600ml/min.
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Un filtre est placé en amont du retour du plasmasdé circulation générale. Une
oxygénation est présente dans le bioréacteur gragee conduite poreuse (débit d’oxygéne
d’1L/min). Les cellules utilisées (4-6.19 sont encapsulées dans des billes de 500 & 600
microns.

Un processus de conservation, pour le transportbitegacteurs en chaine de froid a été
développé avec un maintien de la viabilité des todpdes pendant 3 jours. Des essais ont été
réalisés sur des porcs (20 a 30kg) en insuffisdréatique sévére (shunt porto-cave et
ligature de l'artére hépatique). La durée du tragat a été de 8h. L’étude démontre
I'efficacité du systéme pour I'amélioration des graetres cliniques tels que la pression
intracranienne, les fonctions de coagulation, |lajegaison de la bilirubine, I'acidose et la
synthése de protéines humairées].
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Figure 34: De gauche a droite : Culture de HepG2 dws les billes d’'alginate, schéma
de la circulation extracorporelle du FBBL et machire COBE Spectra (TerumoBCT)

[66]
1.5.3.2.3 SRBL (Spheroids Reservoir Bioartificial Liver)

Ce foie bioartificiel, développé par la Mayo Ctrh Rochester (USA), utilise des cellules
porcines sous forme de sphéroides (environ 500zetigles). Ces sphéroides sont obtenus et
cultivés grace a un bioréacteur de 2L a oscill&i(2b millions de cellules par ml) (cf. figure
35).

La circulation extracorporelle de ce dispositifline un filtre a fibres creuses (pour assurer le
réle de barriere immunologique) ainsi qu'une doultggénation (au niveau de I'atmosphere
et d’'une membrane perméable du réservoir).
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En 2005, des essais ont été faits pendant une derégours a petite échelle dans des boites
de culture T75 contenant 20ml de milieu (Williams&pplémenté en sérum de veau feetal,
antibiotiques, insuline, sélénium, transferrinalieizépam). Trois densités cellulaires ont été
testées: 1, 5 et 10 millions de cellules par ndllides fraiches ou cryopréservées). La
production d’albumine des sphéroides de cellulaklres est d’environ 20 ng/heure/million
de cellules alors que les sphéroides de cellulgspcéservées produisent environ 0,3
ng/heure/million de cellules. Une simulation d’'omlieu toxique a été faite par I'ajout de
diazépam (médicament de la famille des benzodiae&piet d’ammoniac (un gaz enrichi en
ammoniac marqué a été mis en contact avec le milieuculture). Le diazépam est
rapidement éliminé (8h) et ses métabolites appseatsdans le milieu (la détoxification est
meilleure avec une densité élevée de cellulesmbianiac est éliminé de facon plus rapide
par les sphéroides que lors d’une culture en 2 wko@s. La production d'urée a partir
d’ammoniac (40% de la production d'urée) est, auutba’'un jour, d’environ 2
png/heure/million de cellules pour les sphéroiday.
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Figure 35: De gauche a droite : Bioréacteur et scinéa de la circulation extracorporelle du SRBL (Mayo

Clinic) [67]

Le dispositif SRBL a évolué et un nouveau design bileréacteur a été proposé. La
circulation extracorporelle s’est aussi complexfigpour intégrer des composantes
artificielles (dialyse, cartouches d’adsorption.c). figure 36). Ce nouveau foie bioartificiel

a été testé en 2015 au cours d’'une évaluationiprgee sur un modeéle porcin d’insuffisance
hépatique médicamenteuse. L’étude a montré desiaeddns de la suivie sur les 18

animaux testés deux jours aprés I'apparition degg§mes de I'insuffisance hépatique (83%
avec traitement avec un systeme avec cellule€6 &vec un traitement avec un systeme
sans cellules et 0% avec un traitement standar. $2es améliorations de 'ammoniémie et
neurologiques ont aussi été observées. Les spldroht maintenus un taux de

consommation d’oxygéene stable synonyme d’une détimaintenue au cours du traitement

[68].
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En paralléle, I'équipe travaille aussi sur I'exp@amsd’hépatocytes humains dans un modele
porcin
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Figure 36: De gauche a droite : Bioréacteur, schémde la circulation extracorporelle et machine du
SRBL (Mayo Clinic)

1.5.3.3 Systemes testés in vitro

D’autres foies bioatrtificiels basés sur I'encapsioin de cellules ou sur la culture de
sphéroides sont en cours de développement. Panrtr@s bioréacteurs vont étre présentés
par la suite : le Choanoid Fluidized Bed BioreadtGFBB), un foie bioartificiel avec un
design de lit fixe et le Hybrid-MDS (Microspheregeal Detoxification System).

1.5.3.3.1 Le CFFB (Choanoid Fluidized bed Bioreactor)

Ce bioréacteur est constitué de cellules immodaBs(HepLi4) et encapsulées dans des
billes d’alginate (1,8%) et de Chitosan d’un diareéde 500 & 600 microns (2°16ellules
par ml).

Une culture de 2 semaines dans un spinner (cultymamique par agitation rotative) permet
d’atteindre la productivité optimale des cellules.bioréacteur contient 400ml de billes avec
5. 10 cellules dans un volume de 500ml (cf. figure 3@s essais ont été fait avec du milieu
de culture (DMEM) et avec du plasma de patientsnsnffisance hépatique dilué dans du
liguide physiologique. Le taux d’albumine produrt 8uidisation dans du milieu de culture

est aux alentours deug/heure/million de cellules.

Une toxicité du plasma pathologique est observéeupa baisse de la viabilité des cellules
apres 6h de perfusion et par une étude histolodiéRie
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Figure 37: Schéma du fonctionnement du foie bioarticiel CFBB [70]

1.5.3.3.2 Bioréacteur a lit fixe

Dans une étude de 2012, un design de foie bioadifia lit fixe a été testé avec une
encapsulation de cellules isolées de rat a uneitdeds 12 millions de cellules par ml
d’alginate (cf. figure 38). Le bioréacteur, d’'unlwvme de 16 ml, est perfusé avec un débit de
16 ml par minute. Lors des essais réalisés suria@drcteur, un circuit de chauffage et un
apport d’oxygéne étaient présents (Un flux d’ 1ldndioxygéene a 95% dans le réservoir de
milieu crée une atmosphére enrichie a 30 % d’oxgy)eba consommation d’'oxygéne a été
mesurée et se situe aux alentours dendmdl/million de cellules/s. Le cytosquelette des
cellules a été observé par microscopie confocaés. ¢ellules retrouvent une polarité, des
jonctions cellulaires et des canalicules biliaisesbout de 6h de perfusion. Aucune analyse
meétabolique n’est relatg@l].
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Figure 38: Schéma du fonctionnement d’un foie biodificiel en lit tassé[71]
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1.5.3.3.3 Le Hybrid-MDS

Le dispositif Hybrid-MDS comporte un circuit sangus circuit plasmatique (cf. figure 39).
Le sang est prélevé au patient a l'aide d’'une polpeet le plasma est séparé grace a un
plasmafiltre (C). Le plasma recircule a 600mL/miand un circuit secondaire (Filtrate
circuit) dans lequel circulent des microbilles dialate (F) et des microbilles adsorbantes (1-
10 microns) (G). Pour éviter la dégradation dekesjlla recirculation est assurée par a une
pompe centrifuge (B). Le plasma est oxygéné graae dispositif a fibres creuses. Le sang
passe par un filtre (D) de dialyse pour éviter gli@ventuels débris ne passent dans la
circulation sanguine du patient.

Le systéme utilise des cellules issues de lignéAfCLes billes ont une grande stabilité
mécanique et résistent a un flux de 600ml/min dbesesont fabriquées avec un mélange
d’alginate de viscosité faible (0,8%), de 10 mMaide 3-(N-morpholino) propanesulfonique
et de 0,85% de Na CIl. Un coating est fait ave@epDADMAC puis du pSS. Le seuil de
coupure est entre 66 et 130 kDa ce qui permet $sgge de I'albumine. L’encapsulation se
passe entre 4 et 10°C a une densité de 1 milliocetiales par ml d’alginate. Les billes ont
un diametre trés petit (80 microns) ce qui pernmeehthximiser les échanges et de minimiser
le volume mort. Pour 100mL de volume de billes,aotout de méme un volume de 330mL
de circuit secondaire. Le systéme contient envit6hcellules. Les cellules sont cultivées
dans du MEM (10% SVF, glutamine, P/S, NEAA, pyrevat bicarbonate). Les billes sont
ensuite cultivées dans du milieu sans sérum perglgoirs en statique. Pour des essais de
culture en dynamique, 12ml de billes sont utilipésir un volume total du circuit de 120 ml
pendant 24h. La production d’'urée est de 14 pgéimiliion de cellules. La consommation
de glucose est de 50 pg/heure/million de cell{if@s.

A

Filtrate
circuit

Blood
circuit

Patient

Figure 39: Schéma de la circulation extracorporellelu Hybrid-MDS [72]
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1.5.3.4 Synthése

Le tableau suivant récapitule quelques donnéesrimpies concernant les foies bioartificiels
présentés dans cette section (cf. tableau3).

Tableau 3: Tableau récapitulatif des différents foés bioartificiels étudiés

Oxygénation et

Type de Type cellulaire et Détoxification = consommation Production
bioréacteur nombre de cellules Artificielle en oxygene des  Albumine
Nom cellules
Fibres C3A .
ELAD creuses 200-400g - Oxygénateur 10mg/ELAD/h
. Fibres Cellules porcines . .
Hepatassist creuses 5.7 10 Charbon actif Oxygénateur -
Life Liver  Lit fluidise ~ SPneroides poreins : :
encapsulés
. Conduite 100ng/M/h
. s HepGZOencapsuIes poreuse (soit 4-6mg/h
FBBL Litfluidise 4-6.10 i 0,038nmol/M/se pour le systéme
40-50M/ml : pour fe sy
c entier)
e HepLi4
CFFB Lit fluidisé 510 - - 4ug/M/h
Cellules de rat Oxygénation du
- Lit fixe encapsulées - réservoir -
12M/mi 0,2nmol/M/sec
Hybrid- C3A encapsulées Billes .
MDS i 1M/m adsorbantes O e i
Sphéroides de Charbon actif
SRBL Réservoir cellules porcines Résine Oxygénateur 20ng/M/h
5009 Dialyse

[.5.4 Aspects réglementaires

Au-dela des aspects liés a la fonctionnalité despatitifs, le développement des foies
bioartificiels est aussi conditionné par des aspeéglementaires. Du fait de leur caractere
innovant, ce type de thérapies reposant sur I'ireggéntissulaire n’a été que tres recemment
encadré par la réglementation francaise et euro@anec des contraintes trés fortes.

Un foie bioartificiel est une combinaison d’'un disgif médical (circuit extracorporel) et
d’un médicament (bioingénierie). L'’ensemble du d&ff est donc considéré comme un
MTI (médicament de thérapie innovante) ou encorpep ATMP (Advanced Therapies

Medical Product]73].
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Les « Advanced Therapies » (dans notre cas «tissogineered products ») sont
réglementées par :

» la réglementation No 1394/20Q74] qui fait référence principalement a la directive
2001/83/E(75] (relative a 'usage des médicaments humains)agtéamendée de

* la 2009/120/EQ76] (spécifie le cas particulier des « Advanced Thieap),
» etlaréglementation No 726/20047] (Agence européenne des médicaments).

L’'Union Européenne, au sein de 'lEMA (European Mdaks Agency) a mis en place un
Committee for Advanced Therapy (CAT) qui a pour sioa d’évaluer la sécurité, la qualité
et I'efficacité de chaque nouvel ATMP, avant toaigtorisation de mise sur le marché. A
noter que la directive 2001/83/EC concerne uniquerntes produits qui vont étre mis sur le
marché ou qui sont fabriqués de maniere indusgriell

Certains dispositifs bénéficient d’'un statut parkier (préparation de thérapie cellulaire
PTC), moins contraignant que celui de médicameat, les cellules utilisées sont peu
modifiées et sont préparées sur place. Les cellaledissus sont sous le champ de la
bioingénierie si elles ont subi les manipulationségsées dans l'annexe | de la
réglementation N°1394/2007. Parmi ces manipulatisnat mentionnées la congélation et la
cryopréservation.

Tout le développement des foies bioartificels déite fait selon les bonnes pratiques,
notamment pour la production (conditions GMP). Gelaut que le biomatériau utilisé soit
conforme a la réglementation. L'acide alginiqueliaég pour I'encapsulation des cellules) est
un excipient tres utilisé et il est par conséquestrit dans la pharmacopée européejmad.
Celle-ci prévoit que les impuretés doivent étranalges, les limites admissibles indiquées et
gu’une procédure d’analyse appropriée doit étrdigéa Les standards ASTM F2064 et
F2315-11[79] [80] donnent des conseils de vigilance en ce qui coeckr caractérisation de
l'alginate (impuretés, stabilité, stérilisation l@bcompatibilité). Il est fait référence a I''SO
10993 sur I'évaluation des dispositifs médicé8k].

De méme, tous les produits thérapeutiques anngxeslits entrant en contact avec les
cellules au cours de leur préparation, transforomaticonservation, conditionnement et
transport avant leur utilisation chez le patient)vént étre autorisés. Une liste des produits
permis est publiée sur le site web de 'ANSM (AgemNationale de Sécurité du Médicament
et des produits de san{@p].

En ce qui concerne la composante « dispositif naddicles logiciels permettant le contréle
des circulations extracorporelles et la gestion désrmes sont eux aussi soumis a
réglementation selon les normes NF EN 62304 et NF6E366[83] [84].
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.6 POSITIONNEMENT DU PROJET SUPPLIVER

Les foies bioartificiels développés jusqu’'a présemt montré a la fois des éléments
prometteurs et des limites. Leur analyse permeffidex des voies de recherche et
développement pour les futurs systemes. C’est eepgapose le projet SUPPLIVER, dans
lequel s’inscrit mon doctorat, dans la continuiés dravaux déja entrepris a 'UTC sur le foie

bioartificiel a lit fluidisé.

Ce projet SUPPLIVER est porté par 'UTC avec unsmtium, de partenaires universitaires
et industriels et est financé par le programme @ac3011 de I’Agence Nationale de la
Recherche (cf. figure 40).

Concept SUPPLIVER R

|
i inserm
i
< utc i Inserm .
Compiegne U785 u1040
Bl2baNaUe de PICANdIE gﬁ

!': i l/l' ?

f‘ \ l Bioreactor Y e .". (J‘ ‘k \

| { \ ) Z 2 ] \I |

fﬁuu' o \ 2 |y ] Lu.&
kS

Plasma

PALRY
"GAMBRO o o

Figure 40: Schéma global du projet SUPPLIVER incluat les partenaires du consortium

L’originalité de ce projet provient du choix d’emsaler des cellules humaines primaires
(type cellulaire de référence) dans une structph@sque et poreuse (billes d’alginate) et de
les cryopréserver pour un stockage sur le long é¢er@ette partie du projet est menée par
'ensemble des partenaires qui apportent leurs évemges propres (bioingénierie,
biomatériaux, biologie cellulaire, congélation).travers cette approche, il est envisageable
de disposer d’'un nombre suffisant d’hépatocytes dinmencapsulés, préts a étre utilisés.
Les cellules encapsulées pourront alors étre nesesontact avec le plasma du patient dans
un bioréacteur a lit fluidisé qui permet d’optimides transferts de matiére et les fonctions
du tissu reconstruit.

Ce bioréacteur sera inclus dans une circulatiomaertporelle complete pilotée par un
dispositif médical dont la base (systéme PrismafieGambro) est déja largement diffusée
dans les services de réanimation.
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Une étude sur I'animal a été prévue pour validezdecept. Une partie annexe du projet vise
a implanter les hépatocytes encapsulés directenodr@z I'animal. L'ensemble des
développements doit étre surveillé d’'un point de vaglementaire pour s’assurer que les
bonnes pratiques soient respectées. En effet, asgalombées du projet est de préparer de
futurs essais cliniques. Pour le mener a bien,regm@amme a été découpé en différentes
taches qui sont trés souvent interdépendantes 4E)g.

WP2 : Cell microencapsulation WP3 : Cryopreservation
> Coord : UTC-CNRS Coord : Biobanque Picardie =8
Optimize material and cell Define the protocol for cell bead
encapsulation processes cryopreservation
WP4 : Extracorporeal circuit (EBAL 1)
Coord : Hospal/Gambro
Integrate the bioreactor in PrismaFlex \WP6 : Implantation (IBAL)
$ Coord : Inserm U1040
Check performances, preclinical
WP5 : Extracorporeal device (EBAL II) trials
Coord : Inserm U785 - CHB
Preclinical trials
WPT7 : Integration process

— Coord : Kaly-Cell €
Qualify protocols from cell collection to bead storage

Figure 41: Schéma récapitulatif du projet SUPPLIVER

Dans mon doctorat CIFRE, réalisé en collaboratioineela société Gambro et 'UTC, je me
suis plus particuliéerement intéressée aux eétapenideencapsulation de cellules (WP2), de
conception et d’intégration du bioréacteur a urcuir extracorporel (WP4) pour mener a
bien de premiers essais précliniques (WP5). Cettgtipn m’a permis d’avoir une vue
globale de I'ensemble du projet et d'interagir alexdifférents partenaires.

Dans le manuscrit, aprés une introduction a la Bgmee hépatique (Chapitre 1) et une
présentation des matériels et méthodes utilisésgidte Il), trois chapitres de résultats sont
présentes.

Le chapitre Ill est consacré a I'optimisation dorgacteur a lit fluidisé en se focalisant sur la
problématique du passage de I'échelle du labomatfiiren maitrisée) a celle du traitement
(échelle humaine). Il faut ainsi prendre en comptenaintien de conditions optimisées de
fluidisation pour des billes d’alginate utiliséesnd du plasma pathologique.

68



CHAPITRE I: LA SUPPLEANCE HEPATIQUE
DE L'ETAT DE L'ART AU POSITIONNEMENTDU PROJETSUPPLIVER

Afin d’améliorer la fonctionnalité des cellules,dl été décidé au sein du consortium de les
cultiver sous forme de sphéroides. Dans mon prgjat,employé la lignée de cellules
hépatiques C3A pour ne pas dépendre de I'étapeide au point sur cellules primaires.
Cette phase de culture et I'encapsulation consézsgtint rapportées dans le chapitre lll.

Le Chapitre IV traite quant a lui de la conceptieinde la validation opérationnelle de la
circulation extracorporelle complete. Il a été chal'intégrer le bioréacteur a lit fluidisé a un
circuit réellement hybride en incorporant de nombreomposants artificiels notamment en
se basant sur le fonctionnement du systeme MARS f{glire 42) et du traitement

d’hémoperfusion (Gambro), afin d’assurer une effitaoptimale des cellules.

Figure 42: Machine Prismaflex et son Add-On MARS (@Gmbro)

Enfin, le chapitre V est consacré a I'analyseitro etin vivo du systeme complet, en réalisant
des essais préliminaires a grande échelle sandaselthez I'animal sainn vivo) et avec des
cellules cultivées dans du milieu de cultuire \(itro). Le choix des essais a été guidé par la
volonté d’obtenir de premiers résultats concerteasécurité et fonctionnalité du dispositif..

Le document se termine par des conclusions suétkgses franchies au bénéfice du projet
SUPPLIVER global, qui sera probablement classifodénme un médicament combiné de

thérapie innovante (MTI), ainsi que sur les pistedravaux a mener en vue de la réalisation
des essais précliniques complémentaires et dessfaisais cliniques.
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CHAPITREII : MATERIEL ET METHODES
DE LA MICROENCAPSULATION AUX ELEMENTS DE LA CIRCULAT  ION EXTRACORPORELLE

.1 LA MICROENCAPSULATION

La microencapsulation est utilisée depuis de noodes années dans l'industrie. Pour la
culture cellulaire, la microencapsulation a pout biimmobiliser et de protéger un ou
plusieurs types cellulaires tout en assurant umsfeat de masse avec le milieu extérieur (cf.
figure 43). De nombreux matériaux ont été utiliegss les hydrogels sont ceux qui sont les
plus étudiés du fait de leur facilité a former aesrobilles. Parmi eux, I'alginate est un des
matériaux souvent préféré car il possede une waadbiocompatibilité.

v,* ™ ~ * Toxins
. \" * 4;( Nutriments
£,/
i 7 O

.

/'/'- «*  Molecules
.
produced

Figure 43: Principe de la détoxification du plasmavia les cellules hépatiques encapsulées dans ddkeb
d’alginate

[1.1.1 L'alginate

L’alginate ou acide alginique est un polysaccharidsu d’algues brunes couramment
employé dans le domaine de la microencapsulati@ngitharmaceutique comme excipient.
L'acide alginique est formé de deux polymeéres :glaluronate et le mannuronate. La
proportion de ces deux polyméres, qui varie s€kspkece d’algue, sa position géographique
ou son age, joue sur les propriétés physico-chigsgie I'alginate (cf. figure 44).

H o H P

0 Q= TH
143’:.'5‘(%"" 4 R 1
H \,.L
M .

H
Figure 44: Structure chimique des monomeéres guluraste (G) et mannuronate (M) de I'alginate [85]
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En vue des contraintes réglementaires (cf. 1.3'dlginate proposé par la société Sigma de
type Macrocystis pyrifera utilisé  précédemment a [I'Université de Technatogie
Compiegne a été remplacé par un alginate de quph@maceutique fourni par FMC
BioPolymer. Le Manucol LKX est un alginate de visité moyenne avec un rapport M/G de
70/30.
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[1.1.2 Fabrication de billes d’alginate sans cellules

Les billes d'alginates sont fabriquées grace art@ppété de gélification de I'alginate en
présence de calcium (cf. figure 45).

Ca ++\

0010102020 X0

Figure 45: Gélification de l'alginate en présencea calcium[86]

11.L1.2.1 Préparation de la solution d’alginate

L'alginate Manucol est utilisé soit a une concetirade 1,3% (pour des essais non stériles)
soit & une concentration de 1,5% et filtré pouws éesais stériles cf. 11.1.3.1) (cf. figure 46).

Figure 46: De gauche a droite : Billes de Manucol,3% et billes de Manucol filtré 1,5%.

L’alginate en poudre est conservé au réfrigérateamise en solution de I'alginate est faite
dans du liquide physiologique (NaCl 154 mM, HEPEBnM) ou du milieu de culture
DMEM (Pan—Biotech).

La proportion d’alginate est quantifiée en fonctaun pourcentage en masse par rapport a la
masse du solvant utilisé (Pour 1,5%, 0,75g d’aligirdans un tube Falcon de 50ml (50g)).

La poudre est bien répartie dans un tube Falcom ¢oiter les amas difficiles a solubiliser.
Les tubes sont mis sous agitation pendant 24h péeature ambiante ou a 4°C pendant 48h
jusgu’a qu’il y ait une dilution compléte de la giva en une solution visqueuse homogeéne.
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Pour augmenter la masse volumique des billes, desparticules de verre sphériques de
10-50 microns de diamétre peuvent étre ajoute lgitiate (PGB-05 de Kisker). L'ajout de
microparticules de verre se fait apres ’homogéai@s complete de la solution.

Pour colorer les billes, du rouge de Nylosane @t ajouté a 10% (cf. figure 47).

Figure 47: Billes colorées au rouge de Nylosane

11.11.2.2 Fabrication des billes

Pour obtenir des billes de 850 a 900 microns dendiee, I'alginate sous forme liquide est
propulsé sous un débit de I'ordre de 10 ml/mintravers d’une buse d’'un diamétre qui peut
varier entre 200 et 400 um, par un pousse seringl® Scientific) ou une pompe
péristaltique (Ismatec) lorsqu’il n'y a pas de otdb.

Pour contrler la taille des billes, deux systémest disponibles au laboratoire. Avec le
Home Made System, un flux coaxial d’air a 3,5 L/mirent détacher les gouttelettes
d’alginate qui se forment a I'extrémité de la bdse200 microns (cf. figure 48).

L. S
b -
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Peristaltic pump Air filter

@ Flow meter
Nozzle I

Alginate
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Gelation bath Air

arrival
Magnetic stirrer
N —

Figure 48: Photo du montage Home Made System utikéspour la fabrication des billes d'alginate et
schéma du dispositif de fabrication des billes d'glinate

Pour une production importante de billes d’algind¢esysteme d’encapsulation VAR D de

I'entreprise Nisco Engineering, Zurich, Suisse) @i#iisé. La buse a un diametre interne de
400 microns et taille des gouttes est alors coé#&rdoyrace a des vibrations dont les
caractéristiques sont a définir en fonction dealllet des billes et de la viscosité de l'alginate.
Dans notre cas, la fréequence est de 200Hz et liamde de 100% (cf. figure 49). La taille de

la buse étant plus grande que pour le Home Mad&eR®ydes problemes de bouchage de la
buse sont moins fréquents.
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Une plus grande quantité de billes peut donc étoelyite avec le systeme Nisco cependant
celui-ci est moins pratique d’utilisation et lardigation de I'appareil est plus complexe.

=10

Figure 49: Photo du montage Nisco Var D utilisé paula fabrication des billes d'alginate et schéma du
dispositif de fabrication des billes d'alginate 1-Busse seringue 2-Vibrateur 3-Unité de contrble 4-Bae 5-
Lumiére 6-Support de la buse 7-Récupérateur 8-Béchele récupération 9-Solution de gélification 10-
Agitateur magnétique 11-Support du pousse seringu@Nisco Engineering)

Dans les deux cas, les gouttes d’alginate tombans din bécher contenant une solution de
gélification (NaCl 154 mM, HEPES 10 mM, CaCl2 118ijn Apres qu’au maximum 25 mi
d’alginate ai été prélevé, la fabrication est stappla buse est rincée avec du liquide
physiologique pendant deux minutes, une soluticitrate » (NaCl 154 mM, HEPES 10mM,
Citrate 55mM) pendant une minute puis a nouvealicauide physiologique pendant deux
minutes. Les billes d’alginate restent 15 minutesdle bain de gélification avant d’étre
rincées avec du liquide physiologique (pour desaisseon stériles) ou avec du milieu de
culture (2 fois 2 minutes). Le processus de gélifim établit, par le biais des ions*Cdes
ponts entre les chaines du polymere, ce qui a ptiat de transformer la solution d’alginate
en une structure poreuse et donc de diminuer danpremier temps le volume global
observé. Cependant un processus de gonflementiptutvenir rapidement par la suite,
lorsque le milieu de conservation est peu richecelcium. Le volume de billes obtenues
dépend donc du volume d’alginate liquide utilisésreussi du milieu de conservatifgv].

11.1.2.3 Conservation et utilisation des billes d’alginate

Pour des essais en conditions non stériles, ldesbfjeuvent étre ensuite conservées sur
plusieurs jours dans de I'eau ultra pure a 4°Céigérateur. L'utilisation des billes se fait
ensuite dans du Ringer (NaCl 116 mM, HEPES 10 mMCIC 10mM, KCI 2,9mM). Le
Ringer est un liquide physiologique qui contienta@alcium ce qui permet ainsi d’éviter un
gonflement trop important des billes.
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[1.1.3 Protocole de bio-encapsulation

L’encapsulation de cellules apporte un certain nemiébe modifications au protocole de
fabrication des billes. Tout d’abord, les manipidas doivent étre mise en ceuvre en
condition stérile sous hotte a flux laminair€ela impose en particulier de stériliser
I'alginate.

[1.1.3.1 Stérilisation de l'alginate

Un alginate en poudre de qualité pharmaceutiqueg listérile est disponible dans le
commerce (Pronova) mais le colt augmente tresrfamé par rapport a I'alginate non stérile
(102% les 0.25q).

La filtration manuelle a l'aide de seringues de Sehlde filtres adaptés a celle-ci est la
méthode classiqguement utilisée au laboratoire daiVersité de Technologie de Compiegne
(cf. figure 50). Pour limiter 'endommagement désines d’alginate, la filtration est réalisée
de maniere successive avec tout d’abord un fileeD@ microns (en condition non stérile)
puis un filtre de 0,45 microns (Millex, Merck Miblore). Cette filtration n’est pas réellement
stérilisante mais préserve la culture de toute amiriation. Pour une stérilisation compléte,
une filtration avec un filtre de 0,2 microns estessaire. Cette étape n’a pas été réalisée
pour les essais présentés ici car il est assezitabodu fait de I'importante viscosité de
I'alginate de le filtrer & ce niveau de porosité.

AN

=

D)

Figure 50: Stérilisation manuelle de I'alginate pafiltration

La technique de stérilisation par filtration esti@laptée a la production d’un grand volume
de billes. Une technique alternative a la vapeuwloac été testée a partir des résultats de
Chen et al[88].

L’alginate Manucol en poudre est autoclavé 110°@da@t 20 minutes puis du milieu de
culture DMEM (Pan-Biotech) est ajouté pour une abteine concentration finale de 1,5%
d’alginate en solution. Une filtration finale & Sarons élimine les impuretés. Il ne s’agit pas
non plus d’'une réelle stérilisation puisque la ténapure de I'autoclave est en dessous des
121°C. Une trop forte température risquerait d’airmop fortement l'alginate.
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[1.1.3.2 Encapsulation de cellules

Pour la culture cellulaire la pompe péristaltiquété remplacée par un pousse seringue. Le
culot de cellules est obtenu par centrifugatiorspuélangé a la solution d’alginate pour bien
homogénéiser I'alginate aux cellules et aux micropales de verre si nécessaire.

Les solutions utilisées pour la fabrication dedeBilsont stérilisées par filtration a 0,22
microns (Steritop de Merck Millipore). Une fois ledles d’alginate gélifiées celles-ci sont
rincées dans du milieu de culture a 37°C (3 foimihiutes) pour éliminer le liquide de
gélification. Les billes sont ensuite mises enwund@ten incubateur.

[1.1.4 Evaluation des propriétés physiques des billes d'ginate

[1.1.4.1 Tests de compression

Les billes ont été soumises a des tests de cosipre€ette approche a pour objectif de
mesurer la déformation des billes sous un chargeom@raxial.

Il est possible de réaliser I'expérimentation sue wseule bille et donc d’avoir acces aux

propriétés mécaniques propres a celle-ci. A chagsai, une mesure de la déformation de la
bille est réalisée (déplacement du piston) en foncatle la force appliquée. Le protocole est

le méme que celui élaboré par David ef{&9)].

Deux bancs expérimentaux sont disponibles au labioea se composant d’'une machine de
compression sur laquelle est fixée une cuve traresp@ ou un plateau au centre de laquelle
il est possible de disposer la bille (cf. figure)5WUne dizaine de billes par triplicata d’une

condition sont soumises au test de compression.

Un piston connecté aux capteurs de force (force b2k (MTS) 100g (BOSE), précisions de
10°N et 0,01 mm (MTS)) de la machine vient compresigerille a une vitesse de
0,01lmm/sec (cf. figure 52).
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Figure 51 : De gauche a droite: Machine MTS Synergi400 et Machine BOSE Electroforce 3230
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Figure 52: Schémas de la méthode utilisée.

Pour le traitement des résultats de compressigmgdéiculs sont basés sur la théorie de Hertz.
La théorie de Hertz établit la relation entre lecBbde compression F et la déformation d’'une
bille sphérique. Les hypotheses sur lesquellesase bette loi sont les suivantes :

* La charge imposée sur la bille est supposée detiirenormale a sa surface.
* Le matériau composant la bille est élastique.

* Le matériau composant la bille obéit a la loi deok® : s = E.e, E étant le module
d’élasticité ou module de Young, e correspond ddtormation du matériau et s la
contrainte.

Les expériences se font dans un cadre ou les défmms induites restent tres faibles
(déformations inférieures a 15%).

Ainsi, pour une sphere de rayon initial en contacéc deux plaques rigides, la force F
B 8#?’0261'5
s’exprime selon I'équation suivant. 3(1-v)

Avec |, le module de cisaillemerdt]e déplacementyile rayon de la bille ei, le coefficient
de Poisson.

L’alginate est considéré comme un matériau incosgbde, donco = 0.5 et I'équation
8#?"0261'5
devientalors 1.5
p: . ;. 1.59F 5
L'équation peut donc s’écrire sous la forme{é—zj = uéte
Ta

Le tracé d’une droite peut alors se faire en farctiled' ol la pente sera le module de
cisaillement p. Ce module nous informe sur la tasice mécanique de la bille.
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[1.1.4.2 Visualisation de la perméabilité des billes par mimscopie confocale

Les billes peuvent étre mises en contact avec umposé fluorescent (conjugué avec un
fluorochrome FITC) pour visualiser par microscopinfocale une perméabilité de la bille
vis-a-vis du composé en question. Les protocoldsévd réalisés a partir des travaux de
Wang et a[90].

De I'albumine fluorescente (Sigma Aldrich) a 100 jag dans du Milieu William E est mise
en contact pendant 15-20h sans agitation avec dies lo'alginate ne contenant pas de
cellules.L’observation est faite grace a un microscope coafoUn ringage au William E est
ensuite réalisé et une observation faite aprés dhredargage. L’albumine a un poids
moléculaire de 65kDa.

De méme, des billes ont été mises en contact agedndmunoglobulines G fluorescente a
100 pg /ml dans du milieu William E ou du SVF pemdd5-20h sans agitation. Les
immunoglobulines G ont un poids moléculaires d’eoni 150kDa et sont les principales
immunoglobulines du sérum.

Enfin, pour visualiser la perméabilité aux gaz Oeles d'alginate, du ruthénium a été utilisé.
La fluorescence de cet élément augmente en absBoxyggéne. L'incubation a été faite a
une concentration de 1mg /ml dans du William E @end0 minutes sans agitatiddelon

les conditions testées, ensuite un bullage de @Q0Od’O, de quelques minutes est réalisé et
I'observation se fait 10 minutes plus tard au mscape confocal. Les paramétres utilisés ont
éte définis suite a une étude bibliographif@d [92].
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.2 LA FLUIDISATION HOMOGENE

La fluidisation est un procédé permettant de maiinten suspension des particules solides
dans un fluide et dans un volume donné. Dans léemilndustriel, lors de réactions
catalytiques par exemple, des lits fluidisés sotilisés pour assurer un bon échange de
masse ou de chaleur entre un fluide en écoulemeninesolide sous forme de petites
particules. Le “lit” de particules solides est gagans un courant ascendant de fluide. Les
particules étant plus denses que le fluide, elldgendance a sédimenter au fond du réacteur
et a former un empilement compact. La trainée éegar le fluide qui s’écoule tend au
contraire a soulever les particules. Lorsque lan&a est supérieure au poids apparent des
particules, les particules sont soulevées du fdarld eédiment devient moins compact. Il y a
alors fluidisation du lit de particules. La fluidigon peut apparaitre sous différents régimes
parmi lesquels se trouve la fluidisation dite hogreg

[1.2.1 Les différents régimes de fluidisation

Le repérage des régimes dans un réacteur peuiresedamultiples manieres. L'une des plus
simples consiste a repérer la succession des regmpae |'amplitude des fluctuations
temporelles d'une différence de pression pariétatale, placée par exemple en partie
médiane du réacteur. Lors de la fluidisation honmegda vitesse superficielle de perfusion
est inférieure a 4, le lit de particules est contenu dans un volumestanmt et la perte de
charge est stable. Les particules emportées pHuxeascendant s’élevent dans le réacteur
jusgu’a une hauteur définie par la vitesse terneirdé chute. Les particules se comportent
globalement comme un fluide. Des fluctuations sabgervées a partir du régime de bullage,
tout d'abord, les amplitudes des fluctuations augerd en regard de la taille croissante des
bulles et des perturbations de pression gqu'ellégisent dans le réacteur. Puis, un maximum
est atteint lorsque la vitesse superficielle ddysson atteint la limite g, (vitesse minimale
de bullage). L'amplitude diminue car les bullestsiéchirées par le passage de plus en plus
rapide du gaz en leur sein. Cette diminution a jiesgu'a la vitesseyu Certains auteurs
distinguent alors un régime dit turbulent entredesix vitesses limitesuet u. Ce régime a
tout de méme une existence assez discutée poairestcatégories de solides. Au-dela,d’'u
le régime de fluidisation rapide est celui régnantamment dans les réacteurs dits a lit
circulant (cf. figure 53). Les caractéristiquescgs régimes sont les suivantes :

e Tant que u< Mp : régimes de lit fluidisés captifs (homogene, Htouanant,
pistonnant), le lit peut étre maintenu dans le t@acsans dispositif de recirculation
des particules qui s'envoleraient.
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Trois vitesses peuvent étre distinguées au-deka:w, et y;

e pour yp<u<uy : régime de transition vers le régime turbulest bellles se déchirent,
la surface du lit devient mal définie, beaucoumtt&nement,

e pour y<u<u : régime turbulent pas de bulles, pas de surfacétdmaintien du lit
nécessite une recirculation,

 pour u>y : fluidisation rapide les solides s'agencent enagmle profil de
concentration en solides le long de l'axe vertidal réacteur est uniforme la
concentration en solides dans le réacteur dépentEbit de recirculatiof93].

a a T
AP 4
-
| Lit fluidisé lit transportée
b
T
/8 |
| |
—“couche —— couche !':Duche
fixe | fluidisée I ennainée
L 3>
Uit Ue U

Figure 53: Différents régimes de fluidisation en foction de la vitesse superficielle du fluide ou véisse
terminale de chute avec . vitesse minimale de fluidisation, et you W, vitesse de terminal de chut§4]

En fluidisation les différents régimes sont ausgiédenciés par le nombre de Reynolds
particulaire a la vitesse terminale de chute :

pfutdp
He (1.1)

Ret =

Ou ps est la masse volumique du fluide,la vitesse terminale de chute, lé diameétre des
particules et pla viscosité du fluide. Trois régimes peuvent élistingués :

* le régime laminaire pour Re 0,2,

e le régime intermédiaire pour 0,2 < {Re 500 (cas du lit fluidisé homogéne
SUPPLIVER),

» et le régime turbulent pour Re 500.
80



CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES
DE LA MICROENCAPSULATIONAUX ELEMENTSDE LA CIRCULATION EXTRACORPORELLE

[1.2.2 Modélisation de la fluidisation homogene

Les parametres influant sur la fluidisation sonvilesse du fluide u, la perte de charge et
la porositét. La porosité reflete 'expansion du lit fluidiséa porosité expérimentale du lit

des billes peut étre calculée en faisant le rappoitant :
voluwme du lit — volume des billes

E‘ =
volume du lit

Le volume du lit peut étre déduit a partir de laiteair du lit (mesurée lors des expériences de
fluidisation) et de la section du bioréacteur (o&e avec le diamétre du bioréacteur).

Des modéles calculant la porosité du lit fluidigg& été utilisés a visée prédictive pour la
planification des manipulations ou pour linter@éon de données expérimentales. Une
caractérisation du lit fluidisé est nécessaire avatilisation de ces modeles.

[1.2.2.1 Caractérisation du lit fluidisé homogéne

Tout d’abord, certaines valeurs, telles que le nem@’Archimede (Ar), le nombre de
Reynolds particulaire a la vitesse terminale detel{Re), la vitesse terminale de chute)(u
et la vitesse minimale de fluidisation{sont nécessaires pour utiliser ces modeles.

11.2.2.1.1 Calcul du nombre d’Archiméde (Ar)

Le nombre d’Archiméde permet de caractériser levement d'un corps dans un fluide, da a
leur différence de densité. Il s'agit du rapportrenes forces gravitationnelles, les forces
d'inertie et les forces visqueuses. Il est calguéee a la formule suivante :
e dégpf(pf — pr)

Mg (1.2)

(Avec d, : diametre des particules solides (m), g=9,81 Ym/accélération de la gravitg; :
masse volumique du fluide (kghn ps: masse volumique des particules solides (Rp/et
s . viscosité du fluide (Pa.s)).

[1.2.2.1.2 Calcul du nombre de Reynolds particulaire a lasggeterminale de chute (Re

Re peut étre calculé a partir du nombre d’Archimed@)pour billes totalement sphériques
selon la formule suivante :

logRe, (A1) = —1,27380 + 1.04185 log Ar — 0,060409(log Ar)? + 0,0020226(log Ar?) (1.3)

BN

Cette corrélation, applicable & une large gammealikement 0,01> Re>16000, a été
déterminée expérimentalement par Hartman ¢B&].avec un écart type moyen de 3,3%.
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11.2.2.1.3 Calcul de la vitesse terminale de chut¢ (u

A partir du nombre de Reynolds particulaire (1.1163), il est possible de déterminer la
vitesse terminale de chute.

Re M

Uy =
Prty (1.4)
Les effets de bords sont négligés car le diandgeeparticules est tres inférieur au diamétre
du bioréacteur (@D =~ 0).
[1.2.2.1.4 Calcul de la vitesse minimale de fluidisatiogdu

La vitesse minimale de fluidisation est obtenueaéip de I'équation d’Ergun exprimée au
minimum de fluidisation pour une particule totalethsphérique :

175 150(1—e) , _ dGeelps—ple

553 mf Eﬁa mf — u? (2 1)
2 .z P plimt

(=g étant la porosité au reposR,, - = T).

Une résolution de I'équation du second degré pediwditenir R et donc wy.

11.2.2.2 Exemples de modeles de fluidisation homogéne

Les modéles mathématiques utilisés a partir deloesées sont des modeles empiriques ou
semi empiriques grace auxquels il est possible @éerohiner la porositécf a partir de la
vitesse moyenne du fluideu(= 22

Faction

11.2.2.2.1 Modéle de Richardson et Zaki

u n

B
Le modéle de Richardson et Zaki utilise I'équatten  pour déterminer la porosité du lit
[96]. L’indice n dépend du régime de fluidisation ehdalu nombre de Reynolds particulaire

a la vitesse terminal de chute:

E POUrRe, < 0,2

e« n=4654+2
n

e n=(44+ %}Re;ﬁm, pouro,2 < Re, < 1

+ n=(44+ )R "%, pourt < Re, < 200

« n=44Re;™ pour200 < Re, < 500
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* n=24, POUrRe, = 500

Dans le cas de nos expériences; B&t inférieur a 200 et supérieur a 1. L'équation

18dy — sy, .
n=(44+—F)Re] 203 a donc été utilisée.

11.2.2.2.2 Modeéle de Foscolo

En fonction du régime de fluidisation, différentaguations peuvent étre appliquées dans le
cadre du modele de FoscqBy] :

a —%
. 20i inaireRe, < 02) : - = ————
En régime laminaireRe. ) alrrremyer

s . PRI 2 (0.0FTTR ':1+E'J|}1'3‘4R 4B 13054
« En régime intermédiaire—+ = - ot et) )
ue 0.0388Rep
05

a =
« En régime turbulentgg, > 500) :f = [m]
Up hWIIL1—&) &

En cas de fluidisation homogene le régime est inéeliaire. La formule
u (0,07 7TRe: (1+0,0194Re: ) 545+ 1) ™5—

1 .
2= est donc applicable.
up 00388 Ree

[1.2.2.2.3 Modeles de Ganguly

Le modele de Ganguly{98] est valable lorsque le nombre de Reynolds satisfai
0,12 < Re < 43,66 ce qui est notre cas. L’équation utilisée estuigante :

. 1,27M,
~ p.D3(1—1,762U + 0,95U%)

(Ou v ==—"""(2.1), D le diamétre du bioréacteur utilisé etIMmasse du solide).

Up—Upmy

11.2.2.2.4 Modeéle d’Hirata et Bulos

Le modele Hirata et Bulos[99] est valable lorsque le nombre de Reynolds
satisfaiD,7 < Re < 3200. La formule suivante peut alors étre appliquée :

£ =gy + (1 — gp)epzexp(B(L — £x2)) 02
(Ou4d=22n+ % B=21 — ii etn = 2|:2,35+n-,1?5393-?53.)
= 4, o C0 T e Epz = ur - I:1+D,1'.'-’5Raf;5}
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[1.2.3 Caractérisation des phases et mesure de la porositeétiale

La modélisation du comportement du lit fluidisép®ut étre réalisée sans une caractérisation
des phases liquide et solide.

Le nombre d’Archimede (1.2) se calcule en connaissh (le diametre des particules
solides),ps (la masse volumique du fluidg) (la masse volumique des particules solides) et
ws (la viscosité du fluide). De plus, la porositétialie doit aussi étre mesurée pour le calcul
de la vitesse minimale de fluidisation (2.1) ou ptaicalcul de la porosité dans le modéle
d’Hirata et Bulos (2.2). Les méthodes utiliséesrpes mesures de masses volumiques et de
porosités sont celles précédemment décrites dathes® d'E. Dor¢56].

[1.2.3.1 Caractérisation des phases

11.2.3.1.1 Mesure de la taille des particules solides

Le diamétre des billes d’alginate est mesuré géanee loupe binoculaire Leica muni d’une
caméra et d'un logiciel de traitement dimage (éfigure 54) ou au microscope a
epifluorescence. Une vingtaine de billes de chdquele fabrication sont mesurées a chaque
expérimentation. Les billes ont en moyenne unéetailoche des 950 microns.

Figure 54: Loupe binoculaire Leica.

11.2.3.1.2 Calculs des masses volumiques

Les masses volumiques des phases liquide et sshdé mesurées grace aux formules
suivantes :

_M:-M, _M;—-M, M- M,
pp=—— et p= x

' \%  Ms— My \%

Les masses M1, M2, M3 et M4 correspondent aux nsadéerites par la figure 55.
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Des fioles de 10ml sont utilisées avec environ Zelbilles ajoutées. Cependant pour une
mesure plus précise de la masse volumique du flurdepycnométre a aussi été utilisé. Cet
instrument en verre, de volume connu et contrédémet, par pesee, une meilleure précision
gu’avec des fioles.

Ml M2 M3
Figure 55: Masses mesurées pour les calculs de messolumiques.

Les mesures des masses volumiques des différemi@sep liquides sont présentées ci-
dessous :

« Ringer & 22°C : 1001 kgfin

« Milieu de culture & 37°C : 1002 kg/m

« Plasma & 37°C : de 1005 & 1020 ki#n fonction du taux protéique
« SVF dilué de moitié dans du liquide physiologiqua74C : 1002 kg/rh
« SVF a37°C: 1013 kg/fn

La masse des billes d'alginate est difficile & déieer a cause de I'imprécision de la
méthode de mesure et du fait que la bille étanéyse sa masse volumique dépend en partie
du liquide dans lequel elle est immergée. Les nessdaites a 22°C dans du liquide
physiologique suggerent que la masse volumique hiléss se situe entre 1020 et 1025
kg/m®. Dans du plasma & 37°C, celle-ci serait plus demtaurs de 1010 & 1020 kgim

11.2.3.1.3 Mesure de la viscosité du fluide

Un viscosimetre d’Ubbelhode permet de mesureidaosité du fluide. Le temps que met le
fluide pour s’écouler est mesuré entre deux gradogat(M1 et M2 sur la figure 56) et un
calcul donné par le fabricant permet de retrouseriscosité cinématique du fluide.

Les mesures des masses volumiques des différem@sep liquides sont présentées ci-
dessous :

* Ringer a 22°C: 1,00 Pa.s

* Milieu de culture a 37°C : 0,75 Pa.s
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 Plasma a 37°C : de 0,80 a 1,50 Pa.s en fonctidawuprotéique
* SVF dilué de moitié dans du liquide physiologiqu&7aC : 0,75 Pa.s
* SVFa37°C:1,00 Pa.s

tion
12 3 3 Tubederemplissage
[

e

ML Marque annulaire supérieure

M2. Margue annulaire inférieure

7. Tube capillaire

6 Calatte sphérique.

5 Récipient de détente

—4 4 Réservoir

Figure 56: Viscosimeétre d'Ubbelhode.

11.2.3.2 Mesure de la porosité initiale

Pour le calcul de la porosité initiale, la formglgvante est utilisée :

Vsérumphy “oit. £ ps(M2—-M3)
T p(M2=M3)+ pr(M3— M)

Eo=
Vsérumphy + Vbilles

Les masses M1, M2 et M3 correspondent aux massegetepar la figure 57. Le volume de
billes utilisé est de I'ordre de 10 ml. Lorsque keHes flottent, la hauteur du lit flottant est
mesurée et comparée a celle d’un lit tassé contamamolume identique de billes et dont la
porosité a été calculée. Quelque soient les camdifila porosité initiale est toujours tres
proche de 0,3.

Ml M2 M3

Figure 57: Masses mesurées pour le calcul de la pmité initiale.
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1.3 CULTURE DE CELLULES HEPATIQUES C3A

La lignée HepG2 est la lignée cellulaire d’hépgtes humains la mieux caractérisée et la
plus utilisée en laboratoire. La lignée HepG2-C3A &ilisée depuis de nombreuses années a
'Université de Technologie de Compiégne comme nwdpour des études sur le
meétabolisme hépatique et pour des essais de t@xyoidictive. Elle a été utilisée au cours de
ce doctorat pour permettre une mise au point depesdt de culture cellulaire avant
I'utilisation de cellules primaires humaines lales futurs essais.

[1.3.1 La lignée cellulaire HepG2-C3A

Les cellules HepG2 proviennent d'un carcinome heégeltulaire bien différencié de tissu
hépatique humain mais elles ne sont pas tumorigéikss sont adhérentes et proliférent en
couche cellulaire ou en petits agrégats. Il a &mahtré qu’elles avaient de nombreuses
caractéristiques génotypique et phénotypique delleslde foie normal et une large variété
de réponses métaboliques a différentes sortes decamentd100]. La lignée C3A (ATCC-
référence 10-741) est un sous-clone de HepG2 geéiéasélectionnée pour une forte
inhibition de contact de la croissance, une hauweuyrction d’albumine, une forte production
d’alphafcetoprotéine (AFP) et la capacité de se logper dans un milieu déficient du
glucose A confluence, la production d’albumine est accrue.

[1.3.2 Conditions de culture des cellules hépatiques C3A

[1.3.2.1 Culture en 2 dimensions des cellules hépatique C3A

Les cellules sont classiquement entretenues eifgmet en 2 dimensions dans des flasques
traitées avec un revétement pour cellules adhéesttenunie d’'un bouchon perméable au
gaz. Les cellules sont cultivées dans du Milieud&®inimum (MEM supplémenté avec 1 %
de L- glutamine (200 mM) , 0,5% de pénicilline regttomycine (10 000 unités / ml et 10
000 mg / mL respectivement), 1 % d'acides aminés egsentiels (10 mM) , une solution
tampon HEPES a 1% (1 M) , du pyruvate de sodiun%a(100 mM) et 10 % de sérum de
veau feetal) a 37°C et 5 % de CO2 dans une atmosghénidifiée pendant environ une
semaine. Le milieu est renouvelé tous les dewoid fours. Une fois la confluence voulue
atteinte (80%), un repiquage par trypsination dftceué (Trypsine avec 0,25% d'EDTA).
Les cellules sont alors ensemencées a nouveau diemsflasques pour une nouvelle
prolifération, encapsulées ou mise en culture dygasmpour une formation d’agrégats.
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[1.3.2.2 Culture en 3 dimensions des cellules hépatiques C3A

Dans le but d’améliorer les performances métabekgules cellules hépatiques, une
technique de formation de sphéroides sur suppditadhérent a été mise en place par U.
Pereira au cours du projet SUPPLIVER.

Pour permettre I'agrégation des cellules, il falacpr ces dernieres (50 al00 millions de
cellules) dans une boite de Petri de verre boz# de 15cm de diametre (Duran), dont le
fond a été préalablement recouvert d'un revétenaariadhésif, (Sigmacoate de Sigma
Aldrich) avec 50ml de milieu de culture MEM. Degjets en PDMS sont disposés sur le
couvercle de la boite de Petri pour faciliter lehanges gazeux. Cette boite de Petri est
placée durant deux a trois jours sur un agitatebital & 45 rpm (cf. figure 58), dans un
incubateur a 37°C et 5 % de CO2, et avec une athgwsphumidifiée.

Figure 58: De gauche a droite : Disposition d’'une dite de Petri sur I'agitateur orbital Edmond Bhuler et
Sphéroides de cellules C3A aprés deux jours d’'agifan (observation par microscopie confocale)

11.3.2.3 Culture des cellules hépatiques C3A encapsulées

Une fois les billes produites les cellules encag@ssiisont maintenue une nuit en statique dans
une flasque avec du milieu de culture MEM.

Selon les expériences, la culture dynamique quipsut étre réalisée dans du MEM ou dans
du SVF dilué de moitié dans du liquide physiologigicondition pouvant étre considérer
comme se rapprochant d'une culture dans du plasathojpgique). Pour simuler des

conditions pathologiques, un ajout d’ammoniac a 1ddvis le milieu a aussi été testé.

La culture dynamique peut se faire ensuite selois méthodes (cf. figure 59). :

* Une culture en fluidisation dans des bioréactewnrst de design a été créé a 'UTC et
qui ont été fabriqués par Medicolab. Leur volume aes 8ml. La culture a été faite
durant 6 a 8h ou sur plusieurs jours avec des @magts de milieu. La porosité du
lit est mesurée grace a la hauteur du lit fluidiséontrélée pour chaque condition par
le débit appliqué.
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* Une culture dans des boites de Petri en verre dede&cdiametre sigmacotées (Duran)
pendant plusieurs jours en agitation orbitale gpA0comme pour la formation des
sphéroides.

» Une culture en Spinner de 50ml (Wheaton) avec agitanagnétique a 100rpm.

Figure 59: De gauche a droite: Bioréacteur de taiél réduite (Medicolab), Boite de Petri en verre dedn
de diametre (Duran) et Spinner de 50ml (Wheaton)

v s 7

La congélation des cellules encapsulées ont étgsééaen immergeant les billes dans du
SVF additionné de DMSO (10%) dans des cryotubesewées dans une CryoBox a -80°C.
La décongélation est faite dans un bain marie & 3tfivit d'un rincage au milieu de culture.

Lors de certaines conditions expérimentales deytjgxe a été apporté aux cellules par
'intermédiaire d’'un concentrateur d’oxygéene (Comis25 de la société DeVilbiss

Healthcare) (cf. figure 60). Ce concentrateur milivrer jusqu’a 5 litres d’oxygene a 93%

+3% par minute. Il comprend un panneau de commaidele a partir duquel le débit

d’oxygene peut étre réglé. Une sonde (Orion StaR3Adle chez Thermo Scientific) a été
utilisée pour contréler le taux d’oxygene dissols. mesure est affichée en mg/L et
'appareil ne peut mesurer des concentrations sey&s a 20mg/ml. L’oxymetre indique

aussi la température de la solution dans laquledlstimmergé.

Figure 60: De gauche a droite: Concentrateur d’oxygne Compact525 et oxymetre Orion Star A123
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[1.3.3 Evaluation de la viabilité et de la densité celluliae

11.3.3.1 Marquage au Hoeschst et a I'lodure de propidiunin situ dans les billes

La solution Mére de Hoeschst (10 mg/mL) est a dilae 1/10 008™ La solution Mére
d’iodure de propidium (Img/mL) est & diluer au V¥ Les billes sont rincées au milieu
Williams’ E sans rouge phénol de chez Gibco (WBgs cellules mortes sont obtenues
comme témoin négatif en immergeant les billes dnEéthanol a 70% pendant 10 minutes.
Un volume de 1ml de milieu marquage est utilisé rpmarquer 0,5ml de billes. Les
échantillons sont incubés 30 a 45 minutes a 37%¥nlilieu de marquage est éliminé par
trois rincages au WE. La viabilité / mortalité esbnstatée sous un microscope a
épifluorescence Leica avec les filtres Texas RDrpaunortalité et DAPI pour la viabilité.
Les cellules vivantes seront les cellules dontdgau sera uniquement bleu par opposition
aux cellules mortes qui auront un noyau bleu egjeoou uniquement rouge.

11.3.3.2 Comptage de cellules C3A issues de sphéroides apd&gélification des
billes d'alginate

Apres un rincage des billes (0,1ml en lit tassépcawdu liquide physiologique, la

dégélification est obtenue avec de I'alginate lyg@@0uL a 0,1mg/ml) pendant 10 minutes a
37°C. La solution est ensuite pipetée eénergiquenyaour assurer une deégeélification
complete. Du liquide physiologique est ajouté (500puis une centrifugation est effectuée
a 1000 rpm pendant 5 minutes a température ambidmtesurnageant est jeté pour se
débarrasser de l'alginate dégélifié.

Pour le comptage, une trypsination est tout d’abaalisée pour séparer les cellules en
sphéroides. Un volume de 200uL de trypsine agitiaeth5 a 10 minutes a 37°C. Du milieu
MEM (600 microlitres) est ajouté en agitant la sarsgion pour séparer les cellules. La
solution est pipetée pour mesurer le volume de éranprécise (prélévement de 1ml puis
diminution manuelle du volume de la pipette jusqwhasser tout l'air résiduel). Le
comptage des cellules se fait ensuite apres undiatil de moitié au bleu Trypan pour
marquer les cellules mortes. La densité est praeheelle d'une flasque de culture (1M/ml).
Pour de faibles densités cellulaires dans les Qillene centrifugation peut étre effectuée
avant comptage (1000 rpm pendant 5 minutes a teahpérambiante). Apres centrifugation,
le surnageant est jeté et le culot est repris desgjuelques 200uL de milieu restant. Le
comptage se fait aprés une dilution de moitié @w Alrypan.
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[1.3.4 Dosages biologiques des activités cellulaires

11.3.4.1 Dosage de I'albumine humaine

Le dosage de l'albumine humaine se fait par un EdISA de type sandwich (Human
albumin ELISA Quantitation Set, Cat. N°E80-129, BgtLaboratories). Des plaques a 96
puits sont utilisées. Des ringages sont effectudseechaque étape pour évier des réactions
non spécifiques. Au fond des puits, des anticonpg-abumine humaine sont déposés et
adhérent au fond des puits. Les échantillons sostiite ajoutés dans les puits. L'albumine
va alors se fixer aux anticorps déja présents gqut eux, en exces par rapport a I'albumine).
Un anticorps anti-albumine humaine conjugué a uneyme est mis dans les puits.
Finalement un substrat est additionné. Ce subsstatransformé par I'enzyme du conjugué
et va changer de couleur. On pourra alors lirestabance et déterminer la concentration en
albumine via une gamme étalon réalisée au seipldgsies. Le schéma général des réactions
est donné sur la figure 61.

Substrﬂ
* % % % * anticorps
A}\A A /( monoclonal
antigéne48 O U U O conjugus
a2
Zpitopes Y Y Y ¥ anticorps

monoclonal

Figure 61 : Schéma général des réactions du test BBA

Le protocole établi par A. Gautier est resumé darfggure 62. La gamme étalon du tableau
4 a été utilisée avec des dilutions faites au mil¢E. Les échantillons sont utilisés purs ou
dilués jusqu'a 1/1280 selon les échantillons testés

Tableau 4 : Gamme étalon utilisée pour le dosage dlalbumine humaine avec le test ELISA

Puits Concentration (ng/ml)

0 800
400
200
100
50
25
12,5
6.25

NOoO ups, WNER
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Sensibilisation

Déposer 100ul de la solution de
sensibilisation + Ac | aire 1/100

1H a RT a I'abri de la lumiere

LAVAGE

5*200ul /puit

Passivation / Blocage

Déposer 200pl de la solution de

@ passivation
30 min a RT a I'abri de la lumiere

LAVAGE

§ 5*200ul /puit

Dépot de la gamme et des
Echantillons

Dépot de I’Ac lire

Déposer 100ul de la solution de
sensibilisation + Ac llaire 1/50 000

1H a RT a I'abri de la lumiere

LAVAGE
'\//\ 5*200ul /puit
Dépot du substrat Solution Stop
Déposer 100pl / puit > Déposer 100yl / puit LECTURE 2 490 nm
15 min, RT a I'abri de la lumiere RT a I'abri de la lumiere (idéalement 450 nm)

Figure 62:Protocole du test ELISA pour le dosage dglucose
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11.3.4.2 Dosage de l'urée

Un kit de dosage de l'urée (QuantiChrom de BioAsSygtems), congcu pour mesurer
directement l'urée dans des échantillons biologigsens aucun prétraitement, a été utilisé.
Le procédé utilise un réactif de Jung chromogeneé fgume un complexe coloré

spécifiqguement avec l'urée. L'intensité de la coulmesurée a 520 nm, est directement
proportionnelle a la concentration d'urée danshéétllon. La formulation optimisée réduit

considérablement les interférences par des suletadans les échantillons bruts. Cette
méthode a notamment été choisie car les résul@atsont pas influencer par la présence

d’ammoniac dans le miliefL01].

11.3.4.3 Dosage de 'ammoniac

Le kit dosage de I'ammoniac utilisé a été concur puoasurer directement NH3 et NH4+
(EnzyChrom de BioAssay Systems). Dans cet essalABH est converti en NAD + en
présence de NH3, cétoglutarate et de I'enzyme glata déshydrogénase. La diminution de
la densité optique a 340 nm est directement prapurelle a la concentration de NH3 dans
I'échantillon.

11.3.4.4 Dosage du glucose

Pour le dosage du glucose, 'automate Kone Speddichez Kone Instrument S.A. a été (cf.
figure 63).

Ry :
P :

LA -

Figure 63 : Automate Kone Specific (Kone InstrumentS.A.)

Le glucose est mesuré par une méthode enzymatigueprésence de glucose oxydase
(GOD), le glucose en solution aqueuse est oxydélfmzyme glucose oxydase en acide
gluconique avec formation de peroxyde dHogdne. Le peroxyde d’hydrogéne
réagit ensuite avec un chromogene que I'ore dioslement par spectrophotométrie a 510
nm (cf. figure 64).
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Figure 64 : Equations de réaction pour le dosage dglucose

Lors de l'interprétation de cette mesure il fautrbpenser qu’il peut y avoir trois origines a
la présence de glucose dans le milieu:

e Celui présent initialement dans le milieu de cudtur

» Celui présent initialement dans le cytoplasme ddliles sous forme de glycogene et
qui a été excrété

» Celui produit par la cellule via la néoglucogenese
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1.4 LA CIRCULATION EXTRACORPORELLE

Le développement de la circulation extracorpord8IgPPLIVER a été réalisé a partir des
outils et connaissances disponibles chez Gamb®nmachines et composants du circuit sont
tous commercialisés ou ont passés les étapes daeis efiniques. La circulation se compose
d’éléments physiques (machines et composants)uet ldgiciel de pilotage. Le circuit créé
ainsi que la thérapie associée ont pu étre testesllessais précliniques chez le mouton.

[1.4.1 Les composants de la circulation extracorporelle

11.4.1.1 Les machines

La machine Prismaflex a été choisie pour le dévysdopent du circuit SUPPLIVER. Cette
machine évolutive est utilisée en soins intengfsur de nombreuses thérapies. La
Prismaflex compte une pompe, dite pompe sang, pguit atteindre des débits de 450
mi/min, 4 pompes, dites pompes fluides, qui peuatdgindre 200ml/min et deux vannes a
trois voies et un clamp automatique. Des capteom$ grésents sur la machine (un détecteur
d’air dans le sang, un détecteur de fuite sangirej capteurs de pression). Un pousse
seringue intégré est aussi disponible pour l'amigdation ou I'infusion de calcium (il n'a
pas pu étre utilisé car ne pouvant pas étre gérélgdogiciel de pilotage). Le circuit
SUPPLIVER étant un circuit assez complexe, par odppau circuit actuellement
commercialisés, un dispositif additionnel (nommédAdn) a da étre utilisé pour augmenter
le nombre de vannes a trois voies et de capteupaision disponibles. L’Add-On possede
deux capteurs de pressions, trois vannes a troés\ai une pompe fluide (non utilisée pour
la thérapie SUPPLIVER). Cet Add-On a été a l'orgiconcu pour une étude clinique. Un
eélément en plastique appelé cassette permet degmosr tous les composants, dispositifs et
tubulures pour les fluides sur un méme supportteCeassette va ensuite pouvoir étre placée
sur la face avant de ’Add-On et du moniteur (dufe 65).

Figure 65: De gauche a droite : Machine Prismaflert sa cassette et machine Add-On et sa cassette
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[1.4.1.2 Les petits composants du circuit extracorporel

Au niveau des lignes, permettant I'écoulement chgsau du plasma, des petits composants
sont présents pour le bon déroulement de la tieéfap tableau 5).

Parmi eux des capteurs qui vont permettre d’asslaresécurité du patient au cours du
traitement. Chagque composant ou dispositif est @8sa un symbole permettant de le
représenter dans des schémas de circuit extraarpor

Tableau 5: Petits composants de la circulation exécorporelle SUPPLIVER

Pompe

Vanne 3 voies

Piege a bulles

Détecteur de fuite sang
(BLD (Blood Leak Detector))

Capteur de pression
(POD)

Détecteur d’air a ultrasons
(UABD (Ultrasound Air Blood Detector))

Clamp du retour au patient

Clamp manuel

Site de prélévement

Valve anti retour

Des mesures ont été faites avec le détecteur tkedang ou BLD (Blood Leak Detectobe
BLD a été utilisé pour essayer de détecter desdbiu fragments de billes d’alginate. C’est
un détecteur optique (cf. figure 66). Pour repéles fuites d’hématies, il détecte la
diffraction a 880nm.

Light optical pa Mirror Light optical path
out tube \’\ "\ ‘ with a tube filled '_,

1 Effluent line \‘g’/“ 7"{ |

I.R. emitter I.R. Receiver
LED with lens with lens

Figure 66: Principe de fonctionnement du détecteude fuite sang
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11.4.1.3 Les dispositifs du circuit extracorporel

Les dispositifs utilisés lors du développement diicuit sont répertoriés dans le tableau
suivant (cf. tableau 6). Les lignes, connecteurscetains dispositifs existent en deux
catégories en fonction du poids du patient (pangxe I’Adsorba 150C s'utilise pour les
poids de moins de 40kg sinon on utilisera I’Adso308C.

Tableau 6: Dispositifs utilisés dans le circuit exacorporel SUPPLIVER

}

Bioréacteurs

Plasmafiltres
TPE2000

TPEG6

TPE2

Réchauffeur / oxygénateur :
Hilite 800/ Prismalung

Charbon actif:
Adsorba 150C / 300C

Cartouche échangeuse d’'ions du systeme MARS :
IE250

Pousse seringue

Poches de liquide
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11.4.1.3.1 Le Bioréacteur

Deux designs de bioréacteurs ont été testés: uadouche identique a celles
commercialisées dans le systeme MARS et un prototgp cartouche, appelé ENSO,
originellement développé pour l'adsorption desaogines dans le choc septique. Ces deux
dispositifs ont été équipés de répartiteurs possen le flux a I'entrée (cf. figure 67). La
cartouche MARS a I'avantage d’étre démontable é&ystviss€) avec des joints réutilisables.
Pour la cartouche ENSO, en revanche, les difféseptaties sont réunies en force ou par
thermocollage (ce qui est irréversible). Les deartauches possedent des tamis a leurs deux
extrémités pour éviter les fuites de billes.

MARS ENZO

h=h*cos(10) (angle en degrés)
V= (Hxm/12)x (D2 +d2+Dxd)

Viot = V +V0 = 390 cm3

Figure 67: De gauche a droite: Cartouche MARS et sorépartiteur, Cartouche ENSO et son
répartiteur, et schémas et dimensions des deux biéacteurs

11.4.1.3.2 Le plasmafiltre

Plusieurs plasmafiltres ont été utilisés au couts dEveloppement de la circulation
extracorporelle : le TPE2000, le TPE6 et le TPE2 TPE 2000 est un plasmafiltre
commercialisé par Gambro pour des échanges plapmestithérapeutiques chez I'adulte (cf.
figure 68). Il permet d’éliminer les molécules dauh poids moléculaire grace a une
membrane possédant un seuil de coupure d’envir@9 8Da. Parmi les molécules pouvant
passer cette membrane, ou trouve les complexes msnhess anticorps, les toxines ou encore
les médiateurs inflammatoires. Le TPE6 est une ealbeiv version, pas encore
commercialisée, du plasmafiltre TPE2000. Une dirtiorudu temps de priming (remplissage
et ringage du dispositif avant son utilisation chepatient) a pu étre obtenue. Le TPE2 est
I'équivalent du TPE6 mais utilisable sur des patede faible poids. Il a été utilisé pour les
premiers essais précliniques.
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Replacement

2 |

[

Réinjection
pUF @ Prodpit de substifution
X &

Plasmafilter

Effluent
Rlasma éliminé

Pbp

[ |

Apport
Remplissage Diluition

Figure 68: Schéma d'une thérapie d'échanges plasnmaties

11.4.1.3.3 L'oxygénateur/ réchauffeur

Le Hilite 800, fabriqué par la société Medos, vidfétre inclus a certains kits Prismaflex
sous le nom de Prismalung. Cet oxygénateur esirggine utilisé chez les enfants ou il est
destiné a faciliter les échanges gazeux lors dafp@rs a cceur ouvert. Il integre un
echangeur thermique. L’'oxygénation et la décarbatkyh du sang se fait par I'intermédiaire
de fibres creuses poreuses. L'oxygene passe ddasiare des fibres. L’échange thermique
est effectué grace a des fibres creuses non paeld® I'eau thermostatée circule a
I'intérieur des fibres et le sang circule dans pase extracapillaire du dispositif (cf. figure
69).

1 Blood inlet 5 Gas outlet 9 Vent port, venous

2 Recirculation 6 Water inlet 10 Temperature, arterial
4 3 Blood outlet 7 Gas inlet 11 Rest bloodremovalport
O, .
4 Blood sample, arterial 8 Wateroutlet

Fiaure 69: Schémz:de I'Hilite 800
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11.4.1.3.4 La cartouche de charbon actif

L’Adsorba est un dispositif commercialisé pour tiestements d’hémoperfusion dans le cas
d’intoxications séveéres. Le charbon actif se présesous la forme de microgranules (pour
maximiser la surface d’échange) pourvues d’'un mwént de cellulose pour garantir son
hémocompatibilité.

11.4.1.3.5 La cartouche échangeuses d'ions

L'IE250 du systéme MARS est remplie d’'une résindadgeuse d’ions. Cette cartouche
contient des microbilles de cette résine.

11.4.1.3.6 Spécifications d’utilisation

Tous les dispositifs présentés ci-dessus s’utitiseton des spécifications particulieres au
traitement pour lequel ils ont été développés. P@umir ces dispositifs dans un méme
circuit il a fallu se rapprocher au mieux de ceécifications. Par exemple, les cartouches
Adsorba et IE250 sont déja remplies, de l'air nét gms circuler a l'intérieur de ces
cartouches. Leur connexion doit donc se faire mib@ment une fois le circuit rempli. Le
tableau suivant (cf. tableau 7) regroupe les sp&tibns de chaque dispositif. Il a été fait a
partir des instructions d’utilisation disponiblesng les brochures.

Tableau 7: Spécifications d'utilisation des différats dispositifs

Adsorba TPE2 Hilite 800 IE250 (MARS)

Priming

Volume

Traitement

Restitution du sang

Connexion
manuelle - Ringage
avec 500ml dextrose
et 2000ml de liquide
physiologique
hépariné (25001U/L)

- Débit 100-150
mL/min

140mL

Utilisation sur du
sang - Débit 50-
150ml/min - 6h

Retournement a la
restitution 10-
100ml/min

Ringage avec
1000mL de liquide
physiologique
hépariné (50001U/L) -
Débits :

Sang 65 ml/min (25s)
25ml/min (30s)
160ml/min (340 s)
Effluent 145 ml/min
(180s)

40mL (17ml de sang)
Utilisation sur du
sang - Débit 50-
180ml/min (sang)
10-35ml/min
(effluent) - 6h

10-100ml/min

100

Remplissage du haut
vers le bas - Ringage
avec 1000ml de
liquide physiologique
- Coating Rhéoparine
(17U1) - Débit
300mL/min -
Retournement pour
dégazage

55ml

Utilisation sur du
sang - Débits:
450ml/min (sang)
1,2L/min (oxygene) -
24h

Pas de spécifications

Connexion manuelle-
Ringage avec 1700ml
de liquide
physiologique non
hépariné- Débit
150ml/min

100ml

Utilisation sur un
dialysat d’albumine -
Débit 100-
200ml/min - 24h

Pas de restitution
(dialysat d’albumine)
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[1.4.1.4 Les dispositifs externes de mesure

[1.4.1.4.1 Capteurs de pressions

Pour mesurer des pertes de charge au sein des lidag mesures de pressions ont été faites
avec une centrale d’acquisition de chez Nationatriiments. Les capteurs utilisés peuvent
étre connectés directement sur une ligne ou éaeeplsur une dérivation du flux (cf. figure
70).

Figure 70: La centrale d'acquisition National Instruments et un capteur de pression

Pour calculer des pertes de charge dans une ligrferimule de Hagen Poiseuille a été
utilisée.

L = APzD* 128uQ avec L la longueur de la ligne (mp la perte de charge (Pa), D le
diamétre (m), p la viscosité de I'eau (u=I>Ha.s) et Q le débit (its)

11.4.1.4.2 Sondes de températures

Pour connalitre les pertes thermiques au niveawa aérdulation extracorporelle, la centrale
d’acquisition National Instruments a été équipéesdrdes thermocouples. Ces sondes ont
pour défaut d’étre invasives car elle s'inséreirgtérieur des lignes (cf. figure 71).

e —

Figure 71: Sondes thermocouples

La puissance thermique est mesurée avec I'équatiMante.

P = Q*C*AT avec P la puissance thermique (W), Q le débitnlC la capacité calorifique
de 'eau (4,186 J/ml. °C) &fT la différence de température (°C)
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11.4.2 Le logiciel de pilotage de la circulation extracorprelle

L’outil utilisé pour le pilotage de la circulatia@xtracorporel est le logiciel X-Lab. X-Lab est
un outil de laboratoire créer pour la machine PaBex [102]. Ce logiciel s’exécute dans un
environnement Microsoft Windows et permet le colgrdu fonctionnement d'un moniteur
Prismaflex en utilisant un ordinateur externe. lilex de données entre I'ordinateur et le
moniteur sont réalisés au moyen d'un adaptateudvsak 12C / SPI qui relie le port USB de
I'ordinateur au bus 12C interne du moniteur (figégy.

e S s ety e E S
Amorgage en cours, ienter 0212012 15.07.38

Figure 72: Fonctionnement du systéme de pilotage

X-Lab est destiné a étre un outil de laboratoirgylent qui, en plus de permettre d'avoir

un contréle complet de la machine Prismaflex, péroee mettre en place une interface

utilisateur personnalisée, d’afficher automatiquetraes graphiques des données recueillies,
de faire fonctionner des séquences opérationnpliédéfinies, d’exécuter des programmes,
et de surveiller des conditions d'alarmes spédfeded’agir en conséquence.

L'idée d’'un tel programme provient d’'une vue cortaepdu moniteur Prismaflex comme un
banc, autonome et multifonctions, de laboratoire. Hanc Prismaflex a l'avantage d'étre
constitué d’'un support jetable facilement modifeal{cassette) et de piéces de rechange
facilement disponibles (puisque produites pour étirecluses dans des circuits
commercialisés). Cela le rend idéal pour une @i pour des expérimentations de
laboratoire impliquant des configurations de citsusophistiqués qui nécessitent des
conditions d'exploitation complexes comme c’estds pour le projet SUPPLIVER.
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11.4.2.1 Exigences du systeme
Les éléments suivants sont nécessaires pourdatiibn de X-Lab :
* Un moniteur Prismaflex (version 3.2 & 7.10),
* Un ordinateur portable,
* Un Aardvark I2C / SPI (de Total Phase Inc.) avefirraware v3.5,
* Un port USB pour I'Aardvark (version 2.10),

« Un systéme d’exploitation Windows de Microsoft (sien Windows 7 ou supérieure).

[1.4.2.2 Présentation générale

La figure 7 représente la fenétre principale dudi@j qui s’affiche une fois X -Lab exécuté.
L'écran est composé de trois sections principaet(rées en rouge sur la figure 73) : (1) la
barre de menu, (2) la barre d'outils et (3) lesleisg

| b XLap [E=EE
[Efle Edit Bun Functiens I | 1
S LRW Fek - (1 il e eemmo@b) 2w e (]
Feface | Guphu/leggng | Seauncer | Progan | dams |
3 Humber of 1T, dewices. 5 0

Detected FC devices

psr A poftie) uon Tnad [4

Friematlze SV (1) Linicnosweri o

Eraila,desbl sersce mersonng
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Figure 73: Capture d'écran montrant la fenétre quiapparait lors de I'ouverture d’X —Lab avec (1) la
barre de menu, (2) la barre d'outils et (3) les ongts
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La barre de menu et la barre d'outils permettdhitdisateur d’agir sur les onglets. Ces deux
outils ont approximativement les mémes fonctionss longlets constituent les principaux
domaines de travail.

lIs permettent d’accéder a cing panneaux dontwhacune fonction spécifique :

1. Le panneau Interface permet d'interagir avec leitaan ainsi qu'avec les autres
panneaux.

2. Le panneau Enregistrement / Graphiques contientglaphiques des débits, des
pressions, des poids et de paramétres personndlissEmtient également des outils
lies a I'enregistrement des données.

3. Le panneau Sequencer permet d'entrer des instngcto la machine qui seront
exécutées dans l'ordre dans lesquelles elles séfimies sur un lapse de temps
spécifié.

4. Le panneau Programs est une fonctionnalité avadeéeab, qui permet I'édition et
I'exécution de programmes (de type script).

5. Le panneau Alarms permet de gérer le systeme dialdu programme qui va, chaque
fois qu'une condition d’alarme est remplie, exécutkes actions spécifiées par
I'alarme déclenchée.

En plus des cing panneaux a onglet, le programnmepodte plusieurs sous-panneaux qui
sont ancrés a l'intérieur des 5 panneaux. Plusiparmeaux déroulants sont également
disponibles pour effectuer diverses fonctions (&takge, contréle de la pompe ARPS pour

le réglage du niveau du piege a bulles...).

11.4.2.2.1 Le panneau d’interfaces

Ce panneau est en un sens linterface graphiqusysiéme et permet de contréler de

maniere interactive la machine Prismaflex. Il estspnnalisable dans une large mesure ce
qui lui permet de représenter une vaste gammeediattes que l'utilisateur peut adapter a ses
besoins. La figure 74 montre un panneau d'interfgoé comprend des commandes

permettant de modifier le débit des pompes, I'nHge des valeurs de pression, le
chargement de la cassette... Il contient égalemeatimage bitmap du moniteur Prismaflex

et 2 boutons personnalisés (« Start » et « Stajpn) chacun peut étre relié a un script défini
par l'utilisateur.
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Figure 74: Capture d'écran du panneau d'interface

11.4.2.2.2 Le panneau des graphiques

Ce panneau affiche en permanence plusieurs domnéesont automatiquement recueillies.
Il se compose de cing sous-panneaux : (1) les sléles pompes, (2) les valeurs de pression,
(3) les valeurs de poids, (4) les paramétres pedmes, et (5) un graphique personnalisé.
Une capture d’écran du panneau des graphiquegé&stmee a la figure 75. On peut voir le
graphique des débits des pompes pendant une ségdemeorcage (remplissage du circuit).
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Figure 75: Capture d'écran du panneau de graphiquesmontrant le sous-panneau des débits des pompes
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11.4.2.2.3 Le panneau des séquences

On utilise le panneau des séquences pour entreracki®sns qui seront exécutées par la
machine Prismaflex de maniere automatisée. L'exéaige fait de maniere séquentielle. La
figure 76 montre une capture d'écran du panneawségsences contenant les informations
pour une séquence d’amorcage. Chaque ligne degaesée contient la description, la

valeur et la durée de l'action a mener. En fonatement, on peut suivre visuellement la
progression du traitement de la séquence au mogetdedx barres de progression dans la
barre d'outils.
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Figure 76: Capture d'écran d'une séquence d'un amagage définie dans le panneau des séquences

11.4.2.2.4 Le panneau des programmes

Le panneau de programmes est une fonctionnalit@céeadu logiciel X-Lab qui permet
I'édition et exécution de scripts. Le langage daspts utilisé est spécifique a X-Lab. En
principe, chaque instruction peut étre considérémme une instruction conditionnelle
(« If » ou « Else ») avec un « Go to » correspoh@auan lien vers une ligne du programme
(cf. figure 77). Le panneau des programmes offre assez grande bibliotheque de fonctions.
La bibliotheque de fonctions contient des fonctioestinées aux opérations mathématiques
de base, a la manipulation des tableaux, a la maéatipn de l'interface graphique, au filtrage
des données, a la gestion des alarmes etc.
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Figure 77: Capture d'écran du panneau des programnedans lequel un exemple de script est chargé

11.4.2.2.5 Le panneau des alarmes

Le développement de la circulation extracorpor8IEPPLIVER a nécessité de complexifier
le systeme de gestion des alarmes (notamment eayaint une hiérarchisation complexe et
des signaux sonores correspondant).

Le panneau des alarmes permet de définir des ¢onslid surveiller. Le systéme veérifie en
continue les alarmes spécifiées par l'utilisatsugne ou plusieurs conditions d’alarme sont
remplies, il y a exécution d’'une action connexeelbanniere colorée, un signal sonore et un
message indiquent qu'une alarme a été déclenchég(ce 78).
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Figure 78: Capture d'écran du panneau des alarmesvac I'exemple d’'une alarme enclenchée
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Un panneau de configuration des alarmes permet é&@id les informations sur les
catégories d'alarmes et les actions corresponddefesfigure 79). Chaque alarme doit
appartenir a une catégorie correspondant a soe delpriorité.

Alarm configuration

Labe Callback

SetClamp(0)
qB =D

1 VARNING aqRep =0
qbia =0
Set Timer{D, 0]
ClearlJabdAlarm ()

. Clamp =0

A V/ARNING 38 =0

glia =0

al i
CAUTION qRep:=READ(E)
Set TimeriD, 0

5 ADVISORY

N | ® Coced | | 0K ]

Figure 79: Capture d’écran d’un exemple de tableawe configuration des alarmes

Le systéme scanne toutes les alarmes définiesldgrenneau des alarmes a une période de
100ms. Si une alarme est déclenchée, elle ne mEuEpe remplacée par une autre alarme
d'une catégorie ayant la méme ou une priorité iefée. Cependant, le déclenchement d'une
alarme avec une priorité plus élevée prendra laisedur une alarme existante de priorité
inférieure. Une fois, une ou plusieurs alarmes @lédhées, elles ne vont pas disparaitre de
I'écran méme si les conditions de leur existencesarg plus remplies. C’est seulement en
appuyant sur le bouton avec une fleche bleue sitiatee d'outils qu’il pourra y avoir une
réinitialisation de toutes les alarmes.

[1.4.3 Protocole des essais précliniques sur modele ovin

11.4.3.1 Intérét et objectifs des essais précliniques

Ces essais précliniques explorent le risque d'onte hémodilution. En effet, la circulation
extracorporelle SUPPLIVER a un volume d'environ l1, 250 ml de sang ainsi que 1,25L de
plasma). Deux type de priming ont été testés : nimipg classique au sérum physiologique
et un priming au plasma autologue (pour éviter type de rejet). Le principal objectif de
cette étude a été de dénombrer la proportion dammayant survécu jusqu'a la fin du
traitement. L'hémodynamique a été surveillée (poessartérielle moyenne) ainsi que
I’hémodilution (niveaux d'hématocrite et de pro&sriotales).
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[1.4.3.2 Equipements

Cette section ne liste pas de tous les équipenstatslards nécessaires pour I'exécution et le

by

suivi de traitements effectués sur les moutons ntaiges les pieces spécifigues a ce
protocole particulier destiné aux essais SUPPLIVER.

Une machine Prismaflex équipée d'un software né@dif

Une machine Add-On

Deux Aardvarks (un pour la Prismaflex et un poédd-On)

Un ordinateur portable contenant le logiciel X-Letda thérapie version 0.43
4 circuits SUPPLIVER de version 0.4 sans cartou&250 ni filtre a particules
Un bain thermostaté

Une pompe pour le chauffage

Un pousse-seringue

Deux réchauffeurs de poches de liquide

8 x 5L de solution liquide de substitution

4 x 500ml de solution de dextrose (pour les ségeetamorcage)

2 x 1L du plasma autologue des moutons

Un capteur pour la mesure de la pression arténetigenne

4x 50ml de billes de Manucol stériles avec 2g /mhDde microparticules de verre
dans du Ringer

11.4.3.3 Programme de monitorage

11.4.3.3.1 Conditions et programmation des essais

Le modéle choisi est celui couramment utilisé ci@anbro pour des tests de validation en
rapport avec la coagulation des circuits d’hémadial Les essais sont faits sur des moutons
éveillés. Les animaux subissent des circulatiorigaerrporelles répétées sur 1 a 2 semaines.
La jugulaire interne est choisie comme abord vaspel L'anticoagulation a I’héparine est
gérée par des mesures du TCA (temps de céphalivé@c2 mL de sang sont recueillis sur
tube de verre et mélangés a un activateur. Un patiant situé au fond du tube est entrainé
dans un mouvement rotatif qui cesse quand le ssingoagulé.
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Deux moutons, d’environ 80kg, ont été testés suxdours non consécutifs (cf. tableau 8).

Les traitements ont été effectués de maniere smil@our tous les animaux et ont duré 4

heures (sauf dans un cas ou une coagulation estrawg). La restitution du sang a été faite

dans tous les cas et la restitution du plasma @nmngunt dans les cas ou il y a eu seulement
I'utilisation d'une solution sérum physiologiqueysd’amorcgage.

Tableau 8: Codage des conditions (a gauche) et gnammation des essais (a droite)

Jour Mouton A MoutonB

Jour 1 Al SP -
Sérum Plasma Jour 2 ) B1 PA

physiologique autologue
SP PA

Solution de priming

Jour 3 A2 PA -
Jour 4 - B2 SP

11.4.3.3.2 Données systémiques

La pression artérielle moyenne a été mesurée emgmemce (sauf pour le quatrieme jour
d’essais ou le capteur n'a pas pu étre placé amirfial). Les échantillons de sang prélevés
au niveau de la ligne d’acces sont considérés corgtaat représentatifs des valeurs
systémiques. Les parametres d'intérét sont I'hécniddoet le taux de protéines totales. Les
mesures ont été faites avant 'amorcage et perddrditement.

11.4.3.3.3 Données concernant la circulation extracorporelle

La porosité du lit fluidisé devait atteindre O, dbles bioréacteurs ont été remplis avec 20%
de billes (volume de billes = 50 ml / hauteur dulliidisé pour un débit nul = 1,88 cm). Le
volume total en fluidisation devraient donc étrendiron 65 ml (h = 2,5cm).

Le réglage du lit fluidisé s’est fait avec le débé recirculation. Les deébits initiaux ont éte
fixés a 180ml/min (débit du sang) et 25 ml/mink{dé&’ ultrafiltration) afin de s’adapter aux
spécifications du plasmafiltre. Le réglage de lapérature du circuit a été fait au moyen
d’'une circulation d'eau chaude dans le dispositiited Une eau chauffée a 43 °C et
traversant a 400 ml/min le Hilite devrait condudreine température d'environ 39 °C dans les
bioréacteurs (le mouton a une température interae3@°C). Les pressions du circuit
extracorporel ont été monitoré par le programmeak-LDes échantillons de plasma ont été
prélevés pour connaitre le taux de protéines tefatle pourcentage d'hématocrite.

11.4.3.4 Programme d’échantillonnage et d’analyse

Pour chacun des quatre traitements prévus dan®tlegole, des prélevements de sang et de
plasma ont été effectués selon les tableaux swgvaetvolume total de prélévement de sang
a eté d'environ 35 ml par traitement (cf. tableati®et 11).
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Tableau 9: Programme d’échantillonnage pour les domées systémiques

Minutage Site Volume Analyses
) . 1 ml de sang Hématocrite
Avant le démarrage Shunt / acces —
2 ml de sang (plasma) x2 Protéines totales
Apres le priming 1 ml de sang Hématocrite
S5min 2 ml de sang (plasma) x2 Protéines totales
Aprés 15, 30, 60, 120, Acces 1 ml de sang Hématocrite
240 minutes de B
. 2 ml de sang (plasma) x2 Protéines totales
traitement

Tableau 10: Programme d’échantillonnage pour le cicuit extracorporel

Minutage Site Volume Analyses
L Protéines
Si priming au plasma Poche 2ml de plasma x 2
totales
A la fin du priming Entrée des Protéines
. oo o, 2ml de plasma x 2
(si c’est un priming au plasma) bioréacteurs totales
A la fin du priming Sortie Protéines
., o o 2ml de plasma x 2
(si c’est un priming au plasma) des bioréacteurs totales
Apres 5, 15, 30, 60, 120, 240 minutes de Entrée des Protéines
X o 2ml de plasma x 2
traitement bioréacteurs totales
Apres 5, 15, 30, 60, 120, 240 minutes de Sortie Protéines
i o 2ml de plasma x 2
traitement des bioréacteurs totales

Tableau 11: Résumé du nombre d’analyses

Type d’analyse Hématocrite Protéines totales

Nombre par traitement (total) 7 (=>n=28) 38-44 (=> n=152-176)

Les échantillons de sang (pour le dosage des pextéiotales) ont été collectés dans des
tubes contenant de I'anticoagulant au citrate (10@e 900 uL de plasma) puis centrifugés.
Les échantillons de plasma ont été congelés poaramalyse ultérieure chez Gambro en
utilisant l'automate ABX Pentra 400 de la sociét@riHa.
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CHAPITREII : OPTIMISATION DU BIOREACTEUR A LIT FLUIDISE

1.1 PROBLEMATIQUES LIEES AU BIOREACTEUR A LIT FLUIDISE

Dans une perspective d’application clinique, largétrie et le mode de fonctionnement du
bioréacteur a lit fluidisé hébergeant les hépamgyloivent étre affinés. En effet, comme
nous l'avons vu dans le chapitre I, la plupart égsaign vitro a I'Université de Technologie
de Compiégne, ont été réalisés jusqu’a présent amdmoréacteur a petite échelle (environ
10 mL) perfusé avec du milieu de culture. Les exjewajeurs dans cette partie sont le
passage a I'échelle humaine (effet de volume) gteldusion de plasma pathologique (effet
de masse volumique). Ces deux paramétres impaatgant sur la fluidisation que sur la
bioencapsulation.

Un bioréacteur dimensionné pour des traitementsz ¢imme a déja été testé avec du
liguide physiologique et sans cellules & I'UTC (fig3 du chapitre 1). Il est issu d'une
premiére conception en lien avec le cahier desgesaétabli avec I'équipe du Dr. C. Selden
au Royal Free Hospital (Londres, UK). Cependantpicgéacteur en acier inoxydable (et
donc autoclavable) est volumineux et difficilemersdaptable & wune circulation
extracorporelle compléte telle que celle proposgda machine Prismaflex. Il convient donc
de définir une enceinte conforme aux nouvellesnégte De plus, pour I'application clinique,
il devient important que le volume mort en fluidisa, aussi appelé porosité du lit fluidise,

soit minimal, car il s’agira d’'un volume de plasewtérieur au patient.

Comme indiqué dans le chapitre I, le lit fluidisé met en place dans un bioréacteur de
forme cylindrique sous l'effet combiné de la perfus d’'une phase fluide qui crée une
poussée vers le haut sur la phase solide, cellanit entrainée en sens inverse par la
pesanteur. L’équilibre est atteint en fonction esedement des différences de masse
volumique entre ces deux phases. Le cas de lagienfule plasma pathologique est donc a
traiter spécifiguement car le plasma, de par saceamation en protéines, a une masse
volumique trés proche de celle des billes d’algn#&lus la différence de masse volumique
entre le liquide et les particules en suspensittiadsie, plus le débit de perfusion nécessaire
a I'expansion du lit est faible. Or, ce débit defpsion du bioréacteur doit étre élevé pour
prendre en charge de maniere efficace le patiartdps échanges accélérés et un volume de
plasma total traité suffisant).
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Deux solutions ont alors été envisagées : une cdrat@n du plasma pour augmenter sa
masse volumique pour pratiquer une fluidisatiomversée » ou un alourdissement des billes
d’alginate a I'aide de microparticules de verrett€alerniere solution peut alors avoir une
influence sur la bioencapsulation et plus parten@diment sur la fonctionnalité des cellules
encapsulées.

Enfin, le passage a I'échelle humaine nécessitsi @gspouvoir produire en masse des billes
d’alginate contenant des cellules fonctionnelleglaCimpose d’étudier et de valider un
certain nombre de choix en termes de stérilité eeffabrication des billes hébergeant des

cellules.

Dans ce chapitre, suivant les différentes étapessegmtées dans la Figure 80, nous
présenterons dans un premier temps la géométriebiduéacteur, en comparant le

comportement du lit fluidisé sous cette nouvellenfoguration aux résultats obtenus

précédemment a plus petite échelle. Puis, nousnidéfis dans quelles conditions de
perfusion ce bioréacteur peut étre utilisé avecpthsma pathologique. Nous analyserons
ensuite I'impact de I'alourdissement sur les préfas mécaniques et biologiques des billes,
avant enfin de nous intéresser aux procédés a emettrceuvre pour produire en grand
nombre ces billes pour une future application glir.

Perfusionde plasma

Passage al’échelle humaine .
pathologigue

. Bioréacteur adapté a ka machine

Fluidisation Prismaflex

= Utilisation d'une cartouche déja
commercialisée par Gambro

Cebit de fluidisation compaifhle avec un
traitement

= Concentration du plasma

7 = Alourdissement des billes d'alginate

Minimisation du volume morten

fluidisation

= Détermination de la porosité
optimale du lit fluidisé

& i

Minimisation de Fimpact d’un
‘alourdissement desbilles d’alginate
avec ajout de microparticules de verre
sur la fonctionnalité des cellules

Production de billes d’alginate en masse

= Détermination d'une stérilisation
adaptée ala production en masse

= Détermination d’'un mode de
fabrication adaptée ala production
enmasse

Bioencapsulation

i = Détermination de l'alourdissement

optimale pour garantir la

Production enmasse de cellules fanétioanatitédes cellbles

fonctionnelles

= Prolifération de cellules isolées dans
les billes d'alginate

= Encapsulation de sphéroides

Figure 80: Schéma récapitulatif des exigences reotrées pour le passage a
I’échelle humaine et la perfusion de plasma patholfique et des solutions a étudier
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1.2 PASSAGE A L’'ECHELLE HUMAINE ET FLUIDISATION

Le but des travaux suivants a été, dans un prengiemps, de tester des designs de
bioréacteurs plus adaptables a la machine Prismaibeir le passage a I'échelle humaine.
Dans un second temps, la fluidisation a grande ligcheans le bioréacteur choisit, a été
compareée a celle a petite échelle et aux modééewitfues de fluidisation. La caractérisation
du lit fluidisé se fait en calculant la porosité aui-ci (ou volume mort) par observation de
son expansion ou hauteur finale (cf. I11.2). Enfin, s’est attaché & maximiser le remplissage
du bioréacteur tout en maintenant une fluidisabptimale.

.2.1 Choix du bioréacteur et recherche des conditions apnales de

fluidisation

111.2.1.1 Essais sur deux colonnes commercialisées

Le bioréacteur doit étre de géométrie tubulairpertnettre une expansion correcte du lit de
billes lors de la fluidisation. Il doit aussi étassez volumineux pour pouvoir contenir un
nombre important de billes et ainsi héberger un mm@mmportant de cellules pour garantir
une thérapie efficac@ partir des données de la littérature, et sanpigeé de I'efficacité in
vivo du foie bioartificiel a lit fluidisé, il parairéaliste de dimensionner le systeme final pour
héberger environ 1000 mL de billes d’alginate. (&.1.1).

Avant de partir sur une conception nouvelle, dewornes déja commercialisées pour
d’autres applications ont été testées avec desshiides dans du liquide physiologique: la
cartouche d’adsorbant du systtme MARS et la cah®wachémoperfusion ENSO, décrites en
détail dans la section Matériels et Méthodes. Eaptaht quelque peu le support destiné a la
machine Prismaflex, il est possible d’inclure faallent une ou plusieurs de ces cartouches
dans une circulation extracorporelle (cf. figure).8e plus, ces dispositifs ont I'avantage
d’avoir été développés et qualifiés pour une proidacindustrielle.

La cartouche MARS donne de bons résultats de 8atthn. La montée du lit est homogéne
et I'expansion est importante. Les billes ont bhimnmouvement de fluidisation : amenées par
la perfusion, elles montent au centre de la cahlteymuis sédimentent au niveau des parois
(cf. figure 82 et 84). De plus, la cartouche esiléanent manipulable et démontable du fait
gu’elle met en ceuvre des embouts vissés. Dansslde$a cartouche ENSO, le lit fluidisé ne

se forme pas et ce malgré I'ajout d’'un répartitder flux & quatre sorties (cf. figure 67
11.4.3.1).
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Seules quelques billes sont projetées vers le mmaais la hauteur du lit ne change
pratiqguement pas et I'expansion est donc trésdajbl. figure 82 et 84). Ceci est sans doute
di au fait de son design Iégérement conique.

De plus, I'étanchéité n’est pas bonne car elleagteech assemblant les pieces de la cartouche
en force et I'apparition de bulles d’air est notéa cartouche est normalement scellée
thermiquement en chauffant les joints en plastigwes extrémités (cf. figure 83). Les billes
ont été contrélées avant et aprées fluidisatione€lh’ont pas été endommagées par les
manipulations. Le diamétre des billes est consthmhe expérience a l'autre (1,35mm de
moyenne).

Figure 81 : Montages sur des cassettes Prismafler th cartouche MARS a gauche et de la cartouche
ENSO a droite.

Figure 82: A gauche : Fluidisation au sein de laastouche MARS. A droite : Fluidisation au sein
de la cartouche ENSO (Débit = 100ml/min)
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Figure 83 : Des bulles d’air se forment prés du jait de la cartouche ENSO signe d'une perte
d'étanchéité

Expansion du lit fluidisé des cartouches MARS et ENZO en fonction du débit
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Figure 84: Expansion du lit fluidisé dans les cartoches MARS et ENSO en fonction du débit

Cette expérience a permis d’écarter la possibditéiliser la cartouche ENSO en tant que
bioréacteur. En effet, la fluidisation est quasim@mexistante dans cette cartouche. Au
contraire, la cartouche MARS s’est révélée étre possibilité tres intéressante. Nous avons
donc poursuivi les expérimentations avec cetteocatie

1.2.1.2 Impact de I'ajout d’un répartiteur

Dans les bioréacteurs précédents a grande échailagépartiteur de flux en entrée du
bioréacteur avait montré son intérét pour homoggrdiexpansion des billes. La fluidisation
des billes d’alginate a été testée dans la careMARS avec un répartiteur a trois sorties et
sans repartiteur. Les billes utilisées étaientllbss d’un diametre de 1,35mm environ (soit
une taille un peu plus grande que celles généralerpeoduites). Sous un deébit de
100mli/min, I'effet du répartiteur sur la fluidisati s’observe bien sans répartiteur, la
surface du lit est tres inhomogene, I'élévation bidles forme un déme ; avec répartiteur, la
surface du lit est plane et homogéne et, pour umen@ébit, I'expansion est bien plus élevée.
Le répartiteur apporte une nette amélioration @ualité de la fluidisation et a donc été
conserve lors des manipulations suivantes (cfréd@b et 86).
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Figure 85: Fluidisation a 100ml/min au sein d’'une artouche MARS. A gauche: Sans répartiteur. A
droite: Avec répartiteur.

Expansion du lit fluidisé des cartouches MARS et ENZO en fonction du débit
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Figure 86: Expansion du lit fluidisé de la cartoucle MARS avec ou sans répartiteur en fonction du débi

[11.2.1.3 Recherche d’'une fluidisation optimale

Une expérience de fluidisation a été faite dandiglide physiologique de type Ringer avec
des billes toutes justes fabriquées et colorées poe meilleure visualisation du lit fluidisé.
L’expansion est facilitte du fait du diametre plpstit des billes (850nm ce qui est
souhaitable) (cf. figure 87). La cartouche MARSt@ &quipée du répartiteur de flux.

Méme pour de faibles débits (10 ml/min) toutesdékes sont en mouvement et aucune zone
de stagnation n’est observée. Les débits de flaitisa obtenus se situent dans une gamme
qui peut étre compatible avec les possibilités ddusion d’une plasmaphérese (quelques
dizaines de mL/min, sans recirculation du plasma).
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Expansion expérimentale du lit fluidisé en fonction du débit
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Figure 87: A gauche: Fluidisation & 20ml/min dans ne cartouche MARS contenant des billes tout juste
fabriquées. A droite : Expansion du lit fluidisé dans la cartouche MARS en fonction du débit.

Un suivi des pressions a I'entrée et a la sortidbiduéacteur a été réalisé pour un débit de
25ml/min. La perte de charge se stabilise a enviloomHg ce qui est tres faible.

La cartouche MARS semble donc optimale pour unesation en tant que bioréacteur.

.2.2 Effet du changement d’échelle sur la fluidisation

Des essais ont été realisés dans le but de migaxtéaiser la fluidisation dans la cartouche
MARS. La fluidisation observée dans les bioréactede 8 ml utilisés a I'Université de
Technologie de Compiégne pour les essais de cutteltalaire (Fig. 88) a été comparée a
celle obtenue dans la cartouche MARS de 250ml (88. Des billes vides d’environ 900
microns ont été perfusées dans du liquide physiqleg de type Ringer a température
ambiante. Les porosités du lit fluidisé obtenues lbes fluidisations expérimentales ont été
comparees entre elles et a celles calculées grates anodeles théoriques décrits dans la
partie Matériels et méthodes. Il ressort que ledétes de Foscolo et de Richardson et Zaki
sont bien adaptés aux expérimentations réalisésmodeles de Ganguly et Hinata et Bulos
n’'ont pas été utilisés car ils ne sont fiables gaer des porosités tres faibles.

Les modéles de Richardson et Zaki et de Foscoldemttance a bien simuler la fluidisation

obtenue a petite échelle. Pour la fluidisation @nge échelle avec la cartouche MARS, les
modeles théoriques, appliqués dans les mémes @mmsliju’avec les petits bioréacteurs

sous-estiment la porosité expérimentale de 20 a 30%
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En effet, si on compare les comportements dedllitdisés de fagcon adimensionnelle (Fig.
90), il apparait que la porosité du lit dans lesréacteurs de grand diamétre (5,8 cm) est
plus élevée que celle dans les bioréacteurs de¢ getmétre (1,1 cm). Dans les deux
configurations, tous les parameétres sont pourtdantiques : méme liquide de perfusion et
méme température donc méme masse volumique et mé&oesité de la phase fluide, et
méme billes donc méme masse volumique et tailllea gdrase solide.

Cette difference de comportement peut s’expliquar lp fait que les effets de bord sont
moins importants dans le grand bioréacteur. Enteliéerapport du diamétre de la particule
sur le diametre du bioréacteur (dp/D) est envirgal @ 0,02 alors qu'il est environ égal a 0,1
pour les petits bioréacteurs de laboratoire. Leuatle la vitesse terminale de chute, qui
dépend des effets de bord, et qui influence I'espan du lit, serait donc a revoir au cas par
cas pour disposer de modélisations plus fiablesQuéapitre 11.2.2).

Dans une démarche pragmatique, et pour la probiqueatdu changement de bioréacteur,
nous utiliserons pour la suite 'abaque de la figg@L qui donne les correspondances entre les
débits de perfusion entre les deux tailles de bictgur pour obtenir des expansions de lit
équivalentes, dans la gamme qui nous intéresse.

Comportement en fluidisation a petite échelle dans du Ringer a température
ambiante
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Figure 88: Porosité du lit fluidisé en fonction dudébit dans un bioréacteur de petit volume remplit sec
des billes vides dans du Ringer a température amhiae (n=3)
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Comportement en fluidisation a grande échelle dans du Ringer a température ambiante
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Figure 89: Porosité du lit fluidisé en fonction dudébit dans un bioréacteur MARS remplit avec des biés
vides dans du Ringer atempérature ambiante (n=3)

Comparaison des porosités a petite et grande échelle en fonction de la vitesse de
fluidisation dans du Ringer a température ambiante
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Figure 90 : Comparaison des porosités a petite etande échelle en fonction de la
vitesse de fluidisation dans du Ringer a températw ambiante (n=3)
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Porosité en fonctlon du déblit appliqué a chagque bloréacteur
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Figure 91: Mise en rapport des débits obtenus a pié¢ et grande échelle pour des porosités de lit
fluidisé équivalentes (n=3)

1.2.3 Influence de la porosité du lit fluidisé sur la forctionnalité de

sphéroides de C3A encapsulés

Un autre axe d'optimisation de la fluidisation cenwe la quantité de billes que peut
héberger un bioréacteur. Afin de maximiser le nantbe cellules au sein du bioréacteur, il
conviendrait de minimiser la porosité du lit powupoir augmenter le taux de remplissage
du bioréacteur. Il faut cependant maintenir unedfiation correcte c'est-a-dire a méme
d’assurer une bonne fonctionnalité des cellulesquia présent, les essaisvitro a petite
échelle se sont basés sur un rapport %2 entre vollarig tassé et volume du bioréacteur, ce
qui correspond a une porosité du lit fluidisé d& @es essais a petite échelle ont été réalisés
en comparant deux porosités : 0,45 et 0,6. Leeditint été fabriquées avec une densité
cellulaire de 20 millions (M) de cellules C3A emgpoides par ml d’alginate (cf. figure 92)
Des bioréacteurs de petit volume ont été utilisgsr pimiter le nombre de cellules a cultiver
suivant les protocoles décrits dans le Matérienéthodes (cf. figure 93). Les fluidisations
ont été obtenues dans du SVF dilué de moitié darigjdide physiologique. Des aliquots de
surnageant ont été prélevés en début et fin d’ésepée de fluidisation (au bout de 6 a 8
heures).
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Figure 92: Observation au microscope des billes disées pour I'étude de lI'impact de la porosité detl
fluidisé sur la fonctionnalité de sphéroides de C3&ncapsulés

Figure 93: Expérience de fluidisation. A gauche: Léit & une porosité de 0,45. A droite : Le lita ue
porosité de 0, 6.

Pour les deux conditions de porosité, les résultisconsommation de glucose et de
production d’albumine sont trés similaires.

La production d’'urée s’'avére par contre augmentég d’'une fluidisation a une porosité de
0,45 par rapport a une fluidisation a une porodiéé0,6 (non significatif)Cependant, ce
parametre est assez instable, du fait du manqueéaésion des dosages, et n'est donc pas le
plus pertinent (cf. figure 94).

Fluidisation a différentes porosité dans du SVF 1/2
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Figure 94: Résultats de consommation de glucose et de prodiom d’albumine et d'urée de
sphéroides de cellules C3A encapsulés en fonctioa l& porosité du lit fluidisé (n=3)
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Un lit fluidisé d’'une porosité de 0,45 semble avidés capacités métaboliques similaires a un
lit fluidisé d’'une porosité de 0,6. Le plus faibtebit de perfusion ne semble donc pas
engendrer une diminution délétére des transfertsnaigiments ou d’oxygéne pour les
cellules encapsulées. Utiliser une porosité de pdarait donc permettre de maximiser le
volume de billes dans le bioréacteur. Concernamatdouche MARS, pour une porosité de
0,6, seulement 125ml de billes en lit tassé poudtae mise a fluidiser dans le bioréacteur.
Si la porosité du lit fluidisé est abaissée a Ojfipeut étre envisagé de mettre 160ml de
billes en lit tassé dans la cartouche soit une angation du volume de plus de 25%.

[11.2.4 Bilan

Dans cette premiére partie, nous avons donc vadid#hoix d’utiliser des cartouches vides
MARS comme bioréacteurs a Ilit fluidisé. Nous dispus ainsi de colonnes déja
commercialisées et validées sur le plan réeglemen{dispositif & usage unique) qui peuvent
potentiellement héberger 125 a 160 mL de billedgihate. Nous verrons plus tard dans le
chapitre IV comment elles pourront étre déployéesisdla circulation extracorporelle
complete. Dans cette premiére partie, nous avongnmgue le comportement du lit fluidisé
a grande échelle pouvait aisément étre calqué elui obtenu avec les colonnes de 8 mL
utilisées lors des précédents essais vitro au laboratoire, et que les modeles de
comportement restent valables avec du sérum ploggple.
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1.3 PERFUSION DE PLASMA PATHOLOGIQUE ET FLUIDISATION

Des essais a grande échelle avec du plasma visahparer la fluidisation a celle obtenue
dans du liquide physiologique. La différence de seagolumique entre la phase fluide et la
phase solide est cruciale pour la mise en ceuvta flaidisation. Nous avons donc souhaité
prendre en compte des le début la problématiquea gariabilité inter-patients, qui ne devra
pas perturber 'approche globale de fluidisatioogmsée.

1.3.1 Fluidisation a grande échelle dans du plasma boviavec

simulation de la variabilité inter-patients

La variabilité inter-patients a pu étre simuléed#imant plus ou moins le plasma de départ.
Trois types de plasma ont été obtenus a partir dikgions: un plasma avec une
concentration de 45g/L en protéines totales (hypa&mnémie : simulation d’'un patient en
insuffisance hépatique), un plasma a 20g/L (hypmgmnémie trés sévere) et un plasma a
70g/L (taux dans la norme située entre 65g/L efl80d.e plasma est maintenu a 37°C grace
a des bains thermostatés (cf. figure 95).

Pompe péristaltique

Capteurs Sondes
de pressnon de Iemperature

= =

[ ] [ | | ] g

g 20 g/L 45 g/L 70 g/L
FF;T; ;q ) | (e

o J

Bain marie thermostaté 3 Bain marie thermostaté 37°C

Figure 95 : Schéma de I'expérience de fluidisatioau plasma avec simulation de la variabilité inter-
patients

Comme attendu, le mouvement de fluidisation dépeeaucoup de la différence de masse
volumique entre le liquide et les billes (cf. figu96).
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Les masses volumiques des trois plasmas prépatéstérmesurées et sont relativement
proches (de 1002 kg. ha 1016 kg.n?). Cependant, les résultats de fluidisation so@s tr
variables : les billes flottent dans du plasma /L@t sédimentent dans du plasma a 45g/L.
On peut donc estimer que les billes d’alginate ane masse volumique comprise entre 1011
et 1015 kg.m-3.

Miveau des billes
s dans le bioréacteur

v

. i i Eo =
Taux protéique 45 g/ Taux protéigue 70 g/l Taux pratéigua 20 g/l
p =1010 kgm-3 2 =1016 kgm-3 £ =1002 kgm-3

(mesure a la fiole) (mesure & la fiole) (mesure & la fiole)

Fluidisation normale | Fluidisation inverse | Fluidisation normale
(les hilles flottent)

Figure 96: Lits tassés de billes d’alginate obtenud débit nul dans du plasma avec une simulation da
variabilité inter-patients

Si p billes <p fluide les billes flottent et on peut faire unaiflisation inverse en inversant le
sens de la perfusion (du haut vers le bas) comneeest décrit par Karmamenev et Nikolov
en 1992103].

Plus la différence de masse volumique est élevas lgs débits de perfusion doivent étre
forts pour générer le mouvement de fluidisationuPdes plasmas a 45g/L et a 70g/L,
aucune mesure de montée ou de descente du liunéare réalisée car des 5ml/min le lit était
déja completement fluidisé. Pour le plasma a 20 lfluidisation est totale a 10ml/min.

La fluidisation, dans ces conditions, est difficileamenvisageable car les masses volumiques
des plasmas sont trop proches de celle des bildgimate. D’autant plus que le patient en
insuffisance hépatique va se retrouver, si ledraént fonctionne (synthése d’albumine par
les cellules du foie bioartificiel), avec un plasma possedera une masse volumique de plus
en plus élevée. Les débits de fluidisation sontsdant les cas trop faibles pour correspondre
a des deébits de traitement. En effet, pour quéndaapie soit efficace il faut que les débits
soient assez élevés pour traiter tout le volumsrpéique du patient (environ 3 a 4L) en un
temps assez court (quelgues heures).

Deux solutions sont alors possibles : augmentendasse volumique des billes en ajoutant
des microparticules plus denses dans la solutialgiiate ou augmenter la masse volumique
du plasma, en le concentrant en amont grace alua, fpour réaliser une fluidisation «
inversée ». Nous avons donc poursuivi nos investiga de maniere a envisager la mise en
place de ces deux solutions.
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11.3.2 Fluidisation inversée a grande échelle dans du plas de bovin

concentré

Chaque patient, suivant sa pathologie, peut aveie unasse volumique plasmatique
différente. On a vu que ce paramétre est primorgd@ir piloter le comportement du lit
fluidisé. Une étape de concentration du plasmaaéxpar plasmaphérése pourrait permettre
de générer une difféerence de masse volumique auoffiseent €levée pour envisager la
fluidisation inversée, c'est-a-dire une perfusi@nld colonne de haut en bas avec un flux
descendant de la phase fluide qui viendrait a lbg@pdu phénomeéne de flottaison.

Pour concentrer le plasma, un filtre de dialyseZB)Fa été utilisé. La faction filtrée extraite

a été de 20% (50ml/min de débit de plasma et 10mltea débit de filtration). Le plasma a

été concentré, jusqu’a atteindre une concentraioprotéines totales de 135g/L, pour qu’il
ait une masse volumique suffisante pour que ladidation inverse soit possible (environ

1030kg.m-3). A partir de ces mesures, et des pegtéd (cf. 11.2.2), il a été possible

d’établir une relation entre la masse volumiquepthsma et sa concentration protéique (Fig.
97).

p plasma = 996 + 0,28 x Cp ; aveen kg.m? et Cp en g.L-1 ou kg.m-

Evolution de la masse volumique du plasma a 37°C en fonction de son taux protéique
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Taux protéique (g/L)

Figure 97: Evolution de la masse volumique du plasana 37°C en fonction de sa concentration de
protéines totales.

Le plasma concentré a ensuite été utilisé pourrnaeipulation de fluidisation inverse avec
50ml de billes d'alginate vides en lit tassé. LerbBacteur a été maintenu a 37°C dans un
bain thermostaté. Pour un débit de fluidisation tes billes flottent bien en lit tassé en haut
du bioréacteur. La porosité initiale du lit eststiégerement inférieure a 0,3 (cf. figure 98).
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Figure 98: Manipulation de fluidisation inverse a @bit nul (Le lit est tassé en haut du bioréacteur)

Le plasma concentré a provoqué des difficultés damsise en ceuvre de I'expérimentation.
En effet, lors de la mise en place de la perfusiorhaut vers le bas, on observe que la forte
concentration protéique crée des amas visqueux iloind qui viennent perturber la
fluidisation au sein du bioréacteur. De plus, laspha mousse beaucoup ce qui engendre des
problemes de répartition du flux a I'entrée du Bamteur. Enfin, la couleur trés sombre du
plasma concentré associée a la transparence des ddélginate fait qu'il est trés difficile de
visualiser les billes lors de la fluidisation (Gfjure 99).

Figure 99: Manipulation de fluidisation inverse. Agauche : Présence de mousse a l'entrée du
bioréacteur. A droite: Difficultés de visualisationde la hauteur du lit fluidisé.

Pour un débit de 25ml/min, débit pour lequel ladisation dans du liquide physiologique est
optimale avec une expansion du lit de 60%, la haude lit fluidisé n’est pas mesurable. Les
billes sont en mouvement mais celles-ci ne fornpag un lit avec une surface réguliére et
plane comme dans le cas d’une fluidisation nonrsée.

Le comportement du plasma concentré semble dore @ir frein trop important pour
envisager le développement de la fluidisation iseattans le cadre d’une thérapie telle que la
thérapie SUPPLIVER. De plus, la gestion d'une fisédion inverse induit des
complexifications importantes dans la conceptiohad@rculation extracorporelle.
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11.3.3 Alourdissement des billes avec des microparticulede verre

L’alternative consiste donc a alourdir les billes g incluant des particules de masse
volumique importante. Un alourdissement des bileed)aide de microparticules de verre,

avait déja été testé a I'Université de TechnoladgeCompiégne pour son usage au Royal
Free Hospital (Dr Selden). Cette approche doit B2@oduite et adaptée pour la géométrie
actuelle du bioréacteur.

[11.3.3.1 Calcul de la masse de microparticules a inclure

Comme vu précédemment lors d'une fluidisation dahs liquide physiologique, les
différences de masses volumiques entre le fluidee®tilles sont assez importantes pour
obtenir des débits de fluidisation compatibles aueactraitement. Nous cherchons donc a
reproduire ces conditions.

Les différences de masses volumiques entre leasbdlalginate et le liquide de Ringer a
22°C ont été estimées en moyenne & 17,5 Ry.pmr une approche inverse corrélant les
expansions de lit obtenues expérimentalement aelaate Richardson et Zaki.

En incluant la variabilité inter-patients et cetlee a la mesure des masses volumiques, une
augmentation d’environ 12,5 kg.fde la masse volumique des billes semble souhaitabl

qui correspond & une masse volumique des billesatentours de 1030 kg.fh-A partir de
cette conclusion, il a fallu calculer le pourcemate microparticules de verre a ajouter a la
préparation d’alginate pour arriver a alourdir béiées jusqu’a la masse volumique visée.

Une meéthode de calcul, applicable quels que st parameétres décrivant les billes
d’alginate ou les microparticules alourdissantepleyees, a donc été mise en place. Un
tableau Excel (cf. Annexe 1) permet d’établir, pahaque préparation d’'un volume V de
billes d’alginate, la masse de microparticulesd@ure. Dans I'exemple présenté, on souhaite
connaitre la masse de microparticules de verre idmé@&re moyen 20 um a inclure dans
I'alginate sous forme liquide avant formation dekkeb qui se rétractent lors de la phase de
gélification. D’aprés les calculs, il conviendraitajouter environ 1,24g de microparticules
de verre pour 100ml de solution d’alginate liqumsur obtenir une masse volumique finale
de 1030 kg.n®

[11.3.3.2 Fluidisation a petite échelle dans du SVF

Des billes sans cellules de 1 mm de diametre anipktcées pour une fluidisation dans du
SVF a 37°C ou dans du liquide physiologique (Riphgartempérature ambiante. Deux
alourdissements (1,25 et 2g/100ml d’alginate) aéttéstés.
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Les résultats expérimentaux obtenus ont été comparéeux générés par les modeéles de
Richardson et Zaki et de Foscolo (Fig. 100 et EQR), en appliquant les masses volumgiues
calculées pour les deux ajouts de microbilles deeve

Comportement en fluidisation a petite échelle de billes alourdies a 0g de verre
par ml d'alginate dans du SVF a4 37°C
0,850 Q
0,750 ]
= Porosité expérimentale
w 0,650
.% ===MNodeéle Richardson Zaki
9 0,550
s / Madele Foscolo
0,450 /
0,350
*
0,250 T \ T
0,0 1,0 2,0 3,0
Débit appliqué Q (mL/min)

Figure 100: Porosité du lit fluidisé en fonction dudébit dans un bioréacteur de petit volume remplit
avec des billes vides dans du SVF a 37°C (n=3)

Comportement en fluidisation a petite échelle de hilles alourdies a 1,25g de verre
par ml d'alginate dans du SVF a4 37°C
0,850
0,750 /
& 0,650 ,F"Ké
g > ]
'g 0,550 Porosité expérimentale
G s ;
o 0,450 ¢, —=—Modéle Richardson Zaki
/i Modéle Foscolo
0,350
4
0,250 T T T T T T )
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Débit appliqué Q, (mL/min)

Figure 101 Porosité du lit fluidisé en fonction du débit dars un bioréacteur de petit volume remplit ave
des billes alourdies a 1,25g/100ml dans du SVF a°&7(n=3)
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Comportement en fluidisation a petite échelle de billes alourdies a 2g de
verre par ml d'alginate dans du SVFa 37°C

0,850

0,750

0,650

== Porosité expérimentale
0,550 P

Porosité €

== Modele Richardson Zaki
0,450

Muaodéle Foscolo

0,350

0,250 ' ' I I ' | '
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Débit appliqué Q (mL/min)

Figure 102: Porosité du lit fluidisé en fonction dudébit dans un bioréacteur de petit volume remplit
avec des billes alourdies a 2g/100ml dans du SVRB#°C (n=3)

Quelque soit I'alourdissement, les modéles de Ritdwn et Zaki et de Foscolo ont tendance
a bien simuler la fluidisation obtenue.

En comparant les fluidisations entre elles, un almsement apparait de nouveau comme
indispensable (cf. figure 103). En effet, I'expamsidu lit fluidisé avec des billes vides dans
du SVF a 37°C est tres élevée pour de tres faddeds.

Comportement en fluidisation a petite échelle de billes alourdies au non dans du Ringer ou du
SVFa 25 ou 37°C
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o ¥

E 0750 T
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T 0650 f —
w = * —3— 0g/100ml dans du Ringer 3 25°C
S
3 O - U
o w 0,550 T 0g/100ml dans du SVF & 37°C
gk

5 —3—1,25g/100ml dans du SVF a 37°C

=

[ 0,450

= T ! —¢— 2¢/100ml dans du SVF a 37°C
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Figure 103 : Porosité du lit fluidisé en fonction d débit dans un bioréacteur de petit volume remplit
avec des billes alourdies ou non dans du Ringer @u SVF (n=3)
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De plus, notre approche est validée puisqu’un dissement de 1,259g/100ml provoque une
fluidisation dans du SVF similaire a celle des dsllvides dans du Ringer a température
ambiante. Il faut cependant faire des tests comghdaires a grande échelle avec du plasma
et en alourdissant les billes pour confirmer lesut@ts obtenus.

[11.3.3.3 Fluidisation a grande échelle dans du plasma bovin

50ml de billes alourdies (1,25¢g/100ml de micropauties de verre) ont été mises en
fluidisation dans du plasma a 45g/L de protéindalés (concentration équivalente a celle

d’'un patient en insuffisance hépatique) ce quiespond a une masse volumique d’environ
1010kg.m3.

Pour un débit nul, les billes forment un lit tasse bas du bioréacteur d’une hauteur
d’environ 2,5cm soit une porosité d’environ 0,3!alburdissement a 1,25g /100ml produit
des conditions de fluidisation assez proches ddesebbservées dans du liquide
physiologique (cf. figure 104 et 105).

N

Figure 104: Expériences de fluidisation dans du pkma de boeuf & un débit de 25ml/min

Comportement en fluidisation a grande échelle de billes alourdies ou non dans du
Ringer ou du SVF 3 25 ou 37°C

0,800
0,700
0.600 1,25g/100ml
’ dans du
| T plasma a
0,500 LT T ‘ ‘ 37°C
w T)(’E')r T %
~a JerE
% 0,400 L
o - - % L ——0g/100ml|
g =3 dans Rirgera
0,300 >+ ol
0,200
0,100
0,000 T T T T T T 1
0,0 5.0 10,0 15,0 200 25,0 20,0 35,0

Déhit appliqué O, (mL/min)

Figure 105: Porosité du lit fluidisé en fonction dudébit dans un bioréacteur MARS remplit avec des
billes alourdies (1,25 g de microparticules de vee pour 100 ml d’alginate) dans du plasma de beeuf a
37°C (n=3)
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Les billes ont été observées au microscope apréwalipulation. Leurs formes et leurs
tailles (0,9 mm) sont tout a fait convenables. hakes alourdies avec les microparticules de
verre sont blanchatres et s’observent trés biers darplasma. Dans le cas d’un deébit nul,
guelques billes en suspension ne coulent pas al darbioréacteur pour former le lit tassé
ce qui suggere une certaine inhomogeénéité de Irdlssement des billes.

Pour conclure, l'alourdissement choisi, 1,25g deroparticules de verre pour 100ml de
solution d’alginate, peut étre considéré commeipent. Pour une méme porosite, les débits
de fluidisation des billes alourdies dans du plasmat méme légérement supérieurs a ceux
d’une fluidisation de billes vides dans du liquigleysiologique.

111.3.3.4 Effet de la bio-encapsulation de sphéroides de aaliks C3A sur la
fluidisation

L'ajout de cellules est aussi susceptible de medifa masse volumique des billes. Pour
évaluer cet effet, des essais de fluidisation @mricdété réalisés a petite échelle dans une
solution de Ringer a température ambiante avediles contenant 20M de cellules de C3A
en sphéroides par ml d’alginate (cf. figure 105).

Influence del'ajout de cellules surle comportement en fluidisation a petite échelle
0,95
0,85 r T
’ ‘ —s— billes vides
0,75
w
:j'_._-' 0,65 —»— £ modélisée
8 Richardson Zaki
8 0,55 1008 kg.m-3
0.45 Billes avec
! sphéioides
0,25 F ; ; ; ; .
0 0,5 1 15 2 2,5
Débit appliqué Q (mL/min)

Figure 106: Porosité du lit fluidisé en fonction dudébit dans un bioréacteur de petit volume remplitavec
des billes vides ou avec des billes contenant dedlgles (20M de sphéroides de cellules C3A par ml
d’alginate) dans du Ringer a température ambiantdn=3)
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Les porosités moyennes obtenues avec des billes aeflules sont trés légerement
supérieures a celles obtenues avec des billes.Midg=mmble donc que la présence de cellules
fasse diminuer la masse volumique des billes (maskemique proche de 1010 kg.frsans
cellules et 1008 kg.m-avec cellules si on utilise le modéle de RichandsbZaki).

La grande variabilité des résultats provient vmaibblement de variations lors de la phase
d’incorporation des cellules dans I'alginate ligeiddn phénomeéne de dilution de I'alginate

avec le milieu résiduel du culot cellulaire poutréire responsable de ces variations. |l
conviendra donc a I'avenir de mesurer a chaque leoolume du culot cellulaire ajouté a

I'alginate pour confirmer cette hypothese et poaragtir une meilleure reproductibilité des

expeériences.

[11.3.4 Bilan

Dans cette partie, nous avons pu définir un modélbation de la colonne MARS avec du
plasma dont les caractéristiques correspondent plakma pathologique (concentration en
protéines, masse volumique). Nous avons déternmialéutdissement nécessaire pour les
billes d’alginate afin de maintenir une fluidisatimptimale au sein du bioréacteur. Cet
alourdissement passe par l'inclusion de micropaltie de verre de forme sphérique, dans
des quantités que nous avons définies. Le compertenhu lit fluidisé correspond toujours
aux modéles de Richardson et Zaki, et des liensrpotidonc étre établis avec les travaux
précédents de I'équipe.
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1.4 PERFUSION DE PLASMA PATHOLOGIQUE ET BIOENCAPSULATIND

L’'optimisation de la fluidisation requiert d’alourdles billes avec des microparticules de
verre. Cela impose de revisiter le protocole de-drioapsulation pour inclure ces

microparticules dans des billes d’alginate hébemgeis cellules. En effet, il a été vu que
I'ajout de microparticules de verre a I'alginatepet d’augmenter la masse volumique des
billes et par conséquent d’améliorer les transfdeasmasse du fait d’'une augmentation du
débit de perfusion du bioréacteur.

Cependant, I'ajout de ces microparticules a sangedd’autres impacts. Par exemple, il est
possible qu’elles soient un frein a la diffusion ohatiére au sein de billes ou que leur
présence fragilise les billes. Les microparticidest aussi en compétition spatiale avec les
cellules ce qui pourrait perturber leur métabolisPeur répondre a ces questions, un certain
nombre d’investigations sont proposeées ci-apré&®et resumées dans la figure 107.

Augmentation du débit de
perfusion =» améliorationdes
transferts

Transfert de masse Suivi du lit fluidise (débit/
porasité)

[microparticules de verre] -

l, Effet sur la diffusion de
matiére au sein des billes ? Stabilité mécanique

Suivid'albumine et d'lgG

fluarescents au micrascope 0 1,25 2 (g pour 100ml) lFragHis’atic.m delahille
confocal ¢ [densité cellulaire] y d'alginate?
g 20M I ,': — Tests de compression

Compétitionspatiale
l' avecles cellules ?

Amélioration des
transferts de masse ?

Tests de viabilité et
de fonctionnalité

Culture cellulaire

Figure 107: Schéma récapitulatif des problématiquekées a I'ajout de microparticles de
verre dans les billes d’alginate et des investigatns menées pour mesurer leurs impacts
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1.4.1 Impact sur la viabilité des sphéroides de celluleS3A

encapsulés

Les cellules C3A ont été encapsulées dans lesshill@lginate avec une densité de 20M de
cellules / ml d’alginate, ce qui correspond a upetef concentration, en présence ou en
absence de microparticules de verre (Fig. 108). rhasquages réalisés montrent de fagon
qualitative que la viabilité cellulaire post-encaladion est trés bonne, quelle que soit la
concentration de microparticules de verre ajoutég hilles d’alginate. Ce résultat est

important car les expériences précédentes au labaaont montré que la phase

d’encapsulation, générant de nombreux stress mggasj est souvent pénalisante pour la
viabilité cellulaire.

Figure 108: Viabilité des cellules C3A aprés encapkation (Hoechst / IP au microscope a
épifluorescence). De gauche a droite : Ajout de @,25 et 2g de microparticules de verre pour 100ml
d’alginate

Les trois conditions d’alourdissement ont été mesegulture dans des bioréacteurs a échelle
réduite sous des débits permettant d’obtenir unmengorosité du litg = 0,6), dans du SVF
dilué au demi dans du liquide physiologique. Ap8k de fluidisation en incubateur (Fig.
109), les billes sont extraites des bioréacteursubtssent les mémes marquages. De facon
gualitative, la viabilité semble maintenue aprés 8éh de culture en conditions dynamiques
(Fig. 110).

Figure 109: Expérience de fluidisation : 3 conditions ont étéestées (01,25 et 2g de microparticules de
verre pour 100ml d’alginate) pour une méme porositéle lit (0,6)
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Figure 110: Viabilité des cellules C3A apreés fluidiation (Hoechst / IP au microscope a épifluoresceag
De gauche a droite : Ajout de 0, 1,25 et 2g de mimparticules de verre pour 100ml d’alginate

11.4.2 Impact sur la fonctionnalité des sphéroides de celles C3A

encapsulés

Des prélevements de surnageant sont réalisés pger fle I'impact des microparticules sur
la fonctionnalité des sphéroides de cellules C38aprulés. Les résultats démontrent qu'il
n'y a pas de différences significatives entre tesstconditions testées (cf. figure 111), en ce
qui concerne les activités biologiques de référedies hépatocytes (synthése d’albumine,
production d’urée, consommation de glucose).

La présence de microbilles de verre dans les hillalginate ne semble donc pas impacter la
viabilité ou les fonctions biologiques des cellWl&3A encapsulées.

Fluidisation avec microparticules de verre dans du SVF 1/2

-

10

T
\ ® Albumine (ng/M/h)
- Urée (ug/M/h)
0

T
Glucose M/h
0 125 5 (ng/M/h)

-10

Concentration en microparticules de verre (g/100ml)

Figure 111: Résultats de consommation de glucoseads production d’albumine et d’urée de
sphéroides de cellules C3A encapsulés en fonctioa da concentration de microparticules de verre
dans les billes (n=3)
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1.4.3 Impact sur les propriétés diffusives des billes diginate

Les propriétés diffusives des billes ont été évasupar des essais de perméabilité réalisés
par suivi de fluorescence au microscope confocak Bolution contenant de I'albumine ou
des 1gG fluorescents (cf. 11.1.4.2) ont été mis aamtact avec des billes, sans cellules,
alourdies ou non de microparticules (cf. figure £t213).

L'alboumine pénéetre bien dans les billes (avec onssmicroparticules), dont le seuil de

coupure est censé étre supérieur a la masse malaireette protéine (69 kDa). Apres

rincage, on observe qu’il n’y a plus trace d’albnmifluorescente a l'intérieur des billes, ce
qui indique que cette protéine est totalement satéis billes au bout d’'une heure. Ce résultat
conforte les observations et mesures de relargdigédbumine synthétisée par les

hépatocytes.

Figure 112: De gauche a droite : Billes d'alginatéans une solution d'albumine fluorescente et une hee
apres lavage (microscopie confocale)

Concernant les IgG, la structure poreuse de l'algin(en présence ou en absence de
microparticules) est censée former une barriereear Ipénétration dans les billes.
Effectivement, les IgG ne semblent pas pouvoirerarlintérieur des billes méme apres 15h
d’incubation. Le surnageant autour des billes jowe rbéle important concernant la
permeéabilité des billes d’alginate du fait des atéions possibles entre I'alginate et des
protéines ou d’autres constituants du milieu comie® ions monovalents ou divalents
chargés positivement. Des essais dans du SVF @ntréatlisés pour se rapprocher des
conditions réelles de traitement. L'immunoprotent&st aussi observée dans ces conditions,
puisque les 1gG ne peuvent pas pénétrer danslles bt entourent la surface de celles-ci (cf.
figure 114).
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Figure 113: A gauche : Lot de billes d'alginate (a@c sans microparticules de verre) dans une solution
d'lgG fluorescents. A droite : Billes d’alginate (gins microparticules de verre) dans une solution d8VF
contenant des IgG fluorescents

Une analyse d'images a l'aide du logiciel ImageJntr® une diminution tres nette de la
fluorescence dans la bille ce qui indique que ¢g3 he sont pas présent a l'intérieur de celle-
ci (cf. figure 35).
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Figure 114: A gauche : Bille d’alginate isolée (avemicroparticules de verre) dans une solution d'lgG
fluorescents. A droite : Profil de I'intensité de fluorescence de cette bille isolée (Analyse d'imagavec
ImageJ)

1.4.4 Impact sur les propriétés mécaniques des billes dginate

Dans des travaux précéden&/] [58], le laboratoire avait etudié I'impact de différest

conditions de culture et de différents surnageantatenue mécanique des billes d’alginate.
En effet, il est important que I'intégrité mécanggdes billes soit maintenue pendant toute la
phase d'utilisation. Avec l'inclusion de micropauies de verre trés rigides, il est Iégitime

s

de s’interroger sur leur impact sur les propriégté&saniques des billes fabriquées.

Des tests de compression ont donc été réalisédesubilles sans cellules dans du liquide de
Ringer (cf. figure 115). Trois conditions ont é&stees: 0, 1,25 et 2g de microparticule pour
100ml d’alginate. Dans chaque cas, quinze billésétd analysées.
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L’enregistrement des forces permettant d’obtenir éorasement donné (diminution du

diametre apparent) traduit un comportement de 8lpstique de référence pour les billes
sans microparticules de verre (Fig. 115). Ces agamigdont similaires a celles obtenues par B.
David [58], et permettent de calculer le module de cisaill@meomme décrit dans la section

Matériels et Méthodes. Les fluctuations du signal fdrce enregistrées en présence de
microparticules traduisent une perturbation du cortgment élastique, notamment dans le
domaine des grandes déformations.
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Figure 115: Résultats des tests de compressions (chine MTS) des billes d'alginate sans cellules
alourdies ou nonavec des microparticules de verre dans du liquideadRinger (n=3 avec cinq bille
testées en répliquat soit quinze billes testées paonditions)

Plus la concentration en microparticules est élglés ces perturbations sont nombreuses et
apparaissent a de faibles valeurs de force. E8awignent de I'inhomogénéité (évidente)
des billes d’alginate hébergeant des micropartgulees modules de cisaillement des trois
conditions, calculés pour de faibles déformati@mst tout de méme trés proches et du méme
ordre de grandeur que ceux calculés lors des édegdentes.

Une autre campagne d’essais a été réalisée avapted environ 8h de fluidisation avec des
billes contenants des cellules (20M/ml d’algingts) figure 116).
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Modules de cisaillement de billes contenant des sphéroides {20M/ml) et
différentes concentrations de microparticules de verre avant et aprés 8h de
fluidisation
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Figure 116: Résultats des tests de compressions (chine BOSE) des bhilles d'alginate avec
cellules, alourdies ou non avec des microparticulege verre et avant et aprés 8h de
fluidisation dans du SVF dilué de moitié dans du tjuide physiologique (n=3avec cing billes
testées en répliquat soit quinze billes testées paonditions)

Ces essais n‘ont pas été réalisés sur la méme neade@ compression (BOSE) ni dans le
méme milieu que les essais précédents sans cellD&g®endant, en comparant les modules
de cisaillement avec ou sans cellules, il semble @ présence de cellules diminue la
résistance des billes. Les résultats obtenuBBp&ravid [58], vont aussi dans ce sens. De
plus, une tendance a I'amélioration des proprié@ésaniques s’avere étre visible au cours
de la culture des cellules au sein des billes. @elarait étre di a la production de matrice
extracellulaire. 1l est néanmoins délicat de toles conclusions du fait de la variabilité inter-
billes et de la taille des barres d’erreurs.

1.4.5 Bilan

Pour conclure cette partie, on peut donc considguer|’alourdissement des billes avec des
microparticules de verre, nécessaire au bon fonogment du bioréacteur a lit fluidisé, n’a
pas dimpact majeur sur les proprietés meécaniquesliffusives des billes, ni sur le

comportement biologique des cellules encapsulées f(@sultats sont donc tout a fait
encourageants pour la mise en ceuvre de ce procgadae échelle.
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1.5 PASSAGE A L’'ECHELLE HUMAINE ET BIOENCAPSULATION

Dans cette partie, les études ont été guidées gpandcessité d’obtenir d'une quantité
suffisante de cellules hépatiques encapsulées.

La besoin de disposer d’'une masse importante deslplour le passage a I'échelle humaine
amene un certain nombre de questionnements en ntagypec la bio encapsulation, tels que
la problématique de la stérilisation de grands waa d’alginate et 'utilisation d’un systéme

adapté pour la production de billes a grande éehglhfin, la stratégie de culture cellulaire &
adopter pour la production en masse de cellulestimmelles a été étudiée de fagon
préliminaire.

1.5.1 Impact d’'une stérilisation a I'autoclave par rapport a une
stérilisation par filtration sur des sphéroides decellules C3A

encapsulés

Un des points critiques concernant le passagechdlée humaine, et donc la production en
masse de billes, est la stérilisation de l'algindim effet ce matériau est difficilement
stérilisable du fait de la grande fragilité de sbaines. Il peut étre acheté stérile auprés de
sociétés telles que FMC BioPolymer, mais le cofijpeshibitif dans le cas d’une production
en masse de billes. Deux méthodes de stérilisatitndonc été testées et comparées au
laboratoire.

La filtration frontale sur membrane microporeuse ks méthode classique utilisée pour
stériliser de petits volumes d’alginate. Cette teghe manuelle est contraignante car
'alginate est trés visqueux (de I'ordre de 200QD 3nPa.s a température ambiante). Une
pression tres grande doit étre exercée et un calyeatapide des pores ameéne a I'utilisation
de nombreux filtres. Des méthodes de filtrationrange échelle ont été testées sans succes
(utilisation de pompe a vide, filtration tangentigehvec un filtre de plasmaphérese...).

L'autoclavage a donc été envisagé comme solutiaur gtériliser plus facilement de trés
grands volumes d’alginate. Avec cette méthode, aerpour briser les chaines de l'alginate,
il convient donc de réaliser un certain nombre datidles avant validation ou rejet. Les
billes ont notamment été fabriquées a partir d’lginate Iégerement plus concentré (1,79
/100ml au lieu des 1,5 g/100ml pour une stérilmaar filtration).
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[11.5.1.1 Viabilité des sphéroides de cellules C3A encapsulés

Des sphéroides de cellules C3 ont été encapsulés udaalginate stérilisé par filtration ou
par autoclavage. Une culture en boite de Petri souslitions agitées a été réalisée pendant 3
jours dans du milieu de culture MEM (cf. figure 317

Figure 117: Culture dynamique en agitateur orbitalde billes contenant des sphéroides de cellules C3A
faites avec de l'alginate stérilisé par filtrationou autoclavage

Sous microscope a épifluorescence avec les marqudgechst et IP, une bonne viabilité des
cellules est observée quelle que soit la stéribsaeffectuée (cf. figure 118), bien que les
billes fabriquées avec I'alginate autoclavé sojns déformeées.

Figure 118: Viabilité des cellules C3A apres cultur dynamique (Hoechst / IP au microscope a
épifluorescence). A gauche : Stérilisation par filation. A droite : Stérilisation par autoclavage.

[11.5.1.2 Fonctionnalité des sphéroides de cellules C3A encapés

Concernant la fonctionnalité des cellules, les podidns et consommations semblent
équivalentes malgré une plus faible productionldlatine pour les cellules encapsulées dans
un alginate stérilisé par autoclave (non significa (cf. figure 119).
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Impact du mode de stérilisation de I'alginate
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Figure 119: Résultats de consommation de glucoseds production d’albumine et d’urée des
sphéroides de cellules C3A encapsulés en fonction shode de stérilisation de l'alginate (n=3)

[11.5.1.3 Propriétés diffusives et mécaniques des billes dgihate stérile

Par ailleurs, les propriétés diffusives ont étélgsees avec des billes sans cellules. Des
billes autoclavées et des billes filtrées ont étélamgées dans une solution d'albumine
fluorescente ou dans une solution d’lgG fluoresseAtucune différence n’est observée entre
les deux populations de billes présentes dans daandillons (cf. figure 120). Les billes
d’alginate, qu’elles soient filtrées ou autoclavég®ssedent qualitativement la méme
perméabilité a I'albumine et la méme immunoprotattface aux 1gG. La perméabilité des
billes ne semblent donc pas étre impactée parctmntque de stérilisation.

Figure 120: A gauche : Lot de billes d'alginate (gtfrilisé par filtration et par autoclavage) dans une
solution d'albumine fluorescente. A droite : lot debilles d’alginate (stérilisé par filtration et par
autoclavage) dans une solution d’lIgG fluorescents
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Pour évaluer la résistance mécanique des billestdsets de compressions n'ont pas été
réalisés. En effet, il était clair, par I'obserwatiau microscope, qu’'un grand nombre de
billes fabriquées avec de l'alginate autoclave etaidéformées signe d’'une plus faible
résistance mécanique (cf. figure 121). La viscodé@d’alginate liquide n’a cependant pas éte
mesurée ce qui est regrettable.

Figure 121: Bille déformée produite lors d'une fabication utilisant de I'alginate autoclavé

En conclusion, bien que la stérilisation par awtweel permette apriori d’avoir des cellules
aussi fonctionnelles et des transferts de masseé&ine ordre que lors d’'une stérilisation par
filtration, la fragilité de certaines billes prodes par cette méthode la rend inexploitable en
I'état pour notre application. Une optimisation kdetechnique de production des billes a
I'aide d’un autre dispositif de fabrication, d'ajustement de la concentration de la solution
d’alginate ou d'un ajout de revétement (par exemgbe poly-L-lysine ou de chitosan)
pourrait permettre d’utiliser I'autoclavage commede de stérilisation. Une augmentation
trop importante de la concentration de la solutibalginate ou un ajout de revétement
auraient cependant l'inconvénient de diminuer gns$fert de masse. Ces alternatives n’ont
pas pu étre explorées dans le cadre de ce travail.

11.5.2 Fabrication de billes vides et alourdies avec I'apgreil Nisco

Pour une production a grande échelle, il faut ad&snvisager d’abandonner la technique
d’extrusion par flux d'air coaxial développée awdaatoire. Dans cette perspective, le
laboratoire a acquis un appareil commercial (Nisqad) fonctionne le principe de « vibrating

noozle » pour former les goutte d’alginate, et permmne grande production de billes dans
des conditions d’utilisation simplifiees (cf. 112L2). 1l présente également I'avantage d’étre
autoclavable, ce qui permettra de maintenir lailg&rdans cette phase du procédé
d’encapsulation. Il a été utilisé avec succes pgmaduire des billes d’alginate vides. Les
parametres utilisés ont alors été appliqués poodyre des billes avec des microparticules
de verre. Les billes alors obtenues sont tres geoss completement déformées (cf. figure
122).
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Figure 122: A gauche: Billes d'alginate vides prodites avec l'appareil Nisco. A droite: Billes d'algnate,
avec un alourdissement a 1,25g/ 100ml de micropactiles de verre, produites avec 'appareil Nisco
(Fréquence 200Hz, Amplitude 100 %, Débit d’alginatelOml /min)

Sachant que ces étapes de mise a point sont teujmmgues, et dépendent des
caractéristiques de l'alginate sous forme liquidésdosité) ainsi que des parametres
physiqgues menant a la formation de gouttes a lkkesde la buse (débit d’alginate, fréquence
de vibration), une campagne expérimentale spédfidgenvra étre envisagée pour trouver des
parametres optimaux pour la production en quantfgrtante de billes d’alginate alourdies

de microparticules de verre.

11.5.3 Obtention d’'une masse cellulaire suffisante pour ke essais a
grande échelle

En paralléle des problématiques concernant ladaban de billes stériles a grande échelle,
se pose la question de la production en masselids biébergeant des cellules et donc de
I'obtention de ces cellules. Dans le cadre du pr6j@PPLIVER, il a été constaté, au cours
des 3 ans, un manque de disponibilité des celpi@saires humaines, méme cryopréservées.
Les cellules C3A avaient été choisies comme sulispiour anticiper les développements
lices au passage d'échelle, cependant du fait deadeté des cellules primaires et de
'avancement du projet, elles redeviennent ou plu@meurent une source potentielle de
cellules pour des applications de traitement Ioessghis précliniques ou méme cliniques.
Pour mémoire, elles sont employées (et autorisé@as dertains pays) pour les essais
cliniques du systéeme ELAD. De ce fait et afin dettneeen place des fluidisations a grande

échelle avec des cellules, des essais préliminaimegté faits avec des cellules C3A dans du
milieu de culture.

Le but de ces essais était de comparer deux mé&hamleroduction de billes contenant une
masse cellulaire suffisante: une prolifération ddutes isolées a I'intérieur des billes et une
encapsulation de sphéroides issus d’une culturardique en boites de Petri (cf. figure 123).
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La méthode développée au laboratoire (encapsulat&gosphéroides préalablement formés)
est ainsi comparée a la technique de proliféraitiositu déja largement étudiée par I'équipe
de Selderi64]. Récemment, une équipe a mis a profit cette méthsdprolifération in situ
dans les billes pour cultiver des cellules plurgrdes induites de souris04].

Les tests ont été réalisés a petite échelle maisdatraintes, liées a I'application des deux
techniques en condition réelle, ont été respectéasexemple, la production de sphéroides
en boites de Petri nécessite beaucoup de matérigl est difficilement envisageable de
pouvoir produire en une seule fois le nombre déedihécessaire pour une thérapie. Les
billes ou sphéroides devront surement subir unpeétle congélation ou cryopréservation.
Dans le cas d’'une prolifération de cellules isol@éesein des billes, le passage a I'’échelle est
plus simple seule une étape de conservation a texypé ambiante ou a 4°C pourrait étre
envisagée pour acheminer les cellules au lit duepttll faut, en revanche, anticiper le
temps nécessaire a la prolifération.

Encapsulation Production de

de cellules sphéroides en

isolées (4M/ml) boites de pétri

1,25g/100m| (2 jours)
! \

Encapsulation de
sphéroides (20M/ml

Prolifération en 1,25g/100ml)
Spinner ( ) < > \L

(13 jours) v
\l, \l’ Fluidisation de
sphéroides encapsulés
\L (4jours)
Conservation a Congélation
température en CryoBox
ambiante (12h= dans du DMSO (10%)
et SVF {90%)
N

Fluidisation de o \],
sphéroides q p q p FIu|d|saf|o[1 de
encapsulés(8h) sphelrmdes
(35-40M/ml) encapsulés (8h)

(35-40M/ml)
Figure 123: Schéma récapitulatif des deux méthoddsstées pour la
production en masse de billes contenant des cellsl€3A
La prolifération des cellules isolées a été réaliséus agitation en Spinner et non dans des
petits bioréacteurs a lit fluidisé car des probléndé&adhésion aux parois sont survenus. Ce
probléeme a persisté méme avec l'ajout d’'un revétgnamti-adhérent de Sigmacoate au

niveau des parois du bioréacteur. La productiomdgrice extracellulaire pourrait étre a
I'origine de ce phénomeéne.
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Pour juger de la capacité des deux techniques &ognoproduire un bioréacteur a échelle
humaine fonctionnel, plusieurs parametres ont g&gm compte.

La densité cellulaire doit pouvoir étre la plus onfante possible tout en évitant la sortie de
cellules en dehors des billes. Les cellules doiwemtserver une bonne viabilité et une bonne
fonctionnalité. Enfin, il faut que les billes aienhe bonne résistance mécanique.

Il faut noter que les résultats présentés ci-apgétent préliminaires, car les essais n’ont pas
été répétés.
111.5.3.1 Prolifération et viabilité des cellules C3A encapdées

Les résultats concernant la prolifération des ¢tedluC3A sont présentés ci-dessous (cf.
figure 124).

Deux conditions sont comparées :

* sous une densité initiale de 20M/ml d’alginate, tgeiajours de culture sont
nécessaires pour doubler la densité cellulairesgagroides encapsulés.

» pour les cellules isolées encapsulées a une denditde de 4M/ml d’alginate, il faut
douze jours pour obtenir un facteur de prolifénatie 7 a 8.

Dans les deux cas, un nombre important de celipges étre atteint au sein des billes avant
gue celles-ci ne soient endommageées par la pratitér (autour des 35 a 40M de cellules par
ml d’alginate).

Prolifération des cellules C3A dans les billes d'alginate
45 i
congélaticn l température

.E. 40 + % ambiantc
=35 . i
=
o 30
s ««+4-++ sphéroides 20M/ml fluidisation
=25
E
@ 20 B isolées 4M/ml spinner
. + }
e 15
o
Q0

5

O T T 1

0 Temps (J) 10 15

Figure 124: Suivi de la prolifération des cellule€3A au sein des billes d'alginate
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Les billes ont été observées au microscope et uguage de viabilité a été réalisé avant la
congélation ou la mise a température ambiante.dhadyse d'images, avec imageJ, a montré
que la quantité de fluorescence était similaire daxx points temps, Jour 4 et Jour 13,

confirmant les comptages effectués.

Une observation, de billes contenant des sphéraiygast été cultivés 6 jours en fluidisation,
montre que les cellules commencent a s’échappeibiles. On atteint une densité limite
surement proche des 45-50M de cellules par ml tliatg (le comptage n’a pas été réalisé).
Les amas cellulaires formés dans les billes pendmntulture en Spinner ne sont pas
sphériques mais de forme ovoide. Ils sont aussingndiomogenes entre eux et leur
répartition au sein des billes est moins uniforefefigure 125 et 126).

Figure 125: Observation de la prolifération et dea viabilité des sphéroides de cellules C3A encapésl
apres une culture en fluidisation (Hoechst / IP awmicroscope a épifluorescence). De gauche a droite :
Jour 0, Jour 4 et Jour 6.

Figure 126: Observation de la prolifération et dea viabilité des cellules C3A isolées encapsuléesep
une culture en Spinner (Hoechst / IP au microscopé épifluorescence). De gauche a droite : Jour 4, Jo
6, Jour 11 et Jour 13.

Des marquages de viabilité on été effectués améghhse de conservation. La viabilité
apparait étre seulement |égérement diminuée paicoiagélation. La conservation a
température ambiante et en statique de 12h ne sepalsl avoir d’'impact sur la viabilité des
cellules (cf. figure 127).
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Figure 127 : Viabilité des cellules C3A apres conpetion (Hoechst / IP au microscope a
épifluorescence). A gauche : Viabilité apres congagion. A droite : Viabilité apres maintien a
température ambiante.

[11.5.3.2 Fonctionnalité des cellules C3A encapsulées

Pour chaque condition un suivi des performancesabudiques des cellules a été fait (cf.
figure 128 et 129). Par ailleurs, la fonctionnalii cellules isolées dans les billes d’alginate
semble optimale lorsque les sphéroides sont bienée (au bout de 13 jours de culture). Ces
résultats sont a nuancer car les changements deumifont pas été faits de maniere
réguliere.

Suivi des productions d'albumine et d'urée et des consommations de glucose des sphéroides de C3A
dans le temps
130 6,5
110 5,5
W sphéroides 20M/ml fluidisation
90 4,5 .

a9 albumine ng/M/h
g 70 35
3 o
E 50 congélation le‘g o o
@ I r sphéroides 20M/ml fluidisation
E 30 ¥ 115§ glucose pg/M/h
2 10 0,5
E T T
g -10 02) 7.4 sh -0,5 spl:le'ro'ides 20M/ml fluidisation

20 15 urée pg/M/h

-50 -2,5

-70 -3,5

Figure 128: Résultats de consommation de glucoseds production d’albumine et d’urée de
sphéroides de C3A encapsulés et cultivés en fluidison pendant 4 jours puis, aprés congélation,
en fluidisation pendant 8h
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Suivi des productions d'albumine et d'urée et des consommations de glucose des cellules C3A
isolées dans le temps
130 6,5
110 55
a0 45 Hisolée .4Mfm| spinner
2 . albumine ng/M/h
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-50 -2,5
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Figure 129: Résultats de consommation de glucoseds production d’albumine et d’urée de cellules
isolées C3A encapsulées et cultivées en Spinner gant 13 jours puis, aprés 24 heures a température
ambiante, en fluidisation pendant 8h

Lorsque I'on compare les conditions I'une par rapgol’autre, les sphéroides formés avant
encapsulation semblent plus fonctionnels que ceursant formés a I'intérieur des billes. En
effet, avant la phase de conservation, leur prodna’albumine est trés supérieure a celle
des amas formés in situ. Cependant, on observelaureactivité métabolique diminue
rapidement. Ces résultats sont a relativiser carcilules ne sont pas cultivées dans les
mémes conditions (fluidisation ou agitation en 3gin).

Le mode de conservation a un impact évidant suculure cellulaire. La congélation
diminue trés fortement les capacités de synthealouinine des sphéroides encapsulés. La
synthése d’'urée est par contre particulierementmamgée dans ce cas. La conservation a
température ambiante et le passage a une cultur@ughsation semble diminuer les
capacités métaboliques des cellules notamment fgoproduction d’urée (cf. figure 130 a
132). Comme indiqué précédemment, ces essais serordpéter avant de tirer des

conclusions définitives.
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Suivi de la production d'albumine des sphéroides et cellules isolées C3A
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Figure 130 Comparaison de la production d’albumine au coursdu temps de sphéroides de cellules C3
encapsulés par rapport aux cellules C3A isolées eaggsulées

Suivi de la consommation de glucose des sphéroides et cellulesisolées C3A
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Figure 131: Comparaison de la consommation de gluse au cours du temps de sphéroides de cellules
C3A encapsulés par rapport aux cellules C3A isoléencapsulées
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Suivi de la production d'urée des sphéroides et cellules isolées C3A
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Figure 132: Comparaison de la production d’'uréeau cours du temps de sphéroides de cellules C:
encapsulés par rapport aux cellules C3A isolées eaqgsulées

111.5.3.3 Propriétés mécaniques des billes d’alginate

Des tests de compressions ont été faits sur les denditions avant la phase de conservation
(avec une densité cellulaire proche des 35M deulesll/ ml d’alginate), aprés la phase de
conservation (congélation ou mise a températureiamid) et aprés la culture finale de 8h en
fluidisation. Il faut noter que certaines billest@é endommagées de maniere visible par la
congélation (surface ondulée) (cf. figure 133). Ufmagilisation mécanique peut étre
suspectée.

Figure 133: Observation des billes d’alginate apresongélation

Il semblerait que la culture augmente la résistanéeanique des billes (cf. 111.4.4). En effet,
apres 13 jours de culture les billes sont plusstéasies qu’aprés 4 jours pour une densité
cellulaire trés proche. Cela pourrait étre di prizduction de matrice. Les cellules sont aussi
réparties dans les billes de maniéres différendas des deux conditions. La conservation par
congélation semble diminuer le module de cisailleindes billes. Aprés fluidisation le
comportement mécanique des deux conditions edefiment trés proche (cf. figure 134).
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Modules de cisaillement au cours du temps de sphéroides et cellules isolées C3A encapsulés
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Figure 134: Résultats des tests de compressions quamant la culture de sphéroides de
cellules C3A encapsulés par rapport a celle de ¢alles C3A isolées encapsulées

[11.5.4 Bilan

Dans cette partie, nous avons abordé un certainbrome problématiques liées au futur
déploiement de la microencapsulation des cellutag pine production en masse. En ce qui
concerne la stérilisation de l'alginate, il semblee I'autoclavage puisse étre envisagé si on
travaille en paralléle sur le renforcement mécaaides billes.

Plusieurs pistes potentielles sont proposées usimh d’autres composants pour stabiliser la
structure, prolifération pendant plusieurs jourss deellules qui produisent leur propre
matrice, ... De méme, l'usage du dispositif Niscoj germet une production a grande
échelle de billes, nécessite la mise en place d&inde paramétrique. Si des solutions sont
proposées pour stabiliser I'alginate gélifié, it pessible qu’elles améliorent aussi la qualité

des billes produites par ce dispositif.

En ce qui concerne la meilleure méthode pour endapsun grand nombre de cellules
fonctionnelles, I'approche a privilégier dépendrartainement du futur type cellulaire
choisi : si les cellules sont hautement proliférasi, il parait préférable de laisser la
prolifération s’effectuer dans les billes, donc tpescapsulation. Si elles ne le sont pas,
I’encapsulation sous forme de sphéroides préalabieformés est a privilégier, car ceux-ci
sont immédiatement trés fonctionnels. Il reste atmaeau point et valider les méthodes de
cryopréservation et de décongélation si elles s@avienécessaires.
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1.6 CONCLUSION

Nous avons abordé ce chapitre en analysant la gmr@ilque du passage denlvitro a I'in
vivo (from bench to bed) sous I'angle de la conceptianbibréacteur a lit fluidisé. Dans
cette démarche translationnelle, le pragmatismes reotait choisir une cartouche (vide) du
systeme MARS, qui présentait 'avantage d’étre gfduite pour un usage clinigue. Cette
cartouche, qui a été equipée d'un répartiteur, rassune trés bonne fluidisation des billes
d’alginate. Son volume de 250ml permet d’envisagee adaptabilité du systeme puisque,
selon les besoins, un nombre variable de cartougbesétre inclus au circuit extracorporel.
Le nombre de cellules a cultiver pourra étre ajestéonction du patient a traiter.

Nous nous sommes assurés que le comportement @luidiisé de billes dans du plasma

pouvait étre compareé, par analyse adimensionnale e changement d’échelle, a celui

déja décrit et analysé pour les petits bioréactauex du sérum physiologique et du milieu

de culture. Cette approche a imposé la mise eneaaliun alourdissement des billes par des
microparticules de verre afin de tenir compte déf@tnces de masse volumique qui guident
le comportement du lit fluidisé. Il a alors falltudier si la présence de microparticules de
verre était délétere pour la bio-encapsulation. kuitnpact négatif n'a été observé quant a
la viabilité et a la fonctionnalité des sphéroidesC3A encapsulés et cultivés en fluidisation
a petite échelle. De plus, les microparticules emldent avoir d’effets ni sur les propriétés

diffusives ni sur la stabilité mécanique des bilpesir de faibles déformations. Ces résultats
ont été présentés lors du congrés ESAO a Romeptarsbre 2014.

Concernant le passage a I'échelle humaine, la prnohliqgue de la production en masse de
billes d’alginate vides a été investiguée. Une amnation du protocole de production des
billes avec I'appareil Nisco doit impérativementeétéalisée pour la poursuite d’essais de
grande ampleur. En effet, I'ajout de microparticutke verre complexifie la production des
billes & grande échelle. La stérilisation par difion étant fastidieuse et peu adaptée aux
grands volumes, l'autoclavage de l'alginate a ésté. Les cellules se comportent de maniere
semblable, en termes de viabilité et de fonctioitdatians des billes faites avec un alginate
stérilisé par autoclave ou par filtration. Les dulld’alginate autoclavé sont cependant trés
difficiles a former du fait d’une altération desopriétés rhéologiques de l'alginate. Enfin,
des essais préliminaires concernant la productiogrande quantité de billes contenant des
cellules C3A fonctionnelles ont été reéalisés. Laduction de sphéroides par agitation
orbitale en boites de Petri sigmacoatées s’avaee @ometteuse. Il convient cependant de
lassocier a une méthode de cryopréservation egamt le maintien des capacités
métaboliques des cellules. L’ensemble de ce trdial les bases pour 'usage des cellules
encapsulées et du/des bioréacteurs dans une tiocugxtracorporelle compléte. Celle-ci est
étudiée dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE IV: CONCEPTION ET DESCRIPTION DE LA
CIRCULATION EXTRACORPORELLE

IV.1 CAHIER DES CHARGES POUR LA CONCEPTION DE LA CIRCUOAON
EXTRACORPORELLE

Le bioréacteur a lit fluidisé est destiné a étrefys® par le plasma pathologique du patient
(cf. 1.5.3.2.2). Pour développer la circulationraxorporelle SUPPLIVER, le choix a donc
été fait de se rapprocher d'un set classique Pflemde plasmaphérese. Ce set doit
cependant permettre la réalisation d’'une bouclméer sur le circuit plasmatique secondaire,
alors que le set classique prévoit une sortie (pélimination du plasma) et une arrivée de
fluide de substitution. Les méme composants soilisés (lignes, raccords, piege a bulles,
capteurs ...) et positionnés d’'une maniere assezlaimmi a celle d'un circuit de
plasmaphérese standard pour assurer la circuldgsrfluides et la sécurité du patient. Des
modifications ont été apportées a ce circuit desiplgphérese dans le but de répondre au
cahier des charges de la thérapie SUPPLIVER. Ceicdles charges comporte trois points
essentiels : intégrer le bioréacteur au circuitraodrporel, assurer une fonctionnalité
optimale des cellules (maintien d'une températuré’C3 au sein des bioréacteurs,
oxygénation du circuit secondaire...) et assurerdaugté du patient vis-a-vis du risque
biologique (cf. figure 135).

Assurer la sécurité du patient

"'., Assurer la fonctionnalité des cellules ‘."1
™ Intégrer le bioréacteur dans la
circulation extracorporelle

Perfusion d’un débit important de plasma
= Intégration d’une recirculation

Introduction des billes dans le bioréacteur
= Utilisation d’un robinet

2 Optimisation du nombre de cellules
& —>Intégration de 4 bioréacteurs

Maintient d’une température de 37°C
—> Ajout d’un réchauffeur

Maintient d’un taux d’oxygéne important
—>Ajout d’un oxygénateur

Diminution de la concentration de toxines
—>Ajout d’une cartouche de charbon actif et d’une
cartouche échangeuse d’ions

Gestion des risques
= Analyse du risque majeur de fuite de particules
= essais de détection de particules
= Mise en place d’un systéme d'alarmes

Figure 13E: Schéma récapitulatif du cahier des charges et de®lutions envisagée
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IV.1.1 Intégration du bioréacteur a lit fluidisé au circuit extracorporel

Le choix a été fait d’intégrer au circuit une cartbe vide du systtme MARS comme
bioréacteur (cf. 111.2.1). Ces cartouches ont efetefavantage de pouvoir étre facilement
incluses a un circuit sur une machine Prismaflex &m garantissant une bonne fluidisation.

Il est communément admis qu’il faudrait au minimd@ a 20 milliards d’hépatocytes
(environ 150g) dans une circulation extracorpordlieartificielle pour pouvoir démontrer
une efficacité chez un adulte d’environ 80kg. Sidensité cellulaire au sein des billes
d’alginate peut avoisiner 20 a 40 Millions par nd Hilles en lit tassé, cela signifie qu’il
faudrait au minimum 500mL a 1000ml de lit de biljgsur obtenir une suppléance efficace.
Une cartouche MARS, qui a un volume de 250mL, p&Euwe remplie au maximum avec
160ml de billes d’alginate en lit tassé pour génénmee porosité de 0,45 en fluidisation. Il
faut alors 4 cartouches pour disposer d’'un volurfedron 600mL de billes, ce qui est
probablement insuffisant pour traiter un adulte snassez conséquent pour un patient de
moins de 40kg ou une application a un modéle prié&ple porcin de faible poids.

L’intégration d’'une cartouche MARS au circuit poggkisieurs types de problématique. En
premier lieu, il faut que les billes puissent étreorporées au bioréacteur, de maniére simple
et sdre, une fois le circuit rempli. De plus, eraph de traitement, il faut pouvoir garantir un
débit de fluidisation correcte dans le bioréactdbes points sont abordés de fagon plus
spécifique dans les parties suivantes.

IV.1.1.1 Perfusion des bioréacteurs

Il a été observé qu'il fallait pouvoir perfuserberéacteur avec un débit aux alentours des
15ml/min a 30ml/min pour obtenir une porosité dé50a 0,5 dans un plasma a 45g/L (cf.
111.3.3.3). Le débit optimal est suceptible de earisuivant les patients et au cours du
traitement du fait de la variabilité de la masséuwoque du plasma. De plus, il convient
d’assurer le debit de perfusion le plus importansgible pour favoriser les échanges et
limiter les gradients de température. Si quatreud bioréacteurs doivent étre placés en
paralléle, le débit de perfusion plasmatique glebabit pouvoir atteindre les 200 ml/min.
Cependant, le débit de plasma extrait du plasmafitirs d’'une plasmaphérese classique ne
peut pas étre supérieur a 30% du débit du sangquerde provoquer une thrombose ou une
hémolyse. De plus, pour des traitements longs conocelei envisagé pour le projet
SUPPLIVER, il conviendra d’abaisser grandementaation filtré (de 15 a 20%).

Une boucle de recirculation a donc été prévue dandrcuit dans le but de garantir une
perfusion correcte du bioréacteur. La pompe deracekition permet de produire une
fluidisation indépendante du débit sanguin du pétie
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Elle permet de pouvoir isoler les bioréacteurs dste du circuit, tout en maintenant la
circulation dans les bioréacteurs, pour une évdietneise en route de la culture cellulaire en
effectuant des dosages (glucose, oxygene...) ou dcesunes de viabilité cellulaire pour
s’assurer que le systeme est opérationnel avabtadechement du patient. La recirculation
permet aussi un isolement du bioréacteur par ra@porpatient en cas de probléme au cours
de la thérapie.

IV.1.1.2 Introduction des billes dans le bioréacteur

L’introduction des billes dans le bioréacteur ese phase essentielle dans la procédure car
celle-ci doit avoir lieu une fois le circuit totahent rempli. En effet, les cellules encapsulées
représentent la composante principale et la plagiler du traitement. Elles ne doivent étre
insérées dans la circulation extracorporelle qusdiee I'ensemble du circuit est rempli et
vérifié. Le maintien de la stérilité doit étre assuliors de l'introduction des billes dans le
bioréacteur, en tenant compte des contraintestiqgis : on ne peut pas, comme dans les
essais a petite échelile vitro, ouvrir la cartouche par son extrémité supérieatrka remplir
directement.

Une introduction automatique des billes dans ledaoteur a donc été étudiée. La cartouche
a eté équipée d’un robinet qui permet l'arrivée bidles, contenues dans une poche souple,
directement entre les deux tamis du bioréacteuffignire 136).

Figure 136 Introduction des billes par un robinet

Une réflexion a été menée quant a la meilleurecoptioncernant I'introduction des billes.
Dans tous les cas, le remplissage doit se faire ame perfusion vers le haut du bioréacteur
pour éviter que les billes ne soient écrasées edattamis inférieur. Un robinet situé en bas
du bioréacteur permet de faire sédimenter au phesles billes et les empéchent de se coller
au tamis supérieur.
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Dans certains essais, le robinet a été incliné mmmérer un mouvement qui, lors de
introduction des billes, imite la fluidisation eliminue les zones de stagnation et de
recirculation. Une zone de recirculation est malgnét observée et il ne semble pas que le
gain sur le mouvement justifie la complexificatide fabrication induite par l'inclinaison du
robinet. Par la suite, un robinet non incliné actaserve.

Si le robinet doit étre situé le plus proche pdssdu tamis inférieur, on peut alors envisager
d’amener les billes stockées dans une poche patelinédiaire d’'une pompe située sur
(option A) ou en aval (option B) de la ligne d’iottuction des billes (cf. figure 137)

Dans l'option A, la dégradation éventuelle desdsillors de leur passage par la pompe
péristaltique a été testée a différents débits2@a 100 ml/min). Les billes sont observées a
la loupe binoculaire et aucune dégradation desdili’est visible quel que soit le débit
imposé. Cependant, il demeure que cette optionitndurisque significatif de dégradation
mécanique des billes d’alginate.

Dans l'option B, les billes sont introduites par ¢aéation d’'une dépression dans le
bioréacteur. Les billes ne passent donc pas damsmas de pompe et cela évite en partie les
risques d’endommagement et de stress mécaniqudegmaellules.

Figure 137: De gauche a droite : remplissage en dégssion avec une pompe sur la ligne d’introduction
(option A) et remplissage en pression avec une pomgn aval du bioréacteur (option B)

Une seule pompe peut servir a la fois a la recatooih et a I'introduction des billes grace a
I'ajout, & la sortie du bioréacteur, d’une valveiartour et d’'une vanne trois voies au niveau
de la pompe de recirculation (cf. figure 138).
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v r

Figure 138: Schéma d’'une version intermédiaire duiccuit SUPPLIVER

Lors de la phase d’introduction des billes, le$elil qui sont dans une poche, sédimentent et
sont difficilement aspirées par la pompe. Une pogjéciale en forme de V a donc été créee
par thermocollage pour faciliter I'introduction desgles. Le volume de billes introduit est
donc contrélé et aucune agitation ni autre actiamunelle n’est a effectuer (cf. figure 139).

Figure 139: De gauche a droite : Probleme de sédimiation des billes dans une poche standard et poche
en forme de V

Pour la suite du projet, il faudra envisager deefaappel a un fabricant de poches pour
concevoir une poche adaptée a notre applicatiotafmment si les billes sont congelées dans
ces poches). La société MacoPharma, par exempiameccialise des poches de culture

cellulaire utilisables pour la congélation.
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Dans une thérapie classique de plasmafiltraticeimércage du circuit est réalisé avec un
sérum physiologique, avant le premier passage dog squi « pousse » le sérum

physiologique. Du fait du volume important du citcSUPPLIVER, un priming avec un

équivalent du plasma est envisagé pour limiterriibdilution (avec une solution d’albumine

par exempld105]). Pour I'étape de l'introduction des billes, laegtion de la méthode de

« priming » a été posée, car I'état dans lequalait arriver les billes au lit du patient était
non identifié. 1l a donc fallu imaginer des étapbs rincage ou de culture cellulaire qui
seraient éventuellement nécessaires avant le dégeadu traitement proprement dit.

Trois scenarii ont été envisageés (Fig. 140) :

* un priming avec un équivalent du plasma, simplia le fait que les billes sont déja
conditionnées dans un milieu équivalent,

* une condition équivalente, mais avec des billeHalleiment conditionnées dans un
milieu a éliminer (milieu de culture, par exemple),

» et une condition ou les cellules encapsulées séobrelées directement avant leur
introduction dans le bioréacteur.

Culture des cellule s
décongelées dans le
bioréacteur

Billes fraiches dans un
liquide a éliminer

Billes fraiches dans un
équivalent au plasma

Remplissage du circuit
avec du milieu de

Remplissage du circuit

Remplissage avec un equivalent au

du circuit plasma culture
avec un }
équivalent Introduction des billes Introduction des billes
au plasma
l ¢ Faire fonctionner le
Ringage des billes avec bioreacteur seul pour
Introduction une nouvelle poche cultiver les cellules
des billes i l
l Ringage du circuit et
Commencer la des billes avec une
Commencer la therapie nouvelle poche
thérapie J,
Possibilité d'isoler le
e patient du bioréacteur en
o faisant fonctionner en Commencera
faisant fonctionner en méme temps et de P!

méme temps et de
maniére indépendante la
plasmafitration et la
recirculation

maniére indépendante la
plasmafitration et la
recirculation

Possibilité d'isoler le
patient du bioréacteur en
faisant fonctionner en
méme temps et de
maniére indépendante la
plasmafitration et la
recirculation

Figure 140: Etapes de priming du circuit secondai en fonction de I'état des cellules avant la thépse

Pour faciliter le déroulement de la thérapie, imbée impératif que les billes soient déja
décongelées et débarrassées de toutes substancedélois indésirables avant le
conditionnement sous poche. Le circuit devra édrepli avec une solution équivalente au
plasma et les billes seront ensuite introduitele¢eméme peuvent étre conditionnées dans
une solution d’albumine).
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L'idéal serait que les procédés en amont (encapenla cryopréservation et
conditionnement) soient suffisamment controlés pagsurer une qualité cellulaire
irréprochable avant I'introduction des billes dées bioréacteurs.

En utilisant la recirculation, indépendamment decuwit de plasmaphérése, une étape de
fluidisation fait directement suite a l'introductiodes billes, ce qui peut permettre de
procéder a une mise en route biologique du syseEmatendant la connexion du patient et le
début de la thérapie. L’étape d’introduction deléebiremplace alors la phase d’expansion
du lit fluidisé ou les billes s’élévent progressivent dans la colonne (cf. figure 141).

Introductian ded billsd Recirculy tion

—

Figure 141: Schéma du principe de fluidisation direte

IV.1.2 Garantie d’une fonctionnalité optimale des cellules

IV.1.2.1 Optimisation du nombre de cellules contenues dans bioréacteur

Comme vu précédemment, il a été décidé d’utiliseatouches dans le circuit extracorporel
concu pour des patients de petits poids ou poorddele préclinique.

Deux choix se présentent alors : inclure ces cattes en série ou en paralléle. La premiére
option a l'avantage de ne demander qu'un débitldéade perfusion égal a celui nécessaire
pour un bioréacteur. La boucle de recirculationluse dans le circuit permet cependant
d’avoir des débits importants (jusqu’a environ 20@mm) ce qui permettrait de perfuser sans
probléeme jusqu’'a huit bioréacteurs en paralleleurD’autre coété, si les bioréacteurs
fonctionnent en paralléle, des chemins préféerentiglifférences de débits en sein des
cartouches) et donc des fluidisations inégales aaetdouter. Des essais de fluidisation avec
du liquide physiologique ont été effectués danbuede s’assurer que les fluidisations sont
équivalentes dans chacun des quatre bioréacteurs.
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Les écarts de débit entre les cartouches sont ttondés par les variations relatives de
pertes de charge entre les différentes branchesrduit en paralléle. L’introduction d’une
perte de charge additionnelle calibrée a été tggiéerendre le systeme plus robuste.

La perte de charge est faible dans un bioréactauoms de 10mmHg). En ajoutant une perte
de charge calibrée de 25mmHg, de maniére équivaldahs chacune des branches de la
circulation des cartouches, les différences de epaté charge entre les bioréacteurs
deviennent moins significatives.

Pour augmenter la perte de charge de 25mmHg, daamgue branche de la circulation en
paralléle incluant un bioréacteur, un morceau dertOde ligne a héparine (diameétre 0,85
mm) a été ajouté en amont de chaque bioréacteur.

Pour calculer la longueur nécessaire a I'obtentdme perte de charge additionnelle de 25
mmHg la formule de Hagen Poiseuille a été utilisée

L = APrD%128uQ  avec p=1.F®a.s, Q=25/60.18m%s, AP=3334Pa et D=0,85.Ttn
L =10cm

Deux tests en laboratoire ont été réalisés en raasua perte de charge d’un segment de
ligne & héparine pour valider le calcul: un avegout d’'un segment de ligne de 1 cm (créant
une perte de charge additionnelle quasiment nefle)n essai avec un segment de 10 cm
(créant une perte de charge additionnelle d’env@®mmHg) (cf. figure 142).

Figure 142: Collages des lignes a héparine surslignes en amonts des bioréacteurs

La fluidisation s’est faite de maniere équivaledtns les 4 cartouches que ce soit avec des
lignes d'1 ou de 10cm (cf. figure 143 a 145).

Figure 143: Photo de la fluidisation avec une ligna héparine de 1 cm (a gauche) et de 10cm (a droite
25 ml/min par bioréacteur
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Expansion du lit fluidisé de 4 bioréateurs en paralléle

7

6
T
5
3 ——bioréacteur 1
2
24 =
:E bioréacteur 2
53
-]
5 bioréacteur 3
32
]
= 1 == bioréacteur 4

0 T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35
Débit dans les bioréacteurs (ml/min)

Figure 144: Graphique de I'évolution de la hauteurdu lit fluidisé en fonction du débit dans les
bioréacteurs en paralléle avec une ligne a héparindge 1 cm

Expansion du lit fluidisé de 4 bioréateurs en paralléle
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Figure 145: Graphique de I'évolution de la hauteurdu lit fluidisé en fonction du débit dans les
bioréacteurs en paralléle avec une ligne a héparirde 10 cm

BN

Les différences de hauteur observées (de 0 a 158tivemt étre dues a plusieurs
imprécisions. Parmi ces imprécisions, la quantiééhbdles introduites (80ml) joue sur le
niveau du lit. La lecture du niveau du lit compottee certaine marge d’erreur. De plus,
I'inclinaison des bioréacteurs (qui ne sont pagt&ment sur un axe perpendiculaire au sol)
augmente l'erreur de lecture. Enfin, les segmemtdighe héparine sont coupés avec une
précision moyenne.
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Dans les deux expérimentations, les bioréacteurstnaiot des fluidisations plutdt similaires.

L’'ajout d'une perte de charge de 25mmHg, ne se bmnplas améliorer grandement

’lhomogénéité des fluidisations. Ceci est a nuamuar le fait que I'expérience n'a été

réalisée qu’une seule fois. Le collage des lignéggarine doit étre fait avec soin. En effet,
des dépbts de colle peuvent venir obstruer paetieht la ligne a héparine qui a diameétre
tres fin. Pour ces raisons, les pertes de charghisrées n'ont pas été rajoutées au circuit
final.

La mise en paralléle des bioréacteurs ne semble gas géner de facon significative la
réponse en termes de fluidisation. Ce sont dontdples pertes thermiques qui pourront
guider le choix final (voir paragraphe suivant).

IV.1.2.2 Maintien d’'une température de 37°C au sein des biéacteurs

Un des points clefs de la conception du circuirasarporel est la gestion des températures
et du réchauffage. En effet, d'un c6té les cellubas besoins d'une température au plus
proche des 37,4°C physiologiques et d’'un autre ¢&tgatient ne doit pas subir de pertes
thermiques trop importantes pour ne pas faire dlyprmie trop sévere.

De premiéres mesures de température ont été réalisgec de I'eau dans une version
améliorée du circuit SUPPLIVER contenant un récfeawufoxygénateur (le Hilite 800), et
d’autres éléments artificiels (cartouches de déimadion et un filtre a particules) (cf. figure
146). Ces éléments ajoutés au circuit vont étreser®s plus en détails dans les parties
suivantes.

Figure 146: Circuit utilisé pour les essais de peess thermiques

Les mesures des thermocouples et les calculs despérermiques (cf. 11.4.1.4.2) sont
présentés dans le tableau 12. Six conditions ¢piéea différentes ont été analysées.
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Tableau 12: Résultats des mesures de température

. . ) . Tentrée Tsortie AT Pertes thermiques
Sang=80ml/min UF=22,5ml/min Recir=0ml/min
g () () () (W)
sans Hilite Sang 37,4 30,6 6,8 37,9
Cartouches en série Bioréacteurs 27,8 24 3,8 59
) ) ) ) Tentrée Tsortie AT Pertes thermiques
Sang=80ml/min UF=22,5ml/min Recir=0ml/min
9 () © _ (© )
Hilite 400ml/min 40T sans air Sang 37,4 31,8 5,6 31,3
Cartouches en série Bioréacteurs 38,9 30,8 8,1 12,7
) ) ) ) Tentrée Tsortie AT Pertes thermiques
Sang=80ml/min UF=22,5ml/min Recir=67,5ml/min
¢ (T) ©  (© (W)
Hilite 400ml/min 40T sans air Sang 37,7 32,8 4,9 27,3
Cartouches en parallele Bioréacteurs 38,8 36,2 2,6 16,3
4 Tsortie ;
) . . ) Tentrée AT Pertes thermiques
Sang=80ml/min UF=22,5ml/min Recir=67,5ml/min
¢ (T) © © (W)
Hilite 400ml/min 40T sans air Sang 37,7 33,1 4,6 25,7
Cartouches en parallele avec isolant Bioréacteurs 38,8 36,8 2 12,6
5 Tsortie i
. . . . Tentrée AT Pertes thermigues
Sang=80ml/min UF=22,5ml/min Recir=67,5ml/min
9 () © © (W)
Hilite 400ml/min 40C air 1L/min Sang 37,7 33,1 4,6 25,7
Cartouches en parallele avec isolant Bioréacteurs 38,6 36,6 2 12,6
) ) . ) Tentrée Tsortie AT Pertes thermiques
Sang=80ml/min UF=22,5ml/min Recir=67,5ml/min
9 (T) ©  (© (W)
Hilite 400ml/min 40C air 2L/min Sang 37,7 33,2 4,5 25,1
Cartouches en parallele avec isolant Bioréacteurs 38,4 36,3 2,1 13,2
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Dans la premiéere condition, le circuit contenard dartouches en série n'a pas été réchauffé
par le réchauffeur et seule le circuit primaireté@ dis en circulation avec un débit sanguin
de 80ml/min. Le sang retournant au patient a pé&r88C soit une perte thermique de 29,5W
Le circuit plasmatique a ensuite été mis en roptgf(ision des bioréacteurs a 22,5ml/min)
sans chauffage. La différence de température mad@&°C au total (37,9W) avec une perte
de température de 3,8°C (5,9 W) dans le circuismplaique entre I'entrée et la sortie des
bioréacteurs.

Dans la seconde condition, le réchauffeur Hilité iaséré et fonctionne avec un débit de
400ml/min d’eau chauffée a 40°C sans circulatioairdhi d’oxygene. La perte thermique
diminue quelque peu. Une différence de températiotale de 5,6°C, soit 31,2W de pertes
totales, est observée avec 8,1°C de différence &efntrée et la sortie des bioréacteurs.

Dans la troisieme condition, le circuit a été repaur mettre les cartouches en paralléle.
Dans cette configuration, un débit quatre fois plagportant passe dans le circuit
plasmatique (la recirculation est alors mise entequour assurer un tel débit). Les pertes
thermiques ne sont que Iégérement diminuées pagmantation du débit dans le circuit
secondaire (27,3W au lieu de 31,2W). Mais, il gaulement 2,6 °C de différence entre
I'entrée et la sortie des bioréacteurs. Le sangalient sortirait du circuit avec pres d’'un
degré de plus.

Pour améliorer les performances, des couches dhsa base de polyester et d’aluminium
peuvent étre placées autour des cartouches (cond#). 0,6°C sont gagnés dans les
bioréacteurs mais la visualisation du lit fluidiest alors difficile. Avec cette isolation, le

sang du patient sortirait du circuit avec 0,3°Cpérs soit a 33,1°C.

En plus du rdle de réchauffeur, le dispositif Hilisera utilisé dans le circuit comme
oxygénateur. De l'air y est envoyeé pour simulerteaixygénation et voir I'effet qu’elle
aurait sur les pertes thermiques du circuit (coodg 5 et 6). Un refroidissement est induit
par I'évaporation saturant en vapeur d’eau le gaaulant dans I'oxygénateur. L'effet est
cependant tres faible lorsqu’on a un deébit d’aiOde 2L/min dans le Hilite.

Ces expérimentations ont permis d’'imposer le chaiivne configuration en paralléle des
bioréacteurs. Le suivi de la température par desle® non invasives pourrait s’avérer utile
dans la gestion des risques et la mise en plagesdilarme.
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IV.1.2.3 Maintien d’'un taux d’oxygene important au sein ducircuit secondaire

Dans I'organisme, le plasma est relativement pawreoxygene dissous (moins de 10mg/
mL) puisque le transport d’oxygene est assuré pardlobules rouges. Cependant, il est
essentiel d’assurer une oxygénation correcte pssicellules hébergées dans le bioréacteur.
Pour avoir des cellules aussi fonctionnelles quesiide, le réle d’oxygénateur du dispositif
Hilite 800 a donc été étudié.

Cependant, cet oxygénateur a été concgu et miesuatché pour étre utilisé avec du sang, et
non avec du plasma (cf. tableau 13). Il est donpleyé ici dans des conditions particulieres
qgui n’ont pas été explorées jusqu’a présent.

Dans un premier temps, il a été nécessaire defmudloxygénation plasmatique a l'aide de

ce dispositif. Des résultats préliminaires de megileg consommation d’oxygene ont ensuite

été obtenus avec des cellules cultivées en fluidisaavec une oxygénation. Enfin, la

fonctionnalité de ces cellules a été comparée ae cdé cellules n'ayant pas recu

d’oxygénation.

Tableau 13 : Conditions initiales d’utilisation duHilite 800 et modifications apportées (les modifetions
sont indiquées par un rayage et un surlignage)

Hilite 800
Remplissage du haut vers le bas - Ringage avec 1000ml de liquide physiologique hépariné
Priming 5000UI/L - Coating Rhéoparine (17Ul) - Bébit-308mbtlmin- 150ml/min - Retournement pour
dégazage

Utilisation sur du-sang plasma Débits maximal: 8;8L/min{sang} 100ml/min (plasma)

Traitement 1,6L/min (oxygene) - 24h

Pas de spécifications

Restitution dusang | pastitution du plasma

IV.1.2.3.1 Capacité d’'oxygénation de I'oxygénateur Hilite 800

Un banc d'essais a été realisé pour des essaisilla taelle a partir d'une étude
bibliographique[106] [107]. Les débits et volumes sont similaires a ceuxsdl lors de la
thérapie SUPPLIVER (cf. figure 147).
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100mi/min Reservoir Sonde

;—Oxygénateur
e d
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240°C =
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Figure 147: Schéma et photo du banc d’essai utiliggour la mesure de I'oxygénation a taille réelle

Les capacités d’oxygénation du Hilite 800 ont ét&suarées dans de I'eau ultrapure (MiliQ)
et dans du plasma dilué a 20g/L de protéines ttalec le banc d’essai de taille réelle. Le
débit d’oxygéne du concentrateur n’influence paxygénation. Une certaine saturation du
plasma semble apparaitre autour d’'une concentratiorygéne de 20mg/L, mais il faut
noter qu’il s’agit aussi de la limite de détectida la sonde a oxygéne. Le transfert (flux)
d’oxygene ou vitesse d'oxygénation du fluide estl'dedre de 0,7mg/ml/min pour I'eau
comme pour le plasma. Il est calculé a I'aide dest@s des droites de corrélation des parties
linéaire des courbes (cf. figure 148 et 149).

Evolution de la concentration en oxygéne du plasma en fonction du temps
25
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Figure 148: Evolution de la concentration en oxygendu plasma en
fonction du temps pour différents débit d'oxygéne édns un circuit de taille
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Oxygénation de I'eau MiliQ, et du plasma par le Hilite 800 en fonction du
débit d'oxygéne

0,9
0,8
0,7
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Plasma

Oxygénation (mg/L{min)
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Débit d'oxygene (L/min)

Figure 149 Oxygénation de I'eau MiliQ et du plasma par le Hiite 800 pour
différents débit d'oxygéne dans un circuit de taik réelle

IV.1.2.3.2 Résultats préliminaire de consommation d’oxygdraes effets d’'une oxygénation
sur la fonctionnalité des sphéroides de cellule& @&apsulés

Les capacités d’oxygénation du dispositif Hilitensa relier a la consommation en oxygene
des cellules.

bY

Un deuxiéme banc d’'essai est réalisé a une échellenviron 1/306™ La quantité de
cellules encapsulées est limitée pour faciliterdalisation des manipulations (3ml de billes
d’alginate en lit tassé par bioréacteur soit 60McdBules). Tout le circuit est placé dans un
incubateur pour maintenir les cellules du bioréacie 37°C. Une étude de linfluence de
'oxygénation sur les hépatocytes a été réaliséeegra ce banc. Un volume de 100ml
(échelle 1/18™) de sérum de veau foetal dilué de moitié dans duide physiologique
circule dans le circuit. Deux circuits sont mis garallele : un premier oxygéné et un autre
non-oxygéné servant de témoin (cf. figure 150).
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Bioréacteur
(10ml)

— £l _ N
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‘ agitation (100ml)
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Figure 150: Schéma et photo du banc d’essai a talréduite utilisé pour la mesure de la
consommation des cellules et des effets de I'oxy@dion sur les cellules

Dans un premier temps, la perméabilité a I'oxygédeel'alginate polymérisé a été vérifié
avec des billes vides, en utilisant du ruthéniummtdéa fluorecence diminue si la
concentration d’oxygene dans le milieu augmentes. thides sont mises en contact avec une
solution de ruthénium fluorescent. Selon les caodg testées, un bullage de CO2 ou d'O2
de quelques minutes est ensuite réalisé avantdiwhton par microscopie confocale. En
présence de CO2, I'ensemble de la bille est roegequi dénote de la relative absence
d’oxygene. Une fois I'oxygéene amené dans le mikaterieur, on constate que la bille s’est
chargée en 02, puisque sa fluorescence disparad. d€montre les capacités de transferts
bidirectionnels des gaz au sein des billes d’alginhe contour de la bille est tout de méme
légerement visible, signe qu’il existe une faibiéé@ence de concentration entre le milieu
d'immersion et l'intérieur de la bille (cf. figurgs1).

Figure 151: De gauche a droite : Billes d'alginatéans une solution de ruthénium fluorescent : apres
bullage de CQ, a atmosphére ambiante et aprés bullage d;qmicroscopie confocale)
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Les sphéroides de cellules C3A encapsulés ont @s@lite mis en culture avec une
oxygénation élevée (1,2 mg/L/min) proche de I'oxyaggon obtenue avec le Hilite 800 a
grande échelle. Lors de la culture de cellulescdacentration d’oxygéne du milieu est

beaucoup plus faible que lors des essais précédants cellules et sans billes signe d’'une
consommation d’oxygene.

Cependant, la consommation calculée parait treoitapte[108]: 70ug/min pour 60M de

cellules soit environ 0,6nmol/M/sec our@@/min pour 20 milliards de cellules (cf. figure
152).

Cinétique d'oxygénation du milieu avec ou sans sphéroides de cellules C3A encapsulés
18

16 y=1,1961x+ 5,397
R® = 0,9906

14

12

10

y =0,4993x+ 6,314
4 - P2=0,9988 avec cellules

=fli—sans cellules

Concentration d'oxygéne (mg/L)

0 2 4 6 8 10 12

Temps (min)

Figure 152: Evolution de la concentration en oxygéndu sérum en fonction de la culture en fluidisatio
ou non de billes contenant des sphéroides de ceislC3A dans un circuit de taille réduite

Aprés 8 heures de culture, un marquage a été ééptisr estimer la viabilité des cellules.
Une observation au microscope a épifluorescencetnmoque la viabilité des cellules
cultivées avec une oxygénation semble meilleure.cbbur nécrotique semble apparaitre au

centre des billes n'ayant pas recu d’oxygénatiqgpmentaire (cf. figure 153).

Figure 153 : Viabilité des cellules C3A apres fluidation (Hoechst / IP au microscope a épifluorescen).
De gauche a droite : Avec et sans oxygénation
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Concernant le métabolisme, il semble que I'oxygiémaaméliore la productivité des cellules

pour ce qui est de la production d’albumine et@utrtd’'urée. Comme attendu, les cellules
sous oxygenation produisent du glucose signe damieation de la néoglucogenése ou de la
synthése de glucose a partir de lactate (cf. figlBé). Ces résultats seront néanmoins a
confirmer par une campagne expérimentale plus cétamui n’a pas pu étre menée dans le

cadre de ce travail.

Consommation de glucose et de production d’albumine et d’urée
de sphéroides de cellules C3A encapsulés avec ou sans oxygénation

[
o

m Albumine (ng/M/h)
Glucose (ug/M/h)
Urée (ug/M/h)

O = MNOW RO N D

Avec oxygénation Sans oxygénation

Figure 154: Résultats de consommation de glucoseds production d’albumine et d’urée de sphéroides
de cellules C3A encapsulés avec ou sans oxygénation

IV.1.2.4 Détoxification artificielle

Dans un certain nombre de cas cliniques, I'insaffte hépatique aiglie peut étre causée par
la toxicité d’'un xénobiotique (médicaments, subsentoxiques, ...). Une détoxification du
sang du patient en début de séance permettraiitef@wne atteinte des cellules encapsulées
et d’'améliorer I'efficacité de la thérapie, commelac 'a déja été fait avec des systémes
concurrents[54]. Deux dispositifs artificiels de détoxification rdodisponibles dans la
gamme Gambro : les cartouches Adsorba et IE25@, wtdjsés dans d’autres thérapies, mais
dans des conditions difféerentes (cf. tableau 14n®Ple cadre de ce travail, seul le potentiel
de la cartouche Adsorba, qui est en principe gigalien hémoperfusion pour un usage avec
du sang total, a été ré-évalué.
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Tableau 14: Conditions initiales d'utilisation desdispositifs Adsorba et IE250 et modifications appaées
(les modifications sont indiquées par un rayage ein surlignage)

Adsorba IE250 (MARS)

Connexion manuelle - Ringage avec 500ml Connexion manuelle - Ringage avec 1700ml
o dextrose et 2000ml de liquide physiologique de liquide physiologique ren—hépariné-5000
Priming hépariné (25001J/L 5000UI/L) - Débit 100- UI/L- Débit 150ml/min

150mL/min

' Utilisation sur du sang - Débit 50-150ml/min -  Utilisation sur un-dialysat-d-atbumine plasma
Traitement 6h 6h a 8h - Débit 100-200ml/min - 24h

Restitution du plasma

Retournement a la restitution 10-100ml/min
Restitution du sang

L’addition de dispositifs supplémentaires dansitautation extracorporelle impose d’ajouter
une pompe de priming pour pouvoir réaliser en paleale remplissage du circuit sanguin et
celui du circuit plasmatique. Cette complexificatidu circuit, qui limite grandement la

durée du priming, n’est souhaitable que si la déitation artificielle permet réellement de

préserver les cellules encapsulées. Toutefoisg petinpe de priming a I'avantage de pouvoir
servir également a l'infusion de nutriments darsshmréacteurs au cours du traitement.

L’ammoniac étant une des toxines s’accumulant damganisme lors d’une insuffisance
hépatique, il a un effet potentiel sur la viabilé¢ les fonctions des cellules hépatiques
encapsulées dans le bioréacteur. L’évaluation depHlct de la présence d’'une colonne
d’adsorption dans le systéme a donc été étudigmésence d’ammoniac.

IV.1.2.4.1Capacité d’adsorption de 'ammoniac de I'adsorbdsorba

Du sang (2,5L) supplémenté en ammoniac a 8mg/nit {soM dans de plasma ce qui est
environ 10 fois supérieur a une hyperammoniémiesjghggique) ont été traités par une
cartouche Adsorba (cf. figure 155). L'efficacité ldecartouche Adsorba a été estimer par des
mesures de concentration d’ammoniac dans le platimaang traité au bout de 10 et 30
minutes de traitement.
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Figure 155 : Expérimentation de détoxification du ang par la cartouche Adsorba

La diminution d’ammoniac est assez faible par rappola concentration initiale mais
importante par rapport a des concentrations phygiques pathologiques (1@®ol/L). La
saturation semble apparaitre tres rapidement paisigu concentration d’ammoniac est
similaire aprés 10 minutes et 30 minutes de traét®inla capacité d’absorption de la
cartouche peut donc étre estimée a @50l (cf. figure 156).

Efficacité de détoxification de la cartouche Adsorba
1,2

0,8 |

0,4 |

0,2 |

Concentration d'ammoniac (mmol/L)
(=]
(=2

plasma sain plasma + 10 min de 30 min de
ammoniac traitement traitement
Adsoba Adsorba

Figure 156: Evolution de la concentration d’ammonia lors d’'un
traitement avec I’Adsorba

IV.1.2.4.2 Résultats préliminaires de toxicité de 'ammoreades effets d’'une adsorption sur
la fonctionnalité des sphéroides de cellules C3%apsulées

Le lien entre I'efficacité de la cartouche Adsorbal’amélioration de la productivité des
sphéroides de cellules C3A a été investigué : pbersides encapsulées ont été mis en
culture, dans des boites de Petri en agitationaehipendant trois jours avec du plasma sain,
du plasma avec ammoniac et du plasma traité peridaminutes avec I’Adsorba.
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Apres trois jours de culture, un marguage a étésé&aour estimer la viabilité cellulaire.
Une observation au microscope a épifluorescencetraaque la viabilité est bonne méme
pour des cellules soumises a une forte concentratemmoniac (cf. figure 157).

Figure 157: Viabilité des cellules C3A apreés cultue (Hoechst / IP au microscope a épifluorescence).
De gauche a droite : culture dans du plasma saindu plasma avec ammoniac et du plasma apres 10
minutes de traitement avec I’Adsorba

Des dosages montrent que la présence d’ammoniablesediminuer la fonctionnalité des
cellules concernant la production d’albumine etrd& Ce type de résultat a déja été obtenu
dans notre laboratoire dans des puces a celluG. Le traitement a '’Adsorba s’avere étre
bénéfique pour les cellules surtout pour la prounct’albumine. Par contre, on n'observe
pas de biotransformation d’ammoniac en urée damie @xpérience, qu’il conviendra de
répéter (cf. figure 158).

Toxicité de 'ammoniac et effet d'un traitement Adsorba sur des sphéroides de
C3A encapsulés

9 0,3
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Figure 158: Résultats de consommation de glucoseds production d’albumine et d'urée de sphéroides
de cellules C3A encapsulés et cultivés dans du phaa sain, du plasma avec ammoniac et du plasma
traité pendant 10minutes avec I'Adsorba
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IV.1.3 Garantie de la sécurité du patient tout au long duraitement

La gestion des risques est un point essentiel dieldgpement de nouveaux dispositifs
meédicaux et de médicaments de thérapie innovamarfaappel a des cellules. Dans cette
partie, seuls les risques liés au traitement ei@8s a la composante biologique du dispositif
sont étudiés. Les risques liés a la plasmaphéiassigue (coagulation, hémolyse..) ou a la
circulation du plasma dans le circuit secondaim@stetraités par la description des alarmes
mises en ceuvre dans la partie 1V.2.5.

Le risque le plus critique provoqué par I'ajout Wéucomposante biologique est la possibilité
d’'une fuite de cellules jusqu’au patient. Méme afite fuite ne concerne qu’un petit nombre

de cellules, celles-ci étant étrangéres au patigné un risque de rejet. Les billes d’alginate

permettent de protéger les cellules du stress nigeamais leur résistance est tout de méme
assez faible. Une fuite de cellules peut étre pgoée par une fuite des cellules en dehors
des billes mais aussi par la rupture des billetaduite de billes entieres. L’'ensemble de ces
possibilités sont regroupées par la suite sousnmd de fuites de particules. Le risque de
fuite de particules va étre étudié plus en déthil$ait de sa dangerosite.

IV.1.3.1 Analyse de risques

Pour mieux déterminer, prévenir et contréler desnéwelles fuites de particules, une analyse
des modes de défaillances, de leurs effets et wles leriticités (AMDEC) et un arbre de
défaillance ont été realisés (cf. figure 159 et @6@bleau 15 et 16).
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* Préparation de I'étude de défaillance
Analyse
fonctionnelle

¢ |dentification des modes de défaillances

Identification

o Causes et effets des défaillances
Analyses * Etude de la criticité
qualitatives et
quantitatives

* Actions préventives
* Actions palliatives
Actions * Actions correctives
correctives

Figure 159: Principe de TAMDEC

Si la qualité des billes est bien controlée, lquis de fuites de cellules en dehors de billes est
tres réduit. Cependant, pour la dégradation déssbilu cours du traitement, le processus de
fabrication du bioréacteur a lit fluidisé et sométionnement sont complexes et il est assez
probable que des anomalies soient a I'origine d&amportement non attendu du lit fluidisé
(problémes de densité ou de viscosité).

Pour simplifier, les risques concernant la fuitepdeticules peuvent étre regroupés en deux
types de défaillances de commande (risques pli@dtau facteur humain) : un comportement
anormal du lit, d0 a des problémes lors du fonct@ment du lit fluidisé, et une prescription
d’'un débit trop important menant a une forte élératdu lit fluidisé. D’'un autre coté, il
existe un risque de défaillance majeur qui esélitn composant du bioréacteur. En effet, les
tamis, d’'une porosité de 40 microns, a chaque eitéédu bioréacteur sont susceptibles
d’étre endommageés et de laisser échapper des billekes fragments de billes contenant des
cellules (cf. figure 160).
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Fuites de billes ou
de fragments de

billes contenant
des cellules

Rupture des billes
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Tamis endommagé

Défaitlance composant

anormal du lit trop important Elément principal

Défaillance de commande Défaiflance de commande
Figure 160: Arbre de défaillance simplifié de la fite de particules

Parmi les modes de défaillances cités précédemrianalyse s’est focalisée sur les risques
d’un comportement anormal du lit et d’'une prescoiptd’un débit trop important (cf. tableau

16). L'importance de ces risques a eté jugée gaadaaeombre prioritaire de risque (cf. tableau
15). L'endommagement du tamis a été considéré comoias critique puisque la cartouche
utilisé comme bioréacteur est déja commercialigégue sa fabrication est déja contréler a
échelle industrielle (contréle visuel).

Les actions envisagées pour réduire les risquekiitee de particules sont de trois sortes :
préventive, palliative et corrective. Une des Solut préventives serait d’inclure, sur les
bioréacteurs, un détecteur de niveau qui permetgaléclanchement d’'une alerte dés que le
niveau du lit est inhomogéne ou lorsqu’il y a ung@ansion trop importante. L'ajout d’un
filtre avec un seuil de coupure trés fin serait gn&ition palliative. Enfin, une détection de
particules échappées du bioréacteur serait inténésgour informer l'utilisateur afin qu’il
puisse mettre en place des actions correctivesafofeau 15 et 16).

Tableau 15: Calcul du nombre prioritaire de risque(NPR)

Cotation Gravité (G) Fréquence (F) Détection (D)

1 Inexistant Faible A I'ceil nu

3 Désagrément Moyenne Par un examen simple
5 Hors norme Fréquent Par un examen détaillé
8 Dangereux Tres fréquent Par une analyse

10 Mortel Tout le temps Indétectable

NPR = GxFxD
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Tableau 16: AMDEC sur la fuite de particules

Fonction Mode de Causes Effets Mesures G NPR Actions
ou défaillance préventives/
Processus Moyens de
détection
Préventive:
Capteur de
niveau du lit
. Gamme de Corrective:
) L'utilisateura . Le ,llt monte débit conseillée Détection des
Le tamis prescrit un jusqu'a atteindre pour l'utilisateur. particules
permet de débit trop letamis. Les Suivi de la 8 24 L
garder les important. billes s ecrasent pression du 7Pa!llat|\{e.
billes Ecrasement contre celui-ci. circuit Filtre &
d'alginate, des billes ' particules en
contenant contre le _ a\{al du
les tamis. Fuite bioréacteur.
hépatocytes, de fragments
a l'intérieur de billes Les billes se L
du contenant Mauvaise dégradent. %
bioréacteur les préparation La gamme de ni\?gaiuc;u ﬁt
tout en hépatocytes  des billes par  débit conseillé . Conective:
laissant jusqu'au Tutfsatmur ne correspond  Guide utilisateur LonranE,
s'écouler le patient. conduisant a plus au bon _ pourla Détection des
plasma & - fonctionnement  Préparation des 64 particules.
l'intérieur de comportement AU bioréacteur. billes. Suivi de palliative:
celui-ci. anenmel @ [ Le lit monte la pression du “Filre &
SluitElieE AU jusqu'a atteindre circuit. particules en
cours du _Ie tamis. Les el Gl
traitement. billes s’écrasent bioréacteur,

contre celui-ci.

De par ses spécifications une membrane de plagnaéifih peut remplir la fonction de filtre

a billes et hépatocytes. Cela a été testé aveadsage d’'une suspension de cellules isolées.
Le milieu de culture a la sortie du filtre ne caraé aucune cellule. Le plasmafiltre génére
cependant des pertes de charges génant le bonidiemement de la circulation
extracorporelle. De plus, le volume du filtre augrneele volume extracorporel total. Dans
une étape ultérieure, il serait utile d’envisagen semplacement par un dispositif plus
adapté. Jusqu’a présent, l'investigation s’estatrpenchée sur la détection des particules
en aval du bioréacteur.

IV.1.3.2 Expériences de détection de billes vides entieres

La machine Prismaflex dispose d'un détecteur deéesude sang (BLD) qui détecte les
globules rouges dans le plasma par une méthodetrepbotométrique. Il pourrait
éventuellement permettre de détecter des billepasticules de billes sorties du bioréacteur
avant que celles-ci ne soient arrétées par lefétparticules.
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Des premiers tests de calibration ont montré qaebles d’alginate transparentes n’étaient
gue faiblement détectées par le BLD. Nous avonsiméas poursuivi les essais avec des
billes d’alginate de diametre 800 a 900 microns rumhorées contenant 2g/100ml de

microparticules de verre (cf. figure 161). Ellest @té placées dans du plasma de bceuf
normalisé a 45g/l de protéines.

Figure 161 Billes d'alginate avec 2g/100ml de microparticule de verre
fabriquées pour des essais de détection

Quand du plasma traverse la cellule du BLD, Ieaigest compris entre 45000 et 42000.
Lors d’'une fuite de billes entieres, une baissesiynal jusqu’a 35000 est observée (Fig.
162).
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Figure 162: Graphique du Signal du BLD lors d'une @iite de billes chargées de microparticules de verre
(2g /100ml d'alginate) dans du plasma a 45g/L de ptéines totales.

A partir de ces résultats, le BLD semble pouvoitedter des billes avec des microparticules
de verre dans du plasma. Cependant les billes esatidres et on ne sait si les particules
générées lors d’'une fuite seront détectables. s, pl est surement difficile de savoir a
partir de quelle concentration de billes ou defragts la détection a lieu .

En I'état actuel des développements, la limitatlonrisque de fuite de particules est obtenue
en contrélant le débit de fluidisation pour que léfes ne soient jamais en contact avec le
tamis supérieur (contrdle visuel). Les risques d@nmagement du tamis ou des billes sont
ainsi évités.
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IV.2 DESCRIPTION DE LA CIRCULATION EXTRACORPORELLE

La circulation extracorporelle SUPPLIVER développé&emporte un plasmafiltre, quatre
bioréacteurs en paralléle, un oxygénateur/ réckauffdes éléments de détoxification
artificielle (charbon actif et cartouche échangeub®ns), un pousse seringue pour
I'anticoagulation et un filtre a particule. Le aiic simplifié est présenté figure 163.

Recirculation
) Ultrafiltration I 9
= m ey~ * Toxins
® . :{- = ,‘.\- Nutriments
k¥ oy
(a4 0
i ¥
Cell ff‘; . ’ Molecules
\ il produced
‘ —

-

ioreactgr Hiorgactgr Biorea 1

Plasmafilter

1

{Ell-

® Pressure sensor = ®
=== Biood entry Heparin
= Blood exit lor] excharge
= Anticoagulant resin
Toxic plasma
= Plasma treated

Reciculation

Figure 163: Schéma simplifié de la circulation extcorporelle SUPPLIVER

Un code couleur a été mis en place :
* Rouge : entrée du sang,
* Bleu: retour du sang,
* Jaune : plasma toxique,
* Violet : plasma purifié,
» Vert : recirculation du plasma,
* Rose : anticoagulation,

* Gris : lignes de service (sans intérét pour laghi).
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Des abréviations sont utilisées :
e BLD : détecteur de fuites sang,
* UABD : détecteur ultrasonique d’air dans le sang,
* UF : ultrafiltration,
* pAcc : pression acces (accés vasculaire),
* plIn: pression entrée filtre,
* pUF : pression d'ultrafiltration,

« pRet: pression retour.

Pour mettre en ceuvre la thérapie SUPPLIVER, leclegiX-Lab a été utilisé. 1l permet de
piloter n'importe quelles fonctionnalités de la rhae sans les contraintes d’'une thérapie
spécifiqgue. De plus I'interface mime celle de lacimae en cours de traitement pour une
visualisation réaliste des étapes de la thérapiveltement créée. Des écrans se succedent
au fur et a mesure que progresse la thérapie. trash& et séquences associées sont présentés
dans les annexes 3 et 4.

IV.2.1.1 Mise en place du set

L’interface commence par présenter la thérapie SUNPR au travers d’écrans d’accueil.
Les étapes de mise en place sont décrites une .almeefois le set mise en place, il est
chargé sur la machine Prismaflex.

IV.2.1.2 Amorcgage au liquide physiologique

Une fois le set chargé sur la machine, des instmstsont données pour la préparation des
solutions pour I'amorcage (ringcage et remplissagecidcuit). L'amorcage nécessite 500mi
de glucose (pour saturer la cartouche Adsorbaviééréun risque d’hypoglycémie lors du
branchement du patient) et deux poches de 5L deidég physiologique hépariné par
traitement.

Lors de I'amorcage la seringue d’anticoagulatioh @nnectée. Un pousse seringue non
contrélé par la machine Prismaflex permet d’adnigisl’anticoagulant. Le dosage
d’anticoagulant n’est pas déterminé par la thérapise fera en fonction de la prescription
médicale.
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L'amorcage doit permettre le rincage et le remplgesdu circuit au liquide physiologique en
éliminant tout air résiduel (pour pouvoir ensuit@rxcher le patient sans risquer d’embolie
gazeuse). Cette étape de la thérapie est longuemidQtes) car chaque composant du
systeme (cartouches d’adsorption, plasmafiltre o9sgde un cycle de rincage différent pour
eliminer divers résidus pouvant étre toxiques.

L'amorcage des circuits sanguin et plasmatiqueasteein parallele grace a la pompe sang
(amorcage du circuit sanguin) et a une pompe dgepdming (amorcage du circuit
plasmatique).

Les différentes étapes de I'amorcage sont schééestia I'écran comme ci-dessous (cf.
figure 163 a 168). La premiere étape de I'amorcasgiele remplissage de la ligne de sang

avant la connexion de la cartouche de charbon.dcéifligne d’anticoagulation est aussi
remplie (cf. figure 163).
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Figure 164: Amorcage de la ligne sang et de la lignd’anticoagulation

L’étape suivante consiste au rincage de la cartuws charbon actif au niveau du circuit
sanguin et au rincage de la cartouche de billemargduses d’ions au niveau du circuit
plasmatique (la ligne de recirculation est remplie)

Les effluents de rincage sont déviés de facon feéleur circulation dans les dispositifs
aval. Les pieges a bulles coté plasmatique sost dicune seringue pour un remplissage
manuel (cf. figure 165).
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Capteur
o oé
Hilite 800

/40

Figure 165: Amorcage de la cartouche Adsorba (chadn actif) et de I'lE250 (échangeuse d’ions)

L'amorcage du plasmafiltre se fait ensuite en deperties (c6té sang puis coOté
ultrafiltration). Puis viennent le remplissage dexygénateur (qui est retourné pour un
dégazage complet) et le remplissage des bioréaciefir figure 166). Le remplissage des
bioréacteurs se fait aussi en deux parties. L’'aurésen amont du premier tamis doit étre
évacué lentement en raison de la faible permééldiit tamis a I'air. Dans le cas contraire
des bulles d’air resteront piégées. Une étape est agiécessaire, a débit lent, pour bien
chasser I'air avant le passage du tamis du biceéacPuis une fois le tamis passé, le débit
est augmenté. Le plasmafiltre qui sert de piegartiqules est aussi amorce (cf. figure 167).
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Figure 166: Amorcage du plasmafiltre (coté sang),all'oxygénateur (Hilite) et des bioréacteurs (coté
plasmatique)
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Figure 167: Amorcage du plasmafiltre (ultrafiltrat) et du filtre & particules

L’étape qui suit est 'amorcage des lignes d’introtiion. Ces lignes permettent d’introduire
les billes a l'intérieur des bioréacteurs (partéiMmédiaire des robinets) une fois le circuit
amorceé. Pour remplir ces lignes d’introduction ligme violette est clampée a la sortie du
filtre a particule et du liquide physiologiqueaite grace a la pompe de priming. Le liquide
s'évacue a travers les robinets dans une pocheadeit (cf. figure 168).
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Figure 168: Amorgage des lignes d'introduction

Le priming du plasmafiltre en aval des bioréacteest poursuivi et le remplissage
automatique du piege a bulles c6té sang se faititens
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Une fois I'amorcage terminé, I'utilisateur est am@em vérifier I'état du circuit. S’il reste de
'air piégé, il peut choisir de faire un amorcagemel ou de relancer complétement
'amorcage. Il peut aussi régler la chambre de dége du piege a bulle Prismaflex.

L'amorcage se finalise par un test qui permet deatér les fuites. Ce test consiste a mettre
le circuit en pression (& 300 mmHg) et a monitarette pression sur une durée déterminée
(10 secondes). Si une variation importante de ésgon se produit, ceci indiquerait qu’il y a
une fuite dans le circuit et le test n’est pas séus la fin du test, il est possible de réamorcer
le circuit, de relancer le test (s’il y a eu éclaectest), de changer de circuit ou de passer a
I'étape suivante (préparation des solutions pouetaplissage du circuit avec un équivalent
au plasma).

IV.2.1.3 Amorcage avec un équivalent au plasma

Le volume extracorporel plasmatique de la thérdpisPPLIVER est tres important (plus
d’1L). Ceci peut entrainer une hémodilution sévers du branchement du patient. Comme
alternative a cette hémodilution, il a été propdeéremplir le circuit avec un équivalent au
plasma (solution d’albumine ou plasma). Le choét@fait de ne remplir avec cet équivalent
que la partie plasmatique du circuit. L’hémodilutidue au remplissage de la partie sanguine
ne sera alors pas compensée comme dans le casaifonlation extracorporelle classique.

Les premiéres étapes de cet amorcage consisteméparpr, connecter les solutions et
vérifier les connexions. Comme pour I'amorcage iguitie physiologique, les différentes
étapes de I'amorcage a I'albumine ou au plasma sohématisées a I'écrahe circuit
secondaire est d’abord rempli grace a la pomperideng (cf. figure 169).
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Figure 169: Amorgage avec un équivalent au plasma
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Une fois I'amorcage terminé, si celui-ci n'a paé éuffisant, un amorcage manuel peut étre
fait ou 'amorcage peut étre recommencé.

Puis, une homogénéisation est obtenue au moyem g@rhpe de recirculation (cf. figure
170). Lors de I'étape d’homogeénéisation, le circagtondaire est réchauffé pour préparer
I'introduction des billes contenant les cellules.

o5l
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ﬁ/ ‘VJ Valve
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Figure 170 : Recirculation

IV.2.1.4 Introduction des billes

Une fois I'amorcage a I'albumine ou au plasma teeéniles bioréacteurs sont remplis avec
les billes d’alginate. L’introduction des billesadjinate se fait grace a des poches (en forme
d’entonnoir) permettant de contrdler précisémentvédume de billes introduit. Chaque
bioréacteur se remplit avec une poche contenantmiR8e billes. Le volume de billes a
introduire a été fixé arbitrairement et il est wdle d'évoluer en fonction des
développements a venir.

L’introduction des billes se fait par aspiratiorge a la pompe de recirculation (cf. figure
171). Tout de suite aprés l'introduction des billgsi génere un mouvement semblable a
celui d'une fluidisation), celles-ci sont mises laidiser par I'intermédiaire du circuit de
recirculation. Le chauffage est alors en fonctianeaet pour maintenir les cellules a 37
degrés. Cette étape dite de fluidisation directenee d’'initier la culture en dynamique des
cellules (cf. figure 172).
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Figure 171: Introduction des billes d'alginate.
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Figure 172: Fluidisation directe

L’étape suivante consiste au réglage du lit fliddise débit de recirculation est réglé pour
obtenir la hauteur de lit souhaitée. Ce débit asuge enregistré pour étre utilisé en thérapie
comme débit de référence pour la fluidisation desdacteurs.
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IV.2.1.5 Connexion, traitement du patient et gestion des atenes

Le réglage des capteurs de pression interviene jagant que le patient soit connecté au
circuit. La ligne d’entrée du sang (rouge) et deouwe du sang (bleu) sont connectées au
cathéter du patient. Le circuit complet fonctioraters en boucle fermée.

Pour avoir une hémodilution progressive au branargme sang circule initialement & un
deébit plus faible (100ml/min) que celui prévu poarthérapie (180ml/min). La recirculation
permet de maintenir la fluidisation au sein desrdacteurs au deébit enregistré avant la
connexion du patient. L’écran de traitement, peroret visualisation des débits, de I'état des
valves et des pressions (dont le calcul de la predsansmembranaire et de la différence de
pression entre la sortie et I'entrée du plasmaijil{cf. figure 173).

02/02/2015 16:02:10

O =]
’ gy o
L= Recirc
Ry
A o | UF lowPV
pUF m —
521 (=]
| oA
WPV
290 | TWPa
50 | detaP
RESTORE
pAddon1 <
111
ARRET
-
IE 250 Hilite
800
L?I STOP UF
PV i
PG
= :) PRESSURE
DEFAULT BASELINE
SETTINGS .
-

Figure 173: Capture d'écran du traitement

Les pressions du systeme sont initialement saudégarcomme pressions de références pour
la gestion des alarmes. Les pressions de référgreaesgent étre mises a jour a tout moment
par le bouton « Pressure Baseline ». Les débitvgp# aussi étre changés en cours du
traitement. Lorsqu’une alarme se déclenche etele® pompes, les débits sont sauvegardés
et peuvent étre restaurés grace au bouton « Rest&ieun probléme survient, il est possible
d’appuyer a tout moment sur le bouton « Stop UFowrparréter la plasmafiltration. Le
patient est isolé des bioréacteurs. Le débit dpoimpe de recirculation est majoré de la
valeur de la pompe d'ultrafiltration pour compenBarrét de cette derniére et ainsi garder le
débit dans les bioréacteurs inchangé. Pour rexanitraitement classique, il faut appuyer a
nouveau sur le bouton « Stop UF ». Le bouton « Olefaetting » permet de réinitialiser la
thérapie. Le bouton « Arrét » permet d’arréterlexteent la thérapie (cf. figure 173).

191



CHAPITRE IV: RESULTATS

CONCEPTIONET DESCRIPTIONDE LA CIRCULATION EXTRCORPORELLE

Les alarmes dans une thérapie Prismaflex classigoepriorisées de la maniére suivante:

e Malfunction : tout s’arréte a cause d’un problémehinique (écran rouge)

e Warning : tout s’arréte (écran rouge)

» Caution : la pompe sang continue de tourner (éarange)

» Advisory : tout continuent de fonctionner normalerngnglet jaune)

Parmi ces alarmes certaines vont étre intéressantgdiser dans le cadre de la

SUPPLIVER (cf. figure 174 et 175).

thérapie

Rlarm FPriority List
Priority I Alarm Title
36 Clamped Lines
Malfunctions (High Priority) 37 Wrong Set Loaded
1 General System Failure 38 Loading Error
39 erv Lo
2 Communication Error i Battery Low
140 Unsuitable Ca Solation
Memory Error
141 Effluent Line Not in BLD
4 Pressures Circwit Board
= - 42 Air Detector
5 Voltage Out of Range
43 Clamp Stuck Closed
Warnings
44 Bleod Pump
6 Air in Blood 45 Effluent Pump
7 Return Disconnection 46 Replacement Pump
8 Return Pressure Dropping 47 Lialysatc Pump
9 Set Disconnection 48 Replacement 2 Pump
. 49 PBP Pump
10 Filicr Clotted !
- . 50 Nermalization Failed
11 Plasmafilter Clotted
51 Blood Leak Detector
12 HP Cartndge Clotted
52 Self-Test Failure
13 Blood Leak Detected 53 I Self T
3 Prime Self-Test
14 Access Extremely Negative 5 Syringe Pump
15 Return Extremely Positive 55 gr..” ;
16 Access Extremely Positive 56 Pressure Zero Test
17 Filier Extremely Positive 57 Scale Zero Test
bawer Failure
18 Power Failure 58 Checksum Interrupied
19 Wrong Set Loaded 39 Custom Data
20 Effluent Bag Full 60 Library Data
21 Bag/Container Empty 61 Cannot Save Custom Data
22 Bag Volume Incorrect 62 Memorv Error
23 Effluent Bag Incorrect 63 Upper Pinch Valve
24 Scale Open 64 Lower Pinch Valve
25 Clamped Lines 63 Scales Circuit Board
26 Syringe Line Clamped 66 Effluent Scale Sensor
27 Syringe Empty 67 Replacement Scale Sensor
28 Calcium Syringe Empty 68 Dialvsate Scale Sensor
29 Caleivm Line Clamped 69 PBF Scale Sensor
30 Ca Line Not Connected 70 Syringe Not Loaded / Ca Syringe Mot Loaded
31 Recirculation Time Exceeded 71 Line in Air Detector
32 Effluent Bag Full 72 Line in Clamp
33 Set-up Error 73 No Line in Air Detector
34 Wrong Set Selected 74 Ne Line in Clamp
35 Crossed Lines 75 Memory Error, code 7
6 Auto Blood Return

Figure 174: Liste des alarmes de type « Malfunction et "Warning" des spécifications Prismaflex (Les
alarmes intéressantes dans le cadre de la thérapg@JPPLIVER sont encadrées)
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Advisory
90 Check Access
91 Check Return
92 Blood Flow Stapped
93 Syringe not loaded / Ca Svringe Not Loaded
94 Fluid Pumps Stopped
95 Check Syringe Line
9% Syri Empty
97 Syr Line Clamped
98 Caleium Synnge Empty
99 Almost Empty / Ca Syringe Almost Empty
100 Calcium Line Clamped
101 Ca Line Not Connected
102 Filter is Clotting
Caution . .
103 Plasmafilter is Clotting
7 Loss Limit Reached/Giain Limit Reached 104 HP Cartndge is Clotting
78 Unresolved Flow Problems 105 TMP Too High
79 Flow Prablem 106 T™MPa Too Higl
80 IPE Prescription Delivered 107 Time to Change Set
81 Effluent Bag Full 108 Cannot Detect Retumn
82 Bag Empty 109 Download Interrupted
83 [MFP Excessive 10 Anticoagulation Checkpoints
B4 I'MPa Excessive 1 Selt-Test Overdue
85 Bag Volume Incorrect 12 Memory Backup
86 Effluent Bag Incorrect 13 MARS Treatment
87 Scale Open 114 Battery Exhausted
88 Patient Fluid Gain Excessive 115 Main Power Lost
89 Anticoagulation Suspended 116 Incomplete Bolus

Figure 175:

Liste des alarmes de type "Caution"(a tbite) et "Advisory" (a gauche) des spécifications

Prismaflex (Les alarmes intéressantes dans le cadde la thérapie SUPPLIVER sont encadrées)
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Plus particulierement pour la thérapie SUPPLIVERd&rmes ont été définies de la maniére
suivante a partir des alarmes Prismaflex:

6: Air dans le sang: signal UABD =0

11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
50:
53:
73:
74.

84

Plasmafiltre obstruésP plasmafiltre max > 100mmHg

Cartouche d’hémoperfusion obstra€ Adsorba max > 150mmHg
Fuite de sang: signal BLD < 22500

Pression accés extrémement négatiygsd)R -250mmHg

Pression retour extrémement positiveii?>300mmHg

Pression acces extrémement positivese> 350mmHg

Pression filtre extrémement positivei > 450mmHg

Echec de la normalisation: 42000 > Signal Ndisation BLD > 45000
Test occlusivité: R,=300mmHg / Seuil=15mmHg / Durée=25sec / Débit=100mm
Ligne dans le clamp: signal UABD = 2

Pas de ligne dans le détecteur d’air: signaBDA>1

: TMP, excessive: TMPmax >150mmHg (pression filtre-pression effluent)

Finalement les alarmes du BLD (n° 13 et 50) n'oad pté jugée importante pour de premiers
essais précliniques puisque une fuite de sangisiftlesr a I'ceil nu. De méme pour I'alarme
concernant la détection de la ligne dans le détect@ir (n°73).
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D’autres alarmes ont été définies pour I’Add-On :
Cartouche IE250 ou Hilite 800 obstrué: Pression-&dd > 250mmHg

Bioréacteurs ou filtre a particules obstrué : Fesé&dd-On2 > 250mmHg

Les priorités des alarmes sont un peu différentescelles des thérapies actuelles de
Prismaflex. Il y a en fait trois niveaux de « wargb»> :

* Warning 1 : Arrét de toutes les pompes du circaiit&t de la fluidisation).

« Warning 2: Le niveau est identigue au niveau «MWway 1 » mais avec des
instructions spécifiques du fait que l'alarme stbé& a 'UABD. La pompe de
recirculation est ensuite remise en fonctionnement.

* Warning 3: Arrét des pompes de sang et d'ultmafiilon avec maintien de la
fluidisation grace a la pompe de recirculation.

Dans X-Lab un onglet « Alarms » permet de coder aasmes. Lorsqu’une condition est
validée et qu’'une alarme se déclenche, il y a sgarnd® automatique de I'état du systéme
(débit des pompes, positionnement des vannes...), mgbn la qualité de l'alarme
(Warnings, Caution ou Advisory) et sa cause, déifds programmes se déclenchent (arrét de
la pompe sang / arrét de toutes les pompes), uteaans’affiche et une sonnerie retentie.

A droite de I'écran un affichage récapitule I'histpue des alarmes qui se sont déja
déclenchées. Un bouton permet d’effacer toutesalasmes (« Clear History »). Deux
boutons sur la barre d’outils permettent de faaiet I'alarme (haut-parleur barré) ou de
réactualiser la surveillance (fleche bleue) (djufie 176).
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Figure 176: Capture d'écran de la séquence d'alarnsedu traitement SUPPLIVER

Quelques alarmes peuvent aussi se déclencher peledpriming et pendant la restitution
(cf. figures 177 et 178).
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Figure 177: Capture d'écran de la séquence d'alarnsedu priming SUPPLIVER
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Figure 178: Capture d'écran de la séquence d'alarnsede la restitution d la thérapie SUPPLIVER
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Les difficultés de la gestion d’alarmes résideamgslle fait de prioriser les alarmes. En effet,
le déclanchement d'une alarme « Caution » ne da# mhiber le déclenchement d’une
alarme « Warning ». Inversement, une alarme « VMarni doit étre prioritaire, si son
déclenchement fait suite au déclenchement d’'unenalac Caution ». Le systéme d’alarme a
été vérifié en préalable aux essais précliniquesv/icl)

IV.2.1.6 Arrét du traitement

L'arrét de la thérapie doit étre confirmé dans &t d’'arrét. Cependant la reprise du
traitement peut se faire en appuyant, dans I'édrarrét, sur le bouton « Reprise ». L’arrét
du traitement est confirmé en appuyant sur « Fiaitément ». Les pompes s’arrétent, le
patient est alors débranché et le set est retins sastitution. Un écran apparait pour
enchainer sur un nouveau traitement.

Si une restitution est prescrite, il est possilele,appuyant sur « Restitution » dans I'écran
d’arrét, de contrbler les débits de sang et denpdaiinjectés.

Certaines possibilités du circuit ne sont pas désren amont. Il existe, pour faire des
dosages, des sites de prélevement situés en attsdetie du circuit sanguin et en entrée et
sortie des bioréacteurs. La pompe de priming peutisa I'introduction de solutions, par
exemple de glucose, mais il n'y a pas de sortiesiptes au niveau de la circulation
extracorporelle qui fonctionne en boucle ferméert@ees fonctionnalités auraient pu étre
souhaitables mais n’ont pas été réalisées. Par@renn remplissage séquentiel permettant
de choisir d’introduire une, deux, trois ou qugtcehes de billes aurait pu étre intéressant a
concevoir. De méme, il aurait été avantageux devpiowadapter I'introduction des billes a
un volume différent pour chaque thérapie.

Certaines étapes de la thérapie seront sans donteldier en fonction des résultats apportés
par les tests de validation (cf. chapitre V).
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IV.3 CONCLUSION

Une circulation extracorporelle compléete a été cengt réalisée avec succes. Elle a
nécessité de nombreuses réflexions pour se prggatele traitement global final, et a donc
fait 'objet, au cours des deux premiéres annéesnambreux ajustements amenant a des
versions évolutives. Destinée, dans sa versioneetua des patients de faible poids et aux
essais précliniques chez le gros animal, elle eperdant facilement adaptable pour une
taille adulte. Le pilotage de cette circulationrexbrporelle se fait de maniére simple et sire
grace a la création d’'une thérapie et d’alarmesljpaermédiaire du logiciel X-Lab. Les
résultats de conception de la circulation extracoefpe ont été publiés dans la revue IRBM.

Le cahier des charges initialement fixé a été ret€pet des solutions ont été apportées pour
assurer la conception de cette circulation extpaaalle. Chaque élément du circuit permet
de répondre a une ou plusieurs problématiques. dcarculation notamment permet de
remplir divers besoins (perfusion du bioréacteuaximisation du nombre de cellules,...) (cf.
tableau 17).

Tableau 17: Tableau récapitulatif des problématique résolues grace aux divers éléments du circuit

Maintien d'une Maintien Diminution des
Perfusion . Maximisation température d'une concentrations P
Introduction o . PR . Sécurité du
du N du nombre de de 37°C au sein oxygénation de toxines en .
. des billes . patient
bioréacteur cellules des importante et contact
bioréacteurs continue avec les cellules
Une boucle d * *
n? °|uc'e y * * (Eugreiziien cl * * (indirectement) *
recivcuiation débit possible de
perfusion)
Quatre
bioréacteurs * *
en paralléle
Un
oxygénateur / &3 &3 *
réchauffeur
Une cartouche *
5 X
elc.hangeuse (efficacité
d'ions thérapeutique)
Une cartouche *
*
de f:harbon (efficacité
actif thérapeutique)
Un filtre a *
particules
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Une oxygénation trés importante des sphéroides alelles C3A encapsulés semblent
bénéfique du point de vue métabolique. Des intatiogs subsistent sur les capacités de
I'oxygénateur mis en place. Il conviendrait doncrdpéter des manipulations d’oxygénation
de cellules avec une oxygénation faible (en saturatmosphere au-dessus du réservoir sans
agitation) pour analyser si I'oxygénateur peut lefaknt étre un atout pour I'amélioration
des activités métaboliques des sphéroides de eglLBA encapsulés.

Le Hilite 800 a de toute maniere sa place dansréait en tant que réchauffeur garantissant
une température de 37°C au sein des bioréacteurs

Des dispositifs artificiels de détoxication (chambactif et cartouche échangeuse d’ions) ont
été ajoutés au circuit dans le but d’assurer unllewi environnement aux cellules. La
détoxification de I'ammoniac par I'Adsorba est innfamte mais la cartouche est tres vite
saturée. Un effet bénéfique de la réduction du tHarnmoniac par I’Adsorba est observé sur
des sphéroides de cellules C3A encapsulés. Mai taerecirculation qui finalement va
surement permettre de protéger les cellules defdréss concentrations de toxines a cause de
la dilution initiale produite.

Concernant les risques de fuite de particulespriveendrait de trouver un filtre plus adapté
et compact pour bloquer les éventuels débris deesbiet de cellules échappées des
bioréacteurs. Le détecteur de fuites de sang gsabta de détecter une fuite de billes
contenant des microparticules de verre. La déetectist cependant trop peu sensible pour
permettre d’assurer une réelle sécurité du patikrfaudrait plutét se concentrer sur une
maitrise de la fluidisation en adaptant par exemps prescriptions de débit de fluidisation
directement par rapport au taux protéique du patiBour cela il conviendrait de bien
caractériser la fluidisation a grande échelle efsafat plus d’expérimentations. Le
développement d’'un détecteur avertissant du dépasst d’'une hauteur de lit maximale
serait une solution prioritaire a explorer. Il estvisageable d’avoir un systeme d’ajustement
automatique du débit en fonction du niveau qui petrait de gérer les variations de
concentration de plasma et de température.

La circulation extracorporelle concue a partir dhier des charges initial a été validée par
des essaiB vivo etin vitro a grande échelle. Les résultats de ces essaipsesantés dans
le chapitre suivant.
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CHAPITREV : TESTSDE VALIDATION

V.1 ESSAISIN VITROAVEC DU SANG BOVIN

Des essais avec du sang bovin ont été réalisémentales essais précliniques pour tester en
laboratoire la thérapie telle qu’elle allait étpgpérimentée chez I'animal. Le fonctionnement
de la thérapie ainsi que la gestion des alarmest &amplexes, ces essais impliquant le
circuit complet sans cellules ont été jugés nédessgour éviter de rencontrer certains
problémes directement lors des esgaigivo.

V.1.1 Conditions initiales

Les billes fabriquées pour I'essai (200ml) étaileainogénes et mesuraient environ 1 mm de
diametre. Elles contenaient 1,25g de micropartEwe verre par ml d’alginate. Les trois

litres de sang utilisés pour I'essai avaient uneceatration de protéines totales de 50g/L et
un taux d’hématocrite de 43%. Du plasma a étésgtifour le priming. Sa concentration en
protéines totales était de 34g/L. Ce plasma étaipatie hémolysé mais il n'y a pas eu de
mesure optique de faite pour juger du taux d’hémsmly

V.1.2 Conditions post priming

Un premier essai avec le sang bovin, a montré kissibilité d’'utiliser la cartouche IE250
sur un circuit plasmatique pour cause de coaguladivere du plasma (cf. figure 179). Cet
événement n’était pas prévu, mais a mis en évidguoeecette cartouche, utilisée en clinique
sur le circuit secondaire du systeme MARS avec sokition d’albumine, n’est pas
directement adaptable au plasma dont la composiésh plus complexe (fibrinogéne,
facteurs de coagulation, ...).

Figure 179: A gauche: Démoulage de la cartouche IBD. A droite : Pieges a bulles en amont et en aval
de la cartouche IE250 (le piege a bulle en aval chent du plasma qui totalement figé).
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Lors de la phase d’introduction des billes d'uncet essai, la nécessité d’ajouter une étape
d’homogénéisation avant l'introduction des billes2#® confirmée par I'observation d’un
front de plasma a I'intérieur des cartouches larspdming au plasma (cf. figure 180). La
concentration de protéines totales du plasma deuitiplasmatique (aprés le priming au
plasma) a été mesurée a 21g/L (correspondant amasse volumique de 1002 kgim
37°C). Le débit de recirculation a été de 6000mbh 25ml/min par bioréacteur. La hauteur
des lits se situaient entre 3 et 3,3cm (soit umegite d’environ 0,6 pour un volume de 50 ml
de billes en lit tassé).

Figure 180: A gauche: non homogénéisati du plasma lors du priming. A droite: Fluidisation
apres introduction des billes.

V.1.3 Observations en phase de traitement

La concentration en protéines totales du sang apdemsiinutes de thérapie était de 44 g/L
(soit une masse volumique d’environ 1010 kd.i-37°C). L’hématocrite post priming était
de 37%. Une hémodilution dans les proportions diies a donc été observée. Malgré une
hausse de la concentration de protéines totaleplakma, la fluidisation est restée a une
porosité d’environ 0,6 avec une hauteur des litseeB et 3,5cm. L’expansion est importante
peut-étre a cause d’'une température basse dansole&acteurs (la température au sein du
circuit n’a pas été controlée). La fluidisation éstmogene dans les quatre cartouches (cf.

figure 181).
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Figure 181: Phase de traitement lors de I'’essai avalu sang bovin

En ce qui concerne le monitorage des pressionBMIRa était haute (80mmHg) a 1 heure de
traitement générant une alarme (TMPa excessivdje @arme est normalement déclenchée
pour prévenir un événement d’hémolyse.

Les conditions de fraction filtrée était pourtaaidie (16%) avec un débit d’ultrafiltration de
2000ml/sec (environ 33 ml/min) pour un débit satg 200mL/min (cf. figure 182).
L’augmentation de TMPa observée assez fréquemnoestd'essais de plasmafiltration est
plutdt consécutive aux conditions d’anticoagulation

Suivi de la TMPa en cours de traitement
250 25
200 20
==
=g 150 15
E &
£ .
e 00— — 1 VPR
o E . .
a8 fraction filtrée
Eg 50 MY 5
=
0 1 - an e : 10
*1 1000 7000 2000 4000 5000 6000 7000 R000 9000
50 5
Temps (secondes)

Figure 182: Suivi de la TMPa au cours du traitemen{données recueillies via le logiciel X-Lab)

Les alarmes ont été tétées et ont bien fonctionnées

La restitution du sang s’est déroulée sans proldémmais il n'y a pas eu de suivi
hémodynamique réalisé dans le réservoir apresstauton.

Le déroulement de cet essai a donc permis de valiake hypothéses de fonctionnement et le
déroulé du traitement, d’attirer notre attention l&s problémes potentiels de coagulation, et
d’éliminer 'usage de la cartouche IE250 pour lssags ultérieurs.
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V.2 ESSAIS PRECLINIQUES SUR MODELE OVIN

Les essais précliniques prévus dans le cadre djetp8JPPLIVER devaient a l'origine

s'effectuer sur un modeéle porcin en insuffisanceatiéue. La circulation extracorporelle
compléte devait alors étre testée (bioréacteurplisrde cellules). Il a été finalement décidé
de procéder d’abord a des essais sur modele ounvadider la sécurité du traitement.

Un protocole impliquant des traitements Suppliveans la présence de cellules) sur des
ovins, de I'école vétérinaire Vet'Agro Sup de Maidstoile, a été défini avec I'opportunité
de générer des données préliminaires de monitofefgdl.4.3). Ces données seront utiles
pour décider de la pertinence ou non d'inclureraitetment un remplissage du circuit avec
un équivalent au plasma en plus d’un amorcage awec solution sérum physiologique.
Deux moutons ont été testés sur deux jours noséamuiifs (cf. figure 183).

Figure 183 : Traitement du jour 3 sur le mouton A aec un priming au sérum physiologique

V.2.1 Déroulement des essais

Quatre essais ont été réalisés au total : deukesmouton A et deux sur le mouton B. Pour
chaque animal, le traitement était identique enodelllu remplissage du circuit secondaire
(un avec du sérum physiologique et un avec du Easumologue).

Il faut noter que pour ces essais, les bioréacte'onrst donc pas pu étre remplis avec 125ml,
comme le prévoit normalement la thérapie, maisesaght avec 50ml de billes chacun, du
fait de difficultés techniques rencontrées lordede production (cf. V.2.4).
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V.2.1.1 Jour 1/ Mouton A/ Priming au sérum physiologique

Ce premier essai a permis de mettre en évidentaicg®cueils liés a la coagulation, qui est
toujours assez difficile & gérer sur ce modele ahihe démarrage de I'essai a été pénalisé
par plusieurs coupures de courant dues a l'alimiemadu bain thermostaté lors du
branchement de l'animal, qui ont mené a une codigmarapide du filtre. De plus,
I'anticoagulation n'avait pas été réalisée selandpécifications des instructions d’utilisation
des dispositifs (poches de priming non héparinéee} difficultés a restituer le plasma ont
également été observées. Les deux phases, lighig&gbogique et plasma, se mélangeant
peu, le liquide physiologique passe par un cheméfi@oentiel au travers du plasma du fait de
sa masse volumique plus faible (la restitution ag# én effet du bas vers le haut des

cartouches pour éviter un écrasement des billesetstamis).

V.2.1.2 Jour 2 / Mouton B / Priming au plasma

Lors de cet essai, de nouveaux problemes technigaet apparus lors de la phase de
remplissage des bioréacteurs (robinets des bi@éesctcasses, introduction d’air dans le
circuit...). Un des robinets a d( étre colmaté paladeolle néopréne. Ce colmatage n’as pas
tenu et le bioréacteur a été clampé une heure a@miésment pour cause de fuite. Le débit de
recirculation a alors été adapté (2250 au lieus#03ni/h).

En dehors de ces retards dans la phase d’amorigatajtement s’est tres bien déroulé : il
n’'y a eu que deux arréts durant la thérapie.

En particulier, I'anticoagulation des poches denpng a été correctement mise en place
(500UI/L) et I'anticoagulation systémique a été nfié@ pour une infusion au niveau de

I'acces du circuit extracorporel par I'interméd&ait’un pousse seringue (500UI/ml). Le débit
initial du pousse seringue a été réglé a 10ml/ls pupdifié si besoin en fonction du temps de
céphaline (TCA) mesuré.

V.2.1.3 Jour 3/ Mouton A/ Priming au plasma

Cet essai s'est parfaitement déroulé, que ce soihigeau du priming ou au niveau du
traitement lui-méme. La stratégie d’anticoagulatiest restée la méme que pour le jour
précédent. Seuls quelques arréts ont été déclericbédase de déplacements du cathéter au
niveau de I'acces vasculaire.

V.2.1.4 Jour 4 / Mouton B / Priming au sérum physiologique

Le priming de cet essai s’est trés bien dérouléptoibléeme technique de positionnement du
capteur de pression, au niveau de l'oreille deifred, a rendu impossible la mesure de la
pression artérielle moyenne.
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A nouveau, le positionnement difficile du cathé&erniveau de I'acces vasculaire a entrainé
des arréts de traitement assez nombreux. Un pr@bbncoagulation du filtre est apparu.
Pour la restitution du plasma, le débit a été augén€100ml/min) pour essayer de casser le
chemin préférentiel du liquide physiologique etsaimieux mixer les deux phases.

Les évenements importants qui se sont déroulésoaus cdes quatre jours d’essais sont
résumés dans le tableau ci-dessous (cf. tableau 18)

Tableau 18: Récapitulatif des événements marquanties quatre traitements effectués sur les moutons

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4
Mouton A Mouton B Mouton A Mouton B
Sérum physiologique Plasma Plasma Sérum physiologique

Robinets des
bioréacteurs cassés

Priming Introduction d’air dans
le circuit
P Poches de primin Poches de primin Poches de primin
Pas d’héparine dans les - p g — p g P p g
o héparinées héparinées héparinées
poches de priming
Anticoagulation e Infusion d’héparine en Infusion d’héparine en Infusion d’héparine en
Bolus d’héparine en . : : . : :
fonction du TCA continue en fonction continue en fonction du continue en fonction du
du TCA TCA TCA
Coupures de courant au Arréts di aux
branchement Clampage d’'un des o deplacements du cathéter
. L Arréts d0 aux
Traitement bioréacteurs dont le

Coagulation du filtre au

déplacements du cathéter Coagulation du filtre au
bout de 1h30

bout de 3h de traitement

robinet était cassé

Difficultés de restitution

Augmentation du débit de
du plasma

restitution du plasma

Restitution

V.2.2 Suivi hémodynamique

V.2.2.1 Pression artérielle moyenne

La pression artérielle moyenne était stable quekpitle traitement (cf. figure 184 a 186).
Le quatrieme jour, la pression n’a pas pu étre noo@e car le capteur n’a pas pu étre plagé
correctement sur I'animal.
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MOUTON A 10/12/2014
REMPLSSAGE SALIN

1200

Pression (mmHg)

0 60 120 180 220

Temps (min)

Figure 184: Mesure de la pression artérielle moyerele jour 1 chez le mouton A avec un priming au
sérum physiologique

MOUTON B 09/12/2014
REMPLISSAGE PLASMA

120,0

100,0

SR

Pression (mmHg)

0 60 120 180 280

Temps (min)

Figure 185: Mesure de la pression artérielle moyerale jour 2 chez le mouton B avec un priming au pkana

MOUTON A 08/12/2014
REMPLISSAGE PLASMA

120

Pression (mmHg)
Zz
(

0 60 120 180 20

Temps (min)

Figure 186: Mesure de la pression artérielle moyerale jour 3 chez le mouton A avec un priming au
plasma
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V.2.2.2 Parametres de surveillance

Dans I'ensemble des essais, la perte de chargeldgiasmafiltre AP filtre) et la pression
transmembranaire (TMPa) sont surveillées. Si ldaepée charge augmente, on peut suspecter
une situation de coagulation du sang dans leslaap#, qui en bouche certains et génére
donc une résistance additionnelle a I'écoulememgeatiel. Si la pression transmembranaire
augmente, c’est plutét un phénomeéne de colmatagedees de la membrane qui est mis en
évidence.

Des coupures de courant, survenues au cours dsai’@kl premier jour, ont surement
provoqué un début de coagulation dés le début aitetnent AP filtre = 100mmHg). La
perte de charge élevée du filtre a provoqué rap&herdes alarmes de coagulation (au bout
de moins d’'une heure de traitement). Puis une datign plus sévére est apparue. Cette
coagulation a conduit a un arrét du traitement s@deures et demie au lieu des 4 heures
prévues (cf. figure 187). L’anticoagulation avaié énal gérée.

Evolution des principaux paramétres de surveillance au cours du
traitement du mouton A avec un priming au Salin
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Figure 187: Evolution des principaux parameétres desurveillance au cours du traitement du mouton A
avec un priming au sérum physiologique

Pour les deux essais des jours suivants (priminglasma), aucun probleme de coagulation
ne s’est produit (cf. figure 188 et 189), et ledevas de perte de charges restent plutot
stables. On observe donc bien le bénéfice de taagulation des poches de priming et de la
modification de I'anticoagulation systémique (infusd’héparine en continu).
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Evolution des principaux paramétres de surveillance au cours du
traitement du mouton B avec un priming au Plasma
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Figure 188: Evolution des principaux parameétres desurveillance au cours du traitement du mouton B
avec un priming au plasma

Evolution des principaux parameétres de surveillance au cours du
traitement du mouton A avec un priming au Plasma
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Figure 189: Evolution des principaux parameétres desurveillance au cours du traitement du mouton A
avec un priming au plasma

Au cours de I'essai du®# jour, un probléme de coagulation est apparu pssivement
malgré une anticoagulation quasiment inchangéeguaport aux essais précédents. Apres 3h
de traitement la coagulation a empéché le bon déraht de I'essai (cf. figure 190).
Plusieurs problemes de déplacement du cathéteivaawnde I'accés ont conduit a des arréts
assez fréquents pouvant peut étre expliquer cetigudation.
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Evolution des principaux paramétres de surveillance au cours du
traitement du mouton B avec un priming au Salin
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Figure 190: Evolution des principaux parameétres desurveillance au cours du traitement du mouton B
avec un priming au sérum physiologique

Des problemes de coagulation sont survenus seutelmendes deux remplissage avec du
sérum physiologique. Le priming de la partie sangudu circuit se faisant de la méme
maniere lors des deux priming (plasma ou sérumiplogique), il semble peu probable de
la coagulation du filtre soit dépendante d’un prigniau sérum physiologique de la partie
plasmatique du circuit.

V.2.3 Hémodilution

La problématique de I'hémodilution est centrale glde traitement SUPPLIVER car le
volume du circuit extracorporel est bien supériawelui d’'un traitement par plasmaphérese
classique. Deux parametres apparaissent esseatselsyeiller : la concentration plasmatique
en protéines totales, cette concentration étardmuotent associée a la pression oncotique
sanguine, et I’hnématocrite

V.2.3.1.1 Protéines totales

Les évolutions des concentrations en protéinesle®tau circuit et de lI'animal sont
présentées dans les figures ci-dessous (cf. fiy@tea 194).
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Evolution de la concentration en protéines totales du plasma au cours
du traitement du Mouton A avec un priming au salin
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Figure 191: Evolution de la concentration en protéies totales du plasma au cours du traitement du
mouton A avec un priming au sérum physiologique

Evolution de la concentration en proteines totales du plasma au
cours du traitement du Mouton B avec un priming au salin
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Figure 192: Evolution de la concentration en protéies totales du plasma au cours du traitement
du mouton B avec un priming au sérum physiologique
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Evolution de la concentration en protéines totales du plasma au
cours du traitement du Mouton A avec un priming au plasma
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Figure 193: Evolution de la concentration en protéies totales du plasma au cours du traitement du
mouton A avec un priming au plasma

Evolution de la concentration en protéines totales du plasma au
cours du traitement du Mouton B avec un priming au plasma
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Figure 194: Evolution de la concentration en protéies totales du plasma au cours du traitement du
mouton B avec un priming au plasma

Pour comparer les deux méthodes de remplissagandesateurs sont utilisés : le temps

d’homogénéisation et le taux d’hémodilution. Le pesrd’homogénéisation correspond au
temps pour lequel les concentrations de protéired’ahimal et du circuit sont égales.

L’équilibre est atteint au temps d’homogénéisatiba.taux d’hémodilution correspond a la

différence, entre la concentration initiale de pioés et la concentration de protéines a
I'équilibre ou aprés restitution de I'animal, diges par la concentration initiale de protéines
de I'animal. Il est exprimé en pourcentage.
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L’hémodilution est beaucoup plus importante aveg@tming au sérum physiologique (20%
contre 5% avec un priming au plasma). Une hémddilude 20% est attendue dans le cas du
priming au sérum physiologique puisque on dilueiemv1,5L dans 7L de sang. Le temps
moyen d’homogénéisation est d’environ 2h ce qui eshérent par rapport au débit
d’ultrafiltration (a 25ml/min il faut 2h pour fairdeux circulations du fluide dans la partie
plasmatique (cf. figure 195).

La restitution du sang seule a tendance a fairenauter le taux d’hémodilution lors d’un
traitement avec un priming au plasma (plus de 2%ugimentation). Cela peut s’expliquer
par le fait que beaucoup trop de liquide physidiogi aurait été infusé lors de la restitution
du sang. Ceci pourrait en partie justifier la ndficacité de la restitution du plasma lors des
traitements avec un priming au sérum physiologig(sf. figure 195).

La restitution du plasma, dans le cas d’un primangsérum physiologique, a peu d’effet (cf.
figure 195). Elle semble quand méme plus efficacarde deuxiéme traitement au jour 4
avec un priming au sérum physiologique, ou le ddbitrestitution avait été augmenté, avec
une diminution de plus de 5% de I'hémodilution genseulement 1% pour le précédent
traitement avec priming au plasma. (cf. figure 196)

Comparaison de I'hémodilution
selon le type de traitement (taux protéigues)
30

m temps d'homogénéisation (h)

m taux d'hémodilution equilibre (%)

taux d'hémodilution post
restitution (%)

Salin Plasma

Figure 195: Comparaison des données I'hémodilutio(protéines totales) des traitements avec un
priming au sérum physiologique par rapport aux traitements avec un priming au plasma
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Hémeodilution traitement par traitement (taux protéiques)
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Figure 196: Données d’hémodilution (protéines totas) traitement par traitement

V.2.3.1.2 Hématocrite

L’hématocrite a aussi été utilisé pour suivre I're@htution. Cependant, I'hémodilution est

peu observable avec les résultats obtenus (cfti@97). La variabilité des mesures semble
importante.

Evolution de I'hématocrite au cours des traitements
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Figure 197: Evolution de I'hématocrite du sang de’animal traitement par traitement
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V.2.4 Fluidisation

Les bioréacteurs en paralléle au sein d’'un ménmiition des niveaux de fluidisation assez
comparables : des différences de hauteur de éihtatle 0 a 0,5cm sont observées.

Des différences de fluidisation auraient pu étreeratues entre les traitements avec un
priming au plasma et ceux avec un priming au séphysiologique. Cependant, les
conditions de fluidisation sont similaires pour te=ux types de traitements.

Au repos, le lit tassé est d’environ 2cm dans ttasscas (équivalent au 50ml de billes
introduites). Puis, lors de la recirculation avlntraitement, le lit se trouve autour des 3cm
soit une porosité d’environ 0,55. Aprés une heueetiitement, la hauteur de lit est
d’environ 3,5cm soit une porosité de plus de 0,6xpansion du lit augmente ensuite encore
au cours du temps (la porosité atteint plus de )0,66 débit de 20ml/min dans chaque
bioréacteur est resté inchangé tout au long désmmants.

Au cours des deux premiéeres heures, il y a unenauatption de la masse volumique du
fluide de perfusion di a l'augmentation du taux tfigue. Le lit augmente donc

progressivement sa porosité. Aucun suivi de la &napre n’a été effectué au niveau du
circuit secondaire. Il est donc difficile de jugse I'impact de la température sur la porosité

du lit fluidisé.

bY

Les valeurs de porosité des lits fluidisés sonttémupar rapport a celles attendues
(déterminées a partir des résultats obtenus avecsahg bovin). Ces valeurs hautes
s’expliquent surement par le fait que les billesduites étaient de mauvaise qualité (air dans
les billes et tailles inhomogénes) du faite du bage des buses du systeme de fabrication.
Beaucoup de billes ont été éliminées et les bideéms n'ont pas pu étre remplis a 125ml
comme le prévoit normalement la thérapie mais seeitd avec 50ml de billes chacun (cf.
figure 198).

Figure 198: A gauche : Photo de la fabrication debilles. A droite, les billes toutes juste fabriqués.
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V.3 ESSAIIN VITROA GRANDE ECHELLE

Un essain vitro a grande échelle a été réalisé a la fin de ceodaictLe but de cet essai a été
de valider I'utilisation de la cartouche MARS comifrieréacteur en cultivant des sphéroides
de cellules C3 encapsulés pendant plusieurs joarns aelui-ci. Ces travaux ne sont pas
présentés en détails dans ce manuscrit mais ilsfaibtl'objet d’'une soumission de
publication pour le congres IEEE EMBC disponibleagmexe.

La méthode de fabrication des sphéroides en beiteadri a été adaptée a la grande échelle :
150ml de billes contenant des sphéroides de csll@®A, encapsulés a une densité de
20M/ml, ont été mis en culture dans un bioréactdar 250ml dans une circulation
extracorporelle contenant seulement le réchaufbeygénateur Hilite 800. Le circuit a été
rempli avec du milieu MEM. Une sonde a permis dentdder la température et la
concentration d’oxygéne du milieu.

Les sphéroides ont été maintenus viables et famo#is (production d’albumine et
consommation de glucose) dans ces conditions péddanrs. La fonctionnalité des cellules
doit étre améliorée pour répondre au critere d’'smgpléance hépatique réellement efficace.
Ces résultats sont néanmoins encourageants pourfuliess essais precliniques de
fonctionnalité avec un systéeme complet (circuiragbrporel et cellules).

216



CHAPITRE V: RESULTATS
TESTSDE VALIDATION

V.4 CONCLUSION

Ces premiers essais précliniques visaient a s'assle la sécurité de I'ensemble du circuit
extracorporel et de son monitorage. Le modéle anihaisi était donc simple (moutons
sains), et les investigations se sont concentréesengiellement sur les parametres
hémodynamiques de I'animal et du circuit. En dehdesproblemes de coagulation qui ont
été geres au fur et a mesure, les essais ont pardéan la sécurité d’utilisation du dispositif
SUPPLIVER avec I'ensemble de ses composantes, barglele la phase biologique (les
billes d’alginate insérées dans les bioréactewagt vides). L'interrogation sur le fluide a
utiliser pour le remplissage du circuit secondar@u étre levée : le remplissage avec du
plasma ou un fluide eéquivalent est a favoriser papport & une solution sérum
physiologique, car la dilution des protéines esfs tfortement minimisée. Le priming au
plasma n’est pas plus complexe a mettre en ceuvae@tn probléeme ne s’est produit lors
des étapes supplémentaires qu'il engendre. Il est diésormais prévu de poursuivre ces
essais précliniques chez un modeéle porcin d’insaffce hépatique. Néanmoins, différentes
ameéliorations et études complémentaires pourratet réalisées en paralléle vitro pour
améliorer la configuration globale du traitement.

Si la fluidisation des billes s’est mise en placerectement dans I’ensemble des circuits, et
de facon homogéne dans les bioréacteurs en paralléle expansion importante du lit
fluidisé au cours du traitement a été observée.laSigualité des billes peut en étre
responsable, l'autre piste a explorer est le sww ligne de la température. Des
expérimentations de mesure des pertes thermiquesirduit devront étre réalisées en
incluant les billes dans les bioréacteurs. Leséd#ites étapes du remplissage sont a
reproduire pour observer I'impact de celles-ci Bavolution de la température au sein du
circuit. Le mieux serait de trouver une maniére norasive de pouvoir faire le suivi de la
température. Il conviendrait aussi de revoir laggdure de restitution en faisant des essais
en laboratoire pour connaitre le débit optimalestdmps optimal de restitution du plasma du
circuit secondaire. Il faudrait aussi s’attachearaéliorer la restitution du sang du circuit
primaire. Le but initial de faire un circuit ext@porel complétement hybride en mélangeant
des détoxifications artificielles et biologiquesarpas pu étre completement atteint du fait de
'incompatibilité entre la cartouche IE250 et unerfpsion de plasma. Les développements
seront a reéaliser pour rendre cette cartouche cbbi@aou pour I'emploi d’'un autre
dispositif car le concept d’utiliser une cartouai@dsorption dans le circuit plasmatique
reste toutefois pertinent.

Enfin, une validation biologique a été réaliséecaue essain vitro a grande échelle. La
cartouche MARS et le réchauffeur/oxygénateur Hi8@0 ont été utilisés avec succés pour
cultiver une grande quantité de sphéroides de GRAmsulés dans du milieu de culture.
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Depuis plusieurs années, a I'Université de Techgielale Compiegne, au sein de 'UMR
CNRS 7338 (laboratoire de biomécanique et de bémimgyie), des travaux ont été accomplis
pour l'élaboration d'un bioréacteur a lit fluidis&ontenant des hépatocytes humains
encapsulés dans des billes d'alginate, pour palliesuffisance hépatique séveére. La
réalisation du traitement et la bonne fonctionéaties cellules ne peuvent étre envisageables
sans la conception d’'une circulation extracorpere&bmportant des composants artificiels
assurant un environnement favorable aux cellulayg@énateur, pré-détoxification...) et la
sécurité du patient. Le but de ce doctorat CIFREen de la société Gambro et de 'UTC a
donc été de concevoir une telle circulation pouvassurer le bon fonctionnement du
bioréacteur a lit fluidisé dans le but de prépates essais précliniques et de futurs essais
cliniques.

Une circulation extracorporelle complete a aing ébncue et réalisée selon un cahier des
charges initialement fixé. Elle contient un plasitie (TPE2), quatre bioréacteurs en
paralléle (cartouches MARS), un oxygénateur/récieaunf (Hilite 800), une cartouche de
charbon actif (Adsorba), une cartouche échanged$ess (IE250) et un filtre a particules
(TPE2). Destinée dans sa version actuelle a desmpatde faible poids, elle est cependant
facilement adaptable pour une taille adulte. Letpde de cette circulation extracorporelle se
fait de maniere simple et slre grace a la créatiume thérapie et d’alarmes par
'intermédiaire du logiciel X-Lab. Des essais aveccircuit complet sans cellules ont été
réalisés avec succds vitro avec du sang bovin dh vivo sur un modeéle ovin non
pathologique. lls ont permis de mettre en éviddaceécessité d’'un remplissage du circuit
secondaire avec du plasma pour limiter 'hémodbiluitiLe traitement est bien toléré sur le
plan hémodynamique par les animaux et les alarmesy/steme ont permis de bien gérer les
situations critiques, ce qui est encourageant pegiessais a venir.

Des interrogations subsistent néanmoins quantpeettinence du choix de certains éléments
de la circulation extracorporelle. Il serait int&sant de trouver une alternative a la cartouche
échangeuses d’ions IE250 ou d’utiliser un filtreinsoperméable que le plasmafiltre pour
retenir les protéines de la coagulation. Un efféndfique de la réduction du taux
d’ammoniac par I’Adsorba a été observé sur desrgjides de cellules C3A encapsulés, mais
ces résultats sont a reproduire. Il conviendragsau'’analyser par une poursuite d’essais
spécifiques, si I'oxygénateur peut réellement @tnmeatout pour I'amélioration des activités
métaboliques des cellules encapsulées. Il pouawssi étre intéressant de lier les mesures
d’apport et de consommation d’'oxygéne a la misedeidence (ou non) d’'un phénoméne
reproduisant la zonation au sein des bi[lER]].
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Enfin, concernant la gestion de la sécurité dugpatiil conviendrait de trouver un filtre &
particules plus adapté pour éviter que les évesitdébris de billes et de cellules échappés
des bioréacteurs n’atteignent le patient (filtresgagteme MARS par exemple).

Lors du choix des bioréacteurs utilisables en gliei nous nous sommes assurés que le
comportement du lit fluidisé de billes dans du plagpouvait étre comparé a celui déja décrit
et analysé pour les bioréacteurs a I'échelle dorktoire avec du sérum physiologique et du
milieu de culture. Cette approche a imposé la miseeuvre d’'un alourdissement des billes
d’alginate par des microparticules de verre afintel@r compte des difféerences de masse
volumique qui guident le comportement du lit fligdi Il a alors été démontré que la
présence de ces particules n’était pas délétére |@lbioencapsulation, tant au niveau
biologiqgue que mécanique. Cependant, lors duntamaént, le taux protéique et la
température sont susceptibles de varier de mamigsez importante avec un impact direct
sur la fluidisation. Il sera donc intéressant a¢wnir de contréler de maniere non invasive
I’évolution de la température lors des différené¢spes du traitement pour ainsi maitriser au
mieux la fluidisation. Le réchauffeur Hilite 800 gam®de par exemple un doigt de gant
meétallique sur la sortie sang, destiné a recevoke sonde de température, qu’il serait
intéressant de tester. De plus, le développemant détecteur avertissant du dépassement
d’'une hauteur de lit fluidisé maximale permettrddt s’affranchir d’'un contrdle visuel de la
fluidisation.

Une validation biologique du fonctionnement du Bicteur a pu étre réalisée avec un essai
in vitro a grande échelle. La cartouche MARS et le récleaufbxygénateur Hilite 800 ont
été utilisés avec succeés pour cultiver, dans duemitle culture, une grande quantité de
sphéroides de cellules C3A encapsulés. Les celkdas restées fonctionnelles pendant au
moins 4 jours (production d’albumine et consomnratid'urée). Ce résultat est tres
encourageant pour la poursuite des expérimentatamsfonctionnalité avec un circuit
complet (bioréacteurs avec des billes contenantdksles).

Néanmoins, la production en masse de billes d’algipour le passage a I'échelle humaine
doit impérativement étre améliorée. Le protocolepdeduction des billes avec I'appareil
Nisco doit étre revu pour la poursuite d’essaisgiende ampleur. En effet, I'ajout de
microparticules de verre complexifie la productiaes billes a grande échelle. La
stérilisation par filtration étant fastidieuse eupadaptée aux grands volumes, la stérilisation
par autoclavage de l'alginate a été testée. Ldssbd’alginate autoclavé sont cependant tres
difficiles a former du fait d’'une altération desopriétés mécaniques de l'alginate. Une étude
paramétrique spécifique devra étre menée au lalicga¢én se basant sur la littérature pour
définir un procédé de fabrication des billes d’afge fiable a grande échelle.
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La production de sphéroides par agitation orbitaleboites de Petri sigmacoatées s’avere
étre une technique intéressante surtout pour diglese non proliférantes et rapidement
fonctionnelles telles que les cellules primairedle Ehécessite de disposer d’'une grande
guantité de cellules avant le traitement ou d’@ssociée a une méthode de cryopréservation
permettant le maintien des capacités métaboligesscéllules. Le processus de production
pourra étre ameélioré pour atteindre des capaciégparables a celles d’autres systémes de
production de sphéroides en mag4d. Si a I'avenir, des cellules iPS sont envisagems
notre applicatiorf104] , une phase de prolifération dans les billes goétre prévue, sur la
base des travaux déja réalisés dans cette these lageC3A, avant que les cellules
encapsulées ne soient disponibles pour le traitemen

L’optimisation de la fluidisation par I'ajout de orbparticules de verre et le développement
d’'une circulation extracorporelle fiable nous pettaet d’envisager tres prochainement des
essais précliniques chez un modéle porcin d’insaffce hépatique pour un prochain projet
de recherche. Toutefois, comme il a été décritessadis, plusieurs études complémentaires
in vitro pourraient étre conduites pour amélioercobnfiguration globale du traitement avant
ces prochains essais. Les travaux réalisés au wigdea modes de culture (production de
sphéroides ou prolifération in situ dans les bjllet la qualification biologique du
bioréacteur nous confortent quant a la réussite plexhains essais précliniques de
fonctionnalité. La principale problématique restechoix du type cellulaire & encapsuler.

En effet, le projet SUPPLIVER nous a convaincuslaéaible disponibilité de cellules
hépatiques primaires humaines, ainsi que de laepassez rapide de leurs capacités
métaboliques. Il est donc impératif, dés a présefgnvisager l'usage d’'autres types
cellulaires qui seront a la fois performants etoasts par les affaires réglementaires. Le
laboratoire analyse déja deux approches : i) damsadre d’'un projet européen, la co-culture
d’hépatocytes primaires avec d’autres types dallesllnon parenchymateuses du foie, sous
forme de sphéroides afin de favoriser les inteoasticellules-cellules ; ii) 'encapsulation de
cellules souches pluripotentes différenciées enatodytes, grace a la collaboration avec
I'équipe d’A. Dubart-Kupperschmitt, experte de cendine, au sein de I'Unité Inserm
U1193 (Villejuif).

L'approche modulaire que nous avons adoptée dansajet permettra, a partir des acquis
sur le circuit extracorporel complet, le bioréactetila microencapsulation, de proposer une
thérapie exploitant ces nouvelles pistes.

221



222



BIBLIOGRAPHIE

[1] Pr. Eric Pujade-Lauraine, Mme Bénédicte VORRCAGY — GINECQen ligne], mis a
jour le 25/11/2013 [consulté 02/2015], http://wvancagy.org (Sites certifiés en partenariat
avec la Haute Autorité de Santé (HAS))

[2] P.L. ToutainLa Physiologie Digestive: vue générdémn ligne], ECOLE NATIONALE
VETERINAIRE TOULOUSE, mis a jour 09/2011 [consui2/2015],
http://www.slideserve.com/

[3] R. Thibaut, G. Vincke, E. Depiereux, M. Raes, AtthHistologie humaine et animale [en
ligne], mis a jour 03/2007 [consulté 02/2014], iywebapps.fundp.ac.be/umdb/histohuma/

[4] Pr. Eric Pujade-Lauraine, Mme Bénédicte Votan, ABY — GINECO [en ligne], mis a
jour 11/2013 [consulté 02/2015], http://www.argaiyg (Sites certifiés en partenariat avec
la Haute Autorité de Santé (HAS))

[5] A.Y. Hui, S.L. Friedman (2003) Sinusoidal eventsidg fibrosing liver injury. Expert
Reviews in Molecular Medicine 5: 14

[6] U. Frevert, S. Engelmann, S. Zougbédeé, J. StabgHg, K. Matuschewski, L. Liebes, H.
Yee (2005) Intravital observation of Plasmodiumdbesi sporozoite infection of the liver.
PLoS Biology 3(6)

[7] Sharon Mantik Lewis, Margaret M. Heitkemper, ShamiRuff Dirksen Soins infirmiers:
Médecine-chirurgie Groupe de Boeck, 2011, Chagitgpage 935

[8] David L. Nelson Michael M. Cox Lehninger Principlef Biochemistry W. H. Freeman,
Hardback, Fifth edition, 2008

[9] V. Allen 78 Steps Health Journal[en ligne] miar 09/2011 [consulté 02/2015]
http://lwww.78stepshealth.us/human-physiology/r4hlht

[10] F. Capron, C. Duyckaerts, P. Fouret, J.J. Hauw.Mubriot, |. Brocheriou, F.
Charlotte, A. Delcour, A ; Handra,-Luca, C. Hoabg,Seilhean, Service d’anatomo-
pathologie du CHU Pitié-Salpétriere TP d’anatoma¢hplogique Niveau PCEM2 [en ligne]
mis a jour 11/2002 [consulté 02/2015]
http://lwww.chups.jussieu.fr/polys/anapath/TP/indml

[11] J.G. O'Grady, S.W. Schalm, W.R. Lancet (1993) Adiner failure: redefining the
syndromes. The Lancet 342: 273-75

[12] F. Adnet, S. Atout, M. Galinski, F. Lapostolle0(5) Evolution des intoxications
médicamenteuses volontaires en France. Réanimadi(@): 721-726

223



[13] W. Bernal, J. Wendon (2013) Acute Liver Failur@elNew England Journal of
Medicine 369: 2525-2534

[14] J.M. Burnell, J.K. Dawborn, R.B. Epstein, R.A. @ain, GE Leinbach, E.D. Thomas
(1967) Acute hepatic coma treated by cross circaabr exchange transfusion. New
England Journal of Medicine 276(17): 935-43

[15] S.J. Munoz, S.K. Ballas, M.J. Moritz, J. MartinézS.Friedman, B.E. Jarrell, W.C.
Maddrey (1989) Perioperative management of fulmirsand subfulminant hepatic failure
with therapeutic plasmapheresis. Transplantatimcé&edings 21(3): 3535-6

[16] I. Vidal, N. Blanchard, M.P. Chenard-Neu, P. Bdlkbe, B. Heyd , F. Staedtler , M.
Schumacher , E. Alexandre , L. Richert (2014)réased survival despite failure of
transplanted human hepatocyte implantation interlwparenchyma of nude mice with
repeated lethal jo2-induced liver deficiency. Ciathnsplantation 23(12): 1557-72

[17] S. Jditraruch, A. Dhawan, R.D. Hughes, C. Filippi, Soong, et al. (2014) Alginate
Microencapsulated Hepatocytes Optimised for Traargpltion in Acute Liver Failure. PLoS
One 9(12): €113609. doi:10.1371/journal.pone.019360

[18] Wikipédia Hémodialyse [en ligne] mis a jour 02/3Jtonsulté 02/2015]
http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9modialyse

[19] K. Chakrabarti Dialysis [en ligne] mis a jour 0843 [consulté 02/2015]
http://fr.slideshare.net/DocKriti/dialysis-18751425

[20] R.D. Hugues, R. William (1993) Use of sorbent cohs and hemofiltration in
fulminant hepatic failure. Blood Purification 11:3-469

[21] B. Struecker, N. Raschzok, I. M. Sauer (2014) Lisapport strategies: cutting-edge
technologies. Nature Reviews Gastroenterology aeplatblogy 11: 166-176

[22] K. Rafai, T. Ernst, U. Kretschmer, M.J. Barh, &heinder, C. Hafer, H. Haller, M.P.
Manns, D. Fliser (2003) Prometheus —a new extrameqd system for the treatment of liver
failure. Journal of Hepatology 39: 984-990

[23] P. Krisper, B. Haditsch, R. Stauber, A. Jung, Yaddbauer, M. Trauner, H. Holzer, D.
Schneditz (2005) In vivo quantification of liveradysis: comparison of albumin dialysis and
fractionated plasma separation. Journal of Hepgto#8: 451-457

[24] Wikipédia Liver support system [en ligne] mis ajd@®1/2015 [consulté 02/2015]
http://en.wikipedia.org/wiki/Liver_support_systems

[25] F. Wong (2007) Drug Insight: the role of albummthe management of chronic liver
disease. Nature Reviews Gastroenterology and Hieuptd: 43-51

224



[26] J. Stange, S.R. Mitzner, T. Risler, C.M. Erley, Mduchart , H. Goehl , S. Klammt , P.
Peszynski , J. Freytag , H. Hickstein , M. Lohr. L&be , W. Schareck , U.T. Hopt , R.
Schmidt (1999) Molecular Adsorbent Recirculating®@yn (MARS): Clinical results of a
new membrane-based blood purification system foattificial liver support. Artificial
Organs 23(4) : 319-330

[27] S. Mitzner, S. Klammt, J. Stange, R. Schmidt (208®umin regeneration in liver
support: comparison of different methods. Therajgepheresis and Dialysis 10(2): 108-
117

[28] B. Carpentier, A. Gautier, C. Legallais (2009)iAActal and bioartificial liver devices:
present and future. Gut 58(12): 1690-702.

[29] R. Chalumeau, P. Poyck and M.P. van de KerkhoQ@g®Bioartificial liver: its pros
and cons. Therapeutic Apheresis and Dialysis 1A@3+/174

[30] E.L. LeCluyse, R.P. Witek, M.E. Andersen, and MPdwers (2012) Organotypic liver
culture models: Meeting current challenges in tiyitesting. Critical Review in Toxicology
42(6): 501-548

[31] A.A. te Velde, M.L. Flendring, N.C. Ladiges, R.Bhalumeau (1997) Immunological

consequences of the use of xenogeneic hepatocytebipartificial liver for acute liver
failure. International journal of artificial orga9(4): 229-33

[32] T. Touboul, N.R. Hannan, S. Corbineau, A. Martin€zMartinet, S. Branchereau, S.
Mainot, H. Strick-Marchand, R. Pedersen, J. Di 8aAt Weber, L. Vallier (2010)
Generation of functional hepatocytes from human moric stem cells under chemically
defined conditions that recapitulate liver devel@mti Hepatology 51(5): 1754-65

[33] N. Dianat, C. Steichen, L. Vallier, A. Weber, AubBart-Kupperschmitt (2013) Human
pluripotent stem cells for modelling human liveselses and cell therapy. Current Genetic
Therapies 13(2): 120-32

[34] K. Takahashi, S. Yamanaka (2006) Induction of ipltent stem cells from mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defiriactors. Cell 25 126 (4): 663-76

[35] M. Baxter, S. Withey, S. Harrison (2015) Phenaotygind functional analyses show stem
cell-derived hepatocyte-like cells better mimicaletather than adult hepatocytes. Journal of
Hepatology 62(3): 581-9

[36] R.Z. Lin, H.Y. Chang (2008) Recent advances ir¢hdimensional multicellular
spheroid culture for biomedical research. Biotedbgy Journal 3(9-10): 1172-84

225



[37] K. Wrzesinski, A. Rogowska-Wrzesinska, R. KanlagaBorkowski, V. Schwammle, J.
Dai, K.E. Joensen, K. Wojdyla, V.B. Carvalho, $=dy (2014) The cultural divide:
exponential growth in classical 2D and metaboliaillgrium in 3D environments. PLoS
One 15: 9(9)

[38] Y. Ying, L. Jianzhou, P. Xiaoping, Z. Pencheng,XYaopeng, C. Hongeui, W. Yingjie,
L. Lanjuan (2013) Co-culture with mesenchymal stetis enhances metabolic functions of
liver cells in bioartificial liver system. Biotecbiogy and Bioengineering 110(3): 958-968

[39] R.J. Thomas, R. Bhandari, D.A. Barrett, A.J. BéhnkR. Fry, D. Powe, B.J. Thomson,
K.M. Shakesheff (2005) The Effect of Three-DimemsibCo-Culture of Hepatocytes and
Hepatic Stellate Cells on Key Hepatocyte Functimngitro. Cells Tissues Organs 181: 67—
79

[40] I. Jasmund, A. Langsch, R. Simoteit, A Bader (200dltivation of primary porcin
hepatocytes in an OX-HFB for use as a bioartifitiadr device. Biotechnology Process
18(4): 839-46

[41] C.1. Planchamp, T.L. Vu, J.M. Mayer, M. Reist,Testa (2003) Hepatocyte hollow-
fiber bioreactors: design, set-up, validation apdleations. Journal of Pharmacy and
Pharmacology 55(9): 1181-98

[42] Modifié a partir de: C.1. Planchamp, T.L. Vu, J.Mayer, M. Reist, B. Testa (2003)
Hepatocyte hollow-fiber bioreactors: design, setuglidation and applications. Journal of
Pharmacy and Pharmacology 55(9): 1181-98

[43] Y. Wang, T. Susando, X. Lei, C. Anene-Nzelu, Hod, L.H. Liang, H. Yu (2010)
Current developments of bioreactors for extracogpbbioartificial liver. Biointerphases
5(3): 116-129

[44] C. Legallais., E. Dore. and P. Paullier. (2000¥Qe of a fluidized bed bioartificial
liver (FBBAL). Artificial Organs 24(7): 519-525

[45] B. David, E. Dore, M.Y Jaffrin., C. Legallais (200Mass transfers in a fluidized bed
bioartificial liver using alginate beads. Intermatal Journal of Artificial Organs 27(4) : 284-
293

[46] Guy Mareels, Experimental modeling of low and maasasport in a bioatrtificial liver,
sous la direction de P. Verdonck, Université detG2008 (adapté de C. Legallais, B. David
and E. (2001) Dore Bioartificial Livers (BAL) : Cuant technological aspects and future
developments. Journal of Membrane Science 181(tRH

[47] S.L. Nyberg, J. Hardin, B. Amiot, U.A. Argikar, R.Remmel, P. Rinaldo. (2005)
Rapid, large-scale formation of porcine hepatosyteeroids in a novel spheroid reservoir
bioartificial liver. Liver Transplantation 11(8)09-10

226



[48] S. Harm, K. Stroble, J. Hartmann, D. Falkenhag2@09) Alginate-encapsulated human
hepatoma C3A cells for use in a bioartificial livavice - the hybrid-MDS. International
Journal of Artificial Organs 32(11): 769-78

[49] B. Struecker, N. Raschzok & I. M. Sauer (2013)drigupport strategies: cutting-edge
technologies. Nature Reviews Gastroenterology aeplatblogy 11: 166-176

[50] J.M. Millis, D.C. Cronin, R. Johnson, H. Conjeeasar, C. Conlin, S. Trevino, P.
Maguire (2002) Initial experience with the modifiedtracorporeal liver-assist device for
patients with fulminant hepatic failure: system niimétions and clinical impact.
Transplantation 74(12): 1735-46

[51] N.L. Sussman, G.T. Gislason, G.A. Colin, J.K. Ke(l1994) The Hepatix
extracorporeal liver assist device : Initial cliai@xperience. Artificial Organs 18(5): 390-
396

[52] A.J. Ellis, R.D. Hugues, J.A. Wendon, J. Dunnd, Rangley, J.H. Kelly, et al. (1996)
Pilot-control trial of the extracorporeal liver agsdevice in acute liver failure. Hepatology
24(6): 1446-51

[53] A.A. Demetriou, J. Rozga, L. Podesta, E. LepagaVi&siani, A.D. Moscioni,
A.Hoffman,M. McGrath, L. Kong, H. Rosen, et al. @8 Early clinical experience with a
hybrid bioartificial liver. Scandinavian Journal &eenterology Supplement 208: 111-7

[54] M.P. Van de Kerkhove, R. Hoekstra, R.A. Chamulda. van Gulik. (2004) Clinical
application of bioartificial liver support system®nnals of Surgery 240(2): 216-30

[55] A.A. Demetriou, R.S. Brown Jr, R.W. Busulttil, &if B.M. McGuire, P. Rosenthal,
J.S. 2nd Am Esch, J. Lerut, S.L. Nyberg, M. Salimz&.A. Fagan, B. de Hemptinne, C.E.
Broelsch, M. Muraca, J.M. Salmeron, J.M. Rabkin].HMetselaar, D. Pratt, M. De La Mata,
L.P. McChesney, G.T. Everson, P.T. Lavin, A.C.v8tes, Z. Pitkin, B.A. Solomon. (2004)
Prospective, randomized, multicenter, controlleal f a bioartificial liver in treating acute
liver failure. Annals of Surgery 239(5): 660-7

[56] Choon Hyuck David Kwon, Suk-Koo Lee, Jung-KeugkPaoo-Hoon Lee, and Ji-Hyun
Lee. (2011) Artificial Liver Devices and Bioartifad Liver Systems: Current Status. The
Journal of the Korean Society for Transplantatiél?: 15-21

[57] E. Doré, C. Legallais (1999) A new concept of bidiial liver based on a fluidized
bed bioreactor. Therapeutic Apheresis and Dialg€83: 264-7

[58] Aude Gautier, Etude des écoulements et des tndssfe masse dans différentes
géométries de foie bioartificiel, sous la directidnLegallais, Université de Technologie de
Compiegne 2008

227



[59] Bertrand David, Mise en place et validation d’'uadale in vitro pour I'étude des
propriétés meécaniques diffusives et métaboliquas ie bioartificiel a lit fluidisé, sous la
direction de C. Legallais, Université de Technoésgidle Compiégne, 2002

[60] Emmanuel Doré, Conception d’un foie bioartificéelit fluidisé, sous la direction de C.
Legallais, Université de Technologie de Compiedr899

[61] M. Desille, S. Mahler, P. Seguin, Y. Mallédant,Bémond, V. Sébille, A. Bouix, J. F.
Desjardins, Joly A, Desbois J, Lebreton Y, Camplén B. Clément (2002) Reduced
encephalopathy in pigs with ischemia-induced abegatic failure treated with a
bioartificial liver containing alginate-entrappedgatocytes. Critical Care Medicine 30(3):
658-63

[62] A. Gautier, B. Carpentier, M .Dufresne, Q. Vu Djith Paullier, C. Legallais (2011)
Impact of alginate type and bead diameter on nmassters and the metabolic activities of
encapsulated C3A cells in bioartificial liver aggations. European Cells and Materials 21:
94-106

[63] S.H. Capone, M. Dufresne, M. Rechel, M.J. Fledy. Salsac, P. Paullier, M. Daujat-
Chavanieu, C. Legallais (2013) Impact of Algin&emposition: From Bead Mechanical
Properties to Encapsulated HepG2/C3A Cell Actigitier In Vivo Implantation. PLos One.
25; 8(4): €62032. doi:10.1371/journal.pone.0062032

[64] S.M. Coward, C. Legallais, B. David, M. Thomas,F6o, D. Mavri-Damelin, H.J.
Hodgson, C. Selden (2009) Alginate-encapsulated3d2egells in a fluidized bed bioreactor
maintain function in human liver failure plasmadtificial Organs 33(12): 1117-26

[65] E. Erro, J. Bundy, |. Massie, S.A. Chalmers, Au@er, S. Gerontas, M. Hoare, P.
Sharratt, S. Choudhury, M. Lubowiecki, I. Llewelly@. Legallais, B. Fuller, H. Hodgson, C.
Selden (2013) Bioengineering the liver: scale-ug eool chain delivery of the liver cell
biomass for clinical targeting in a bioartificiavér support system. Bioresearch Open
Access 2(1): 1-11

[66] C. Selden, C. W. Spearman, D.Kahn, M. Miller,F4gaji, E. Erro, J. Bundy, |. Massie,
S. Chalmers, H. Arendse, A. Gautier, P. SharratEWler, H. Hodgson. (2013) Evaluation

of Encaspulated Liver Cell Spheroids in a Fluidizest Bioartificial Liver for Treatment of

Ischaemic Acute Liver failure in Pigs in a Translatl Setting. Plos One 8(12)

[67] S.L. Nyberg, J. Hardin, B. Amiot, U.A. Argikar, R.Remmel, P. Rinaldo (2005)
Rapid, large-scale formation of porcine hepatosyieeroids in a novel spheroid reservoir
bioartificial liver. Liver Transplantation 11(8)09-10

228



[68] J.M. Glorioso, S.A. Mao, B. Rodysill, T. Mounajjed/.K. Kremers, F. Elgilani, R.D.
Hickey, H. Haugaa, C.F. Rose, B. Amiot, S.L. Nybg&15) Pivotal Preclinical Trial of the
Spheroid Reservoir Bioartificial Liver. Journal ldépathology
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2015.03.021

[69] Cheng-Bo Yu, Xiao-Ping Pan, Liang Yu, Xiao-Peng Y¥ei-Bo Du, Hong-Cui Cao,
Jun Li, Ping Chen, and Lan-Juan Li (2014) Evaluatié a novel choanoid fluidized bed
bioreactor for future bioartificial livers. Worlddrnal of Gastroenterology 20(22): 6869—
6877

[70] Y. Ying, L. Jianzhou, P. Xiaoping, Z. Pencheng,XYaopeng, C. Hongeui, W. Yingjie,
L. Lanjuan (2013) Co-culture with mesenchymal steiis enhances metabolic functions of
liver cells in bioartificial liver system. Biotecbtogy and Bioengineering 110(3): 958-968

[71] J.-H. Lee, D.-H Lee, J.-K. Park, S.-K. Kim, C.H.Bwon, and S.-K Lee (2012)
Potentiality of Immobilized Pig Hepatocyte Sphemoid bioartificial Liver System.
Transplantation Proceedings 44: 1012-1014

[72] S. Harm, K. Stroble, J. Hartmann, D. Falkenhag2@09) Alginate-encapsulated human
hepatoma C3A cells for use in a bioartificial livavice - the hybrid-MDS. International
Journal of Artificial Organs 32(11): 769-78

[73] Guidelines on human cell-based medicinal prod&stig\ 2008 / Procedural advice on
the provision of scientific recommendation on cifisation of advanced therapy medicinal
products in accordance whit article 17 of regulatfec) n°1394 / 2007 EMA

[74] Réglementation (EC) N° 1394/2007 Official Jourafthe European Union 2007 1394
[75] Directive 2001/83/CE Official Journal of the Eusgm Union 2001

[76] Directive 2009/120/EC Official Journal of the Epean Union 2009 September 3-12
[77] Réglement (CE) n°726/2004 Official Journal of tagropean Union 2004 1-33

[78] European Pharmacopoeia Alginic Acid 2011

[79] F 2064-00 Standard Guide for Characterization Besting of Alginates as Starting
Materials Intended for Use in Biomedical and Tisslirgineered Medical Products
Application 1 Annual book of ASTM Standards 2008

[80] F 2315-11 Standard Guide for Immobilization or &psulation of Living Cells or
Tissue in Alginate Gels 2011

[81] ISO 10993 : 2010 Evaluation biologique des disfigsinédicaux

[82] http://ansm.sante.fr/Activites/Autorisations-degdisur-le-Marche-AMM/Produit-
therapeutiques-annexe-PTA/(offset)/7

229



[83] NF EN 62366 Dispositifs médicaux - Application ldegénierie de I'aptitude a
l'utilisation aux dispositifs médicaux Mars 2008

[84] NF EN 62304 Logiciels de dispositifs médicaux e¢&ssus du cycle de vie du logiciel
Octobre 2006

[85] W. A. M. Alloue, J. Destain, H. Ghalfi, P. ThonaM. Aguedo, J. P. Wathelet and C.
Blecker (2008) Les lipases immobilisées et leyngsliaations. Biotechnologies, Agronomie,
Société et Environnement 12(1)

[86] S. Bouquelet Université de Sciences et Technoldgikille Polysaccharides
alimentaires [en ligne] mis a jour 03/2008 [conéuW#/2015] http://biochim-
agro.univlillel.fr/polysaccharides/co/Contenu_7 téhh

[87] M. Davidovich-Pinhas, H. Bianco-Peled (2010) A ngiitative analysis of alginate
swelling. Carbohydrate Polymers 79: 1020-1027

[88] Y. Chen, C. Yu, G. Lv, H. Cao, S. Yang, Y. ZhadgyYu, X. Pan, L. (2014) Rapid
Large-Scale Culturing of Microencapsulated HepategyA Promising Approach for Cell-
Based Hepatic Support. Transplantation Proceedi6§s): 1646-1657

[89] B. David, L. Barbe, D. Barthes-Biesel, C. Legalé2006) Mechanical properties of
alginate beads hosting hepatocytes in a fluidizsd lioreactor. International Journal of
Artificial Organs 29(8) : 756-63

[90] N. Wang, G. Adams, L. Buttery, F.H. Falcone, Sli§k (2009) Alginate encapsulation

technology supports embryonic stem cells diffet@idn into insulin-producing cells.
Journal of Biotechnologies 144(4): 304-12

[91] W. Zhong, P. Urayama and M.A. Mycek1 (2003) Imagiluorescence lifetime
modulation of a ruthenium-based dye in living celle potential for oxygen sensing.
Journal of Physics 36(14): 1689-1695

[92] G. Mehta, K. Mehta, D. Sud, J.W. Song, T. BersBegey, N. Futai, Y. Seok Heo,
M.A. Mycek, J.J. Linderman, S. Takayama (2007) Qitative measurement and control of
oxygen levels in microfluidic poly(dimethylsiloxapebioreactors during cell culture.
Biomedical Microdevices 9: 123-134

[93] A. Delebarrre, Ecole des Mines de Nantes, SysséEmergétiques et de
I'Environnement, UMR CNRS 614 Fluidisation des ded par un gaz [en ligne] mis a jour
06/2007 [consulté 04/2015] http://nte.mines-alb&frP/co/OU8.html

[94] A. Stoukov, INP Toulouse ENSEEIHT Présentatios lis fluidisés [en ligne] mis a
jour 06/2013 [consulté 04/2015]
http://hmf.enseeiht.fr/travaux/projnum/book/expbtthl/1426

230



[95] M. Hartman, O. Trnka et K. Svoboda (1994) Fredlisgtof nonspherical particles.
Industrial and Engineering Chemistry Research 33911983

[96] J.F. Richardson et W. N. Zaki (1954) Sedimenta#tiod fluidization. Transactions of
the Institution of Chemical Engineers (75): 82-100

[97] P.U. Foscolo, L.G. Gibilaro et S.P. Waldram (198Q)nified model for particulate
expansion of fluidized beds and flow in fixed posauedia. Chemical Engineering Society
38(8): 1251-1260

[98] U.P. Ganguly (1980) Direct method for predictidregpanded deb height in liquid-
solid fluidization. Canadian Journal of Chemicalgtreering 58: 559-563

[99] A. Hirata et F.B. Bulos (1990) Predicting bed \aeé in solid-liquid fluidization.
Journal of Chemical Engineering of Japan 23(5):-609

[100] S. Knasmuller, W. Parzefall, R. Sanyal, S. EckerSchwab, M. Uhl, V. Mersch-
Sundermann, G. Williamson, G. Hietsch, T. LangeM&rroudi, A.T. Natarajan (1998) Use
of the metabolically competent human hepatoma ¢etlshe detection of mutagens and
antimutagens. Mutation Research 402: 185-202

[101] R.J.X. Zawada, P. Kwan, K.L. Olszewski, M. Llinasid S.G.Huang (2009)
Quantitative determination of urea concentrationsell culture medium. Biochemestry and
Cell Biology 87: 541-544

[102] Traduit du document: X-Lab Software Overview dearh Rada, 2014

[103] D.G. Karamanez et N. L. Nikolov (1992) Bed Expamsof Liquid-Solid Fluidization.
American institute of Chemical Engineers 38(12)189622

[104] Y. Tabata, I. Horiguchi, M.P. Lutolfb and Y. SaK2i014) Development of bioactive
hydrogel capsules for the 3D expansion of plurippbstem cells in bioreactors. Biomaterials
Science 2: 176-183

[105] G. Liumbruno, F. Bennardello, A. Lattanzio, P.dk, and G. Rossettias (2009)
Recommendations for the use of albumin and immustngins. Blood Transfusion 7(3):
216-234

[106] L. Falasca, A. Miccheli, E. Sartori, A. Tomassini,Conti Devirgiliis (2001)
Hepatocytes entrapped in alginate gel beads andredlin bioreactor: rapid repolarization
and reconstitution of adhesion areas. Cells Tis€urgans 168(3): 126-36

[107] R.M. Tostdes, S.B. Leite, J.P; Miranda, M. Sold&Wang, M.J. Carrondo, P.M.
Alves (2011) Perfusion of 3D encapsulated hepats:ya synergistic effect enhancing long-
term functionality in bioreactors. BiotechnologydaBioengineering 108(1): 41-9

[108] J.W. Allen, S.R. Khetani, S.N. Bhatia (2005) Itr@izonation and toxicity in a
hepatocyte bioreactor. Toxicological Sciences 8411p-9
231



[109] L. Shintu, R. Baudoin, V. Navratil, J.M. Prot, Bontoizeau, M. Defernez, B.J. Blaise,
C. Domange, A.R. Péry, P. Toulhoat, C. LegallaisBfdchot, E. Leclerc, M.E. Dumas
(2012) Metabolomics-on-a-chip and predictive systeaxicology in microfluidic

bioartificial organs. Analytical Chemistry 84(4)840-8.

[110] M. Hindié, M. Vayssade, M. Dufresne, S. QuéantWRwrocquier-Clérout, G. Legeay,
P. Vigneron, V. Olivier, J.-L. Duval, M.-D. Nage2@06) Interactions of B16F10 melanoma
cells aggregated on a cellulose substrate. Joofraéllular Biochemistry 99: 96-104

232



ANNEXES

ANNEXE 1 : Calcul de la masse de microparticulevege a ajouter a la solution d’alginate

Tableau Excel de calcul de la masse de micropartitas a ajouter a la solution d’alginate

B C D E F G
1
2 |Columni * | Column2 * | Column = | Column4 * | Column = | Columné -
3 |masse vol billes alginate 37°C 1015 kg.m-3
4 |masse vol plasma 37°C 1015 kg.m-3
5 |masse vol verre 2500 kg.m-3
6 |masse vol billes souhaitée 1030 kg.m-3
T |rayon billes 450 microns
8 |rayon billles de verre 10 microns
9 volume bille E-10 m3 0,00038151 ml '3) ¥35%3,14
10 |volume bille de verre TE-15|m3 4,18667E-0% ml (&3 (CT=1 0" 3,14
11 \volume de billes de verre / billes (F&4(C5-C2) )
12 \nombre de billes de verre /billes

13 \volume d'alginate liquide

14 |rétractation alginate lors de la fabrication 07 %

15 | porosite 0,7 %

16 |volume d'alginate billes 49 mi C13*C14*C15

17 |nombre de billes 128437,0003 C16/ED

18 |volume de billes de verre 0,494545455 ml 4,94549E-07 m-3 CATC12*E10

19 masse de billes de verre 1,237373737 g E18-C5*10*3

20 | pourcentage de billes a ajouter volival 0,454545455 % (C1&C13)100 4
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ANNEXE 2 : Captures d’écrans de la thérapie SUPHHRV

24/04/2014 13:47.55

SUPPLIVER

Software Version : 6
INFO THERAPIE - Visualiser informations sur :
- Possibilités de thérapie
- Sets Prismaflex disponibles pour chague thérapie
- Accéder a 'écran Patient lorsque vous étes préts.

CONTINUE - Passer a I'écran Patient
- Commencer la préparation pour un traitement
. Accéder aux données historiques du dernier traitement

Copyright © 2012 Gambro Lundia AB

INFO M
THERAPIE £ e
o _——--\.

Capture de I'écran d'accueil de la thérapie SUPPLIER

|nfOS Thérapie 24/04/2014 13:51:14

Sélectionner 3 I'aide des boutons les informations que vous souhaitez consulter_
Lorsque vous étes prét appuyer sur EXIT INFO.

Hepatocyte encapsuated
alginate beads 2=

Thérapie SUPPLIVER:

Prototype de thérapie basée sur l'ingénierie tissulaire pour

traiter les insuffisances hépatiques séveres.

Des cellules de foie humaines sont encaspulées

dans une structure sphérique et poreuse (des billes d'alginate
Les cellules encapsulées sont mise en contact

avec le plasma du patient dans un bioréacteur 2 lit fluidisé /
qui permet d'oplimiser les transferts de matiére ?
¢t les fonctions du tissu reconstruit. N Red Blood Cells

\TIENT

EXIT
]
“~

Capture d’écran de la présentation de la thérapie SPPLIVER
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Mise en place du set 0710272015 21:12:47

Vous avez choisi SUPPLIVER. Si inncorect, appuyer sur CORRECT. Suivre les étapes—
ci-dessous, puis appuyer sur SUIVANT.

Introduire la cassette Prismaflex dans le support.
Positionner les lignes dans les guides.

Placer toutes les prises de pression.

Placer I'anneau de décharge dans son guide.
Insérer la ligne dans le détecteur de fuite sang.

Suspendre temporairement la ligne accés
et a ligne remplissage sur le corchet d'amorcage.

Placer la chambre de dégazage dans son suppert,
connecter |a ligne dans la chambre
4 la prise de pression retour

Insérer la ligne de retour dans le détecteur d'air
et dans le clamp de la ligne retour.
Fermer le porte du détécteur d'ar.

Ouvrir le peson effluent; suspendre les poches de recueil.
Fermer le peson.

Capture d’écran de la mise en place du circuit cét@rismaflex

Mise en place du set 07/02/2015 21:00:56
Pour revenir en arriére, appuyer sur RETOUR. Suivre les étapes —

ci-dessous, puis appuyer sur CHARGER.

Introduire la cassette Add On dans le support.

Placer toutes les prises de pression. fih
Connecter la cartouche IE250 au circuit Suppliver. 1 ]J I

-y

G|
Connecter le Prismalung au circuit Suppliver, au circuit d'oxygénation ] [| |ﬂ ] | ]
et au circuit d'eau chaude. —

=3 ‘
A On

Capture d’écran de la mise en place du circuit c6t&dd-On
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Chargement en cours, patienter 2410412014 13:54:57
A —

Controdle:

1. Vénfier la bonne mise en place des corps de pompe.

2 Vérifier que les prises de pression et les lignes soient bien installées.

/ \

Capture d’écran du chargement du circuit

Préparer et connecter les solutions 07/02/2015 22:33:13
Liquide d'amorgage nécessaire pour ce set: _

500 ml de glucose, 2 poches de 5L de liquide physiologique hépariné,
Suivre les étapes ci-dessous, puis appuyer sur CONTINUE.

Connecter la ligne accés a la poche de solution de dextrose;
Suspendre la poche sur le crochet (a vofre gauche).

Connecter |a ligne de retour a [a poche de receull effiuent.

Connecter la ligne de remplissage a une poche de liquide
physiologigue hépariné;
Suspendre la poche au crochet (2 votre gauche).

Connecter la ligne d'introduction & la poche de receuil de 2L

CONTINUE
e \

Capture d'écran des instructions données pour l'amrcage au liquide physiologique
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Installation de la seringue

24/04/2014 13:55:30

Placer la seringue dans le pousse seringue.

sl

Remplir la seringue avec une solution d'anticoagulant conformémpent
aux precriptions médicales et aux débits autorisés par le matériel utilisé

Connecter Ia ligne héparine & la seringue d'anticoagulant,

CONTINUE

AL

- u! L
b L
43 L b

2

[

N
)

Capture d'écran des instructions données pour l'antoagulation

Vérifier l'installation avant I'amorgage

07/02/2015 22:37:00

Liquide d'amorgage nécessaire pour ce set :
Une poche de 500 ml de dextrose. Deux poches de liquide physiologigue de 5L

Déclamper toutes les lignes
clampées sauf les lignes
d'introduction des billes.
Vérifier que toutes les

connexions sont sécurisées.

Verifier que les robinets
des bioréacteurs

sont en position FERMEE.
Appuyer sur AMORCAGE
pour démarrer I'amorgage
automatique.

//-_

—r—1h

(T2
Len
ot
._‘i’_

[

Bt

AMORCAGE |

—— H

Capture d'écran de la vérification avant amorc¢age & liquide physiologique
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Amorcgage en cours, patienter 08/02/2015 15:06:56
A

Amorgage en cours ...
Si nécessaire, appuyer sur ARRET pour interrompre I'amorgage.

ATTENTION: . RECIR
&
1. Ne pas retirer les prises de pression. g
o |[FILL
2_\erifier que le set ne présente pas de fuites. PG
inraacto arsactor plaraaciar Bloreastol
4 ’ & &
e e S

Cateay
i On
u M

1_?_J Vi a = o
i @ Ji)
- CHANGER
ARRET REAMORC. SET
/\‘ ~ S i \

Capture d'écran de I'amorcage au liquide physiologjue

Haparin

Q/
=
z

Amor(;age terminé 24/04/2014 13:57-09
REAMORC. - Relancer un nouvel amorcage.
AMORG. - Amorcage manuel.
MAN.
- Réglage du niveau du piége 2 bulles.
REGLER
CHAMBRE
- Continuer le traitement.
CONTINUE

AMORC. REGLER
REAMORC. M CHAMBRE CONTINUE
e o P— T

Capture d'écran de I'amorgage au liquide physiologjue terminé
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Régler chambre de dégazage 241042014 13:57:37
Utiliser les fléches pour ajuster le niveau du liquide. _

1. Vérifier visuellement le niveau

du liquide dans la chambre de
dégazage - Le niveau du liquide
devrait étre a la hauteur indiquée sur
limage. Si nécessaire, utiliser les
fleches pour régler le niveau.

2. Confirmer visuellement que le
liquide est au niveau souhaité

dans la chambre. Lorsque tout est
prét, appuyer sur CONFIRM. NIVEAU
pour retourner sur I'écran principal.

AUGMENTER
HNIVEAU
o
REDUIRE
NIVEAU
TR

CONFIRM,
NIVEAU
/_ W

Capture d'écran du réglage du piége a bulles Prisnflex

Test, veuillez patienter 24/04/2014 13:58:00

/ \

Capture d'écran du test de priming
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24/04/2014 13:58:21

REAMORC. - Relancer un nouvel amorgage.
AMORC. - Amorcage manuel.
MAN.

- Réglage du niveau du piége a bulles.
REGLER
CHAMBRE

- Relancer le test.
RESTART

-Continuer le traitement.
CONTINUE

g[gm. AmMORe. REGLER  —

Capture d'écran d'un échec du test de priming

Réussite du test 24/D4/2014 13:58:51
RS

REAMORCG. - Relancer un nouvel amorcage.

- Amorcage manuel.

AMORC.
MAN.

- Réglage du niveau du piége & bulles.
REGLER
CHAMBRE

- Continuer le traitement.
CONTINUE

AMORC. REGLER )
) B - i . S
~ 0 -~

Capture d'écran d'une réussite du test de priming
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Préparer et connecter les solutions

Solution d'albumine nécessaire pour ce set: 2 flacons de 100 ml.

Suivre les étapes ci-dessous, puis appuyer sur CONTINUE.

Clamper toutes les lignes.

Connecter |a ligne d'introduction & une poche contenant
les 125 mL de billes;
Suspendre |a poche sur le crochet (a votre gauche).

Connecter la ligne de remplissage au premier flacon d'albumine
{solution d'albumine a 20%).

Quantité de billes nécessaire pour ce set: 4 poches de 125 mL de billes.

08/02/2015 15:12:03

Capture d'écran des instructions données pour l'amrgage a I'albumine

Préparer et connecter le Plasma

Solution de PLASMA nécessaire pour ce set: 1000 ml.
Suivre les étapes ci-dessous, puis appuyer sur CONTINUE.

Connecfer Ia ligne de remplissage a la poche de PLASMA.

01/02/2015 10:33:4:

RETRAIT CONTINUE )
L +

Capture d'écran des instructions données pour l'amrgage au plasma
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Verifier l'installation avant I'amorgage

Amorcage au PLASMA. —
Volume de Plasma nécessaire: 1000 mL.

01/02/2015 10:43:31

- Vérifier que toutes les connexions sont sécurisées.

- Vérifier que les robinets des bioréacteurs
sont en position FERMEE.

- Appuyer sur AMORG. pour démarrer I'amorgage
automatique au PLASMA du circuit plasmatique

RETOUR AMORC. SKIP
=

e

Capture d'écran de la vérification avant amorgage & plasma

Amorcage a l'albumine en cours, patienter osn22015 16:41:01

Amorg¢age a I'albumine en cours ...

Si nécessaire, appuyer sur ARRET pour interrompre I'amogage.

il =
ATTENTION: = T+ RERE.

1. Ne pas retirer les prises de pression.

2. Vérifier que le set ne présente pas de fuites,

pioreactor] | Bicreacter | Bioreactor

Bicreactor

by i [ |
e e b
el | gl )
ARRET REAMORC. CHANGER
- :3 SET
/- _/)

Capture d'écran de I'amorcage a I'albumine

\ |
\ e 80t
1 | .

I
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Amorgage au Plasma terminé 02/02/2015 11:09:12
e

REAMORG. - Relancer un nouvel amorcage au Plasma.
RECIRC. - Recicultation dans les Bioréacteurs pour homagéneiser leur contenu.
AMORG. - Amorgage manuel au Plasma
MAN.
REGLER . . . RECIRC.
- Réglage du niveau du piége a bulles
GHAMBRE L bz xu—;
CONTINUE - Continuer le traitement.

AMORG. REGLER
REAMORG. M CW CONTINUE
e e 2 B

Figure 199: Capture d'écran de I'amor¢cage au plasmérminé

Installation pour l'introduction des billes  ow22015 1041210
Introduction des billes. TEEEE——

Volume de billes 3 introduire - 4 poches 125 mL de billes dans 250 mL de solution d'albumine.

- Connecter la ligne d'introduction a la premiére poche
contenant 125 mL de billes
- Suspendre la poche sur le crochet (2 votre gauche).

- Clamper la ligne accés.
- Déclamper la ligne d'intreduction au niveau
de la poche contenant les billes et au niveau des bioréacteurs.

- Vérifier que toutes les connexions sont sécurisées.
- Vérifier que les robinets des bioréacteurs
sont en position FERMEE.

- Appuyer sur INTRO. pour démarrer l'introduction
automatique des billes.

/—— \-mmo. —— 9 SKIP

Figure 200: Capture d'écran des instructions donnéepour l'introduction des billes
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Introduction des billes en cours, patienter osw22015 16:58:54
“EEE—

Introduction des billes en cours ...
Si nécessaire, appuyer sur ARRET pour interrompre le processus.

ATTENTION:

1. Ne pas retirer les prises de pression.

2. Vérifier gue le set ne présente pas de fuites.

O i iﬁﬂ 111 g ﬂ)ﬁ

ARRE!)—- REmiRE: T | CINUERT E==——— comcr.
/ - i

Figure 201: Capture d'écran de l'introduction des liles

Regler le niveau des billes 24/04/2014 14:03:43

Utiliser les fléches pour ajuster le niveau des billes. _

1. Vérifier visuellement le niveau

des billes dans le bioréacteur

- Le niveau des billes

devrait étre a |a hauteur indiguée sur

le bioréacteur. Si nécessaire, utiliser les
fleches pour régler le niveau.

ERaa'rmlatinn:
F5{ 000 |

2. Confirmer visuellement que les billes
sont au niveau souhaité

dans le bicréacteur. Lorsque tout est
prét, appuyer sur CONFIRM. NIVEAU
pour retourner sur I'écran principal.

CONFIRM,
NIVEAU
/_ o]

Figure 202: Capture d'écran du réglage du niveau debilles
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02/02/2015 16:02:10

525 | pRet
ul ®)

290  TMP: 2
. | . Pt

250 | detiaP B:Lf{w P
c? » ¢ =3
]
rfw—wdm RESTORE
pAddon 1 <

769
111
Prme [ © < Q < Q
Linein ARRET
clamp - . .
Y o
I IE 250
L‘_‘EF’J STOPUF |
PV i
Bl
R ) prcssune
INGS .
Figure 203: Capture d'écran du traitement
Arret 02/02/2015 16:03:53
Attention : I'arrét des pompes peut entrainer une coagulation dans le circuit sanguin.
REPRISE - Redémarrer les pompes et reprendre le traitement.
RESTIT. - Restitution du Sang et/ou du Plasma.
FIN - Déconnecter temporairement le patient et maintenir les bioréacteurs en fluidisation.
TRAITEMENT ou Terminer le traitement.

FiN
REPRISE RESTIT. TRAITEMENT
e B -

Figure 204: Capture d'écran de l'arrét de la thérape
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Restitution Sang 02/02/2015 16:04:56

Attention : Ne pas tenter de restituer le sang ou le plasma en cas de coagulation
des lignes sang ou du filtre.
Dans ce cas, appuyer sur FIN TRAITEMENT.

- Pour |a réstitution SANG, connecter la ligne ACCES a une poche de serum physiologique.
- Pour la réstitution PLASMA, connecter la ligne PRIMING également a la poche de
serum physiologique.

- Appuyer sur RESTIT. pour déclancher et stopper la restitution.

- Une fois la restitution terminée appuyer sur FIN TRAITEMENT.

Ten
pRetum| -525 1111 | pAddoni

RESTIT. RESTIT. FIN
REIOUR SANG PLASMA TRAITMENT
e e T

Figure 205: Capture d'écran de la restitution

Debrancher le patient 24/0412014 140650

Suivre les étapes ci-dessous:

1. Clamper toutes les lignes du set.
2. Déconnecter les lignes d'entrée et de retour.
3. Déconnecter la ligne d'anticoagulant de la seringue.

4. Appuyer sur RETRAIT pour libérer les corps de pompe des gorges de pompes.

Attention : Désactivation de la détection de bulles d'air et d'autres alarmes de protection du
patient.
Veiller a ce que le patient soit déconnecté avant d'appuyer sur RETRAIT.

CORRECT. \ RETRAIT
/‘-‘\-—/r—_ e

Figure 206: Capture: d'écran de la déconnexion du atient
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Capture: d'écran du déchargement des pompes
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ANNEXE 3 : Séquences X-Lab de la thérapie SUPPLIVER

X c\Users\meysafi\Documents\SUPPLIVER! Logiciels\KLAB

-

— - -

foll—x ]

File Edit Connection Run Functions 2

©

U ol Dol ) L] | e (Dedoms 1]

- o

htedace | Graphs/logging | S | Program | Alarms |
Filename | c:\Users\meysafi\Documents"SUPPLIVERLogiciels XLAB (dornées)\Prolov0.42\Priming seq
Description | Priming
Runtme &) pyration EV  ARPS ineFoondiion. I Hse image Acti
B re ge Active

< g6 | s BOOD FLL WA UF AECIR o A e Gt gy Descrwten inage Acee PV Poston

0 1 0 0 0 i Ooen | TR 00 logan_piming 0
1 1 0 [ 0 [0 |0 - = -l o |2 0 | 0 [Supplver_priming 0|0 - -
2 2 [ [] 0 [ 0 [0 |Up|wls[ |- EENE 0| 0_[Set pinch valve positons Prsma (R - -
4 2 0 [ 0 [0 [0 . =0 |2 0| 0_[Set pinch valve postions Add On PV1bss (POST) 0 | 1 |Pvil=| Low |-
5 2 0 [] 0 [ o [u - = - o |5 0| 0 [Set pinch valve posiions Add On PV3 mileu 0 | 1 |Pv3|=|Midde|~
® 1 0 [] 9 [0 [u - = EEEG (R 1o - -
S | POPUP Faire un bolus darticoagulant pour remplr a igne héparing| g i

9 ! ol Rl el B wll 0 | ¥ |appuyez sur OK quand a igne st ertiérement remple. T
i 20 [0 | o 0 [ o [0 - = EENE 0 | 0 |Prmingligne Adsorba 2 [0 - -
B 1 0 [ o [0 o - = EEEE 0o 3 [0 - -
Y 1 0 [ 0 [0 [0 G <[ 0 [0 0 | 0 |POPUP Asstrezavous que Ia lgne Relor a a sortie du plasmafitre | 3 | 0 - -
2 1 [ [] 9 [ o [u = -0 [ 0 | 0 |POPUP Brancherla cariouche Adsorba sur a igne Accés. 30 - -
/- . POPUP - Ciamper e clam violet L |

23 ? L o o 0 0 LA 0 - Préparerle réglage du pidge & bulles gauche de IAddon 3 || o
u [ 0 [ 0 [0 [0 = -0 [ 00 30 - -
» 50 | 150 [ 500 | 0 | 0 [-eo - = -0 |1 U | U |Priming Adsorba Dexirose < [E250 40 - -
£ 130 | 50 |80 | 0 | 0 | 0 - -0 [ 0 | 0 |Frining Adsoiba Dexrose + [E250 5 [0 - -
215 i 0 [] 0 [0 [0 - - -0 [ (W 6 |0 - -
216 [ [ [ 0 [ o o = -0 |7 0 | 0_|POPUP Remplacerla poche de dextrose par une poche deseumy| 6 | 0 - -
217 [ 0 [ 0 [0 [0 S ~[ 0 |8 00 6 |0 - -
218 610 | 150 |60 | 0 | 0 | 0 B -0 |1 0| 0 |Frining Adsofba Phy + [E250 70 - -
228 190 | 50 | 0 0 [0 [0 - - EEEE] 0 | 0 |Prming Adsorba 8 [0 - -
1018 2 0 [ 0o [0 [0 - [Ciose |- -0 |2 [E s [0 - -
1020 1 [ [ 0 [0 [0 S -0 [z 0 | 0 |POPUP Changer a poche efluert ERIE - -
1021 1 0 ] 0 [ o [ u - -0 = [HI] 9 [0 - =
1022 2 0 [] 0 [0 [u < F -0 = 0| 0 [Set pinch valve positons Add On FV1 haut (Hits) s |1 |pvil| Up |+
1024 2 [} [] o | o |0 - | -l o | 0 | 0 [Set pinchvalve posiions Add On PU3bas (POST) 9 |1 |pvaj~| Low [+

POPUP - Déclamperle clamp vioket

1026 1 [ 0 o | o |0 -l - -l 0 | 0 | 0 |- Déclamperle lamp bleu au niveau du plasmfitre s |0 - -

11

Capture d'écran de la séquence de priming au liquiel physiologique (1)
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X cAUsers\meysaf\Dosument:\SUPPLIVERLogiciels KLAB {donné - — — | 5

File Edt Connection Run Functions ?
@ () () ol ) () e (o] =3

tefzce [ Graphs/logong | Sequencer | Program [ Mlamms |

Flerame | c:\Users\meyeaf\Documents\SUPPLIVER Logiciels\XLAB (dornies]\ProtovD.43\Priming seq |
Deserption | Priming
Fm—m::f)—l Dudlen gloop AL NA  UF RECR Garp || £, || ARSI ot e esciplon brie A8 V- | Posiin
1020 1 0 | o [0 |0 |a o I o A -0 |2 0 | 0 |POPUP Changerla poche efiuert. ] - -
1021 1 0 [ o [0 |0 |o B -0 |3 00 30 - -
1022 2 o [ o [0 [a o - = T 0| 0 [Set pinch valve pesttions Add O P haut (Hite) s [ 1 |pvile| p |-
1024 2 o [ o oo o | - RS 0 | 0 |setpinch valve postions Add On PV3bas (POST) s [ 1 |Pualr| Low |+
POPUP - Déclamper e clamp vicket
1026 1 oo oo |o I -0 s 0| 0 |-Déchamperle clamp blew au niveau du plasmaftre. 3]0 - -
- Préparer e réclage i pisge & bulles cro de IAd40n st e retoun
02 1 0 [ o [0 0 |o T = <l 0 |z 0o 3 [0 - -
1028 % | & |0 0 [ 0 |0 ~[—[~[open|= -0 |= 0| 0_[Poming of plasmafiter - Boréacteus w0 - -
1053 % | ® [sw ] 0 [0 |0 B BN 0 | 0 [Prming o Bood +Boréacleus w0 - -
1083 160 | 60 [ 1500 | 0 | 0 | 0 B EECNEY 0 | 0 |Piiming of Biod + Boréecteurs 0] 0 2 -
1243 2 0 | o [0 |0 |0 T EENE 0| 0 [set pinch valve Prisma o - - n
1245 180 | 60 | 150 | 0 | 87/00 | 0 B I BN 0| 0 |Piiming of UF + Boréacteus [ - -
25 500 | 0 [Bow | 0 | 0 | 0 B BN 0| 0 |Piiming Bioréacteurs 2] 0 - -
1825 2 0 [0 [0 |0 |o = [~[gse|= -l 0 |a 00 13 o - -
1927 1 0 [ o [0 o |o o I A N 0 | 0 |POPUP Ciamper e camp viclet 3o - -
1928 1 [ I A I I I -0 [ 0| 0_[POPUP Ouwrla poche de receul. les obinets des bioréactewrset | 13 | 0 - -
1929 1 0 [ o [0 0 o EEEEE BN 0o 3o - -
1920 5% | 0 |50 ] 0 [0 |0 - [-Jopenl= ENE 0 | 0_|Remplssage fignes roduction 1o - -
1380 2 0 | o [0 |0 |0 | [fese |- EENE [N 15 0 - - =
1882 1 0 | o [0 |0 |0 S I I -0 |a 0| 0 |POPUP Femerla poche de receui, les robinets des bioréacteurs =i 15 | 0 - -
1883 1 [ A T A R BN 0 | 0 |POPUP Quvir e clamp violet B0 - -
1984 1 0 [ o [0 0 |o = -l 0 | 00 5| 0 - -
185 450 | 0 | Bow | 0 | 0 | o - [~lopen|= EEE 0| 0 [Priming Hite + Purge bioréacteurs du louide de prming du Hite | 16 | 0 - -
235 % | | 0 [0 [0 [0 <[ 5[ {Retum || 18 s 0| 0_|Level adustement in daerstion chamber 7] o - -
2460 2 o o [0 [a o - |=lose = BN 0 | 0 Stop pumps 8 | 0 - -
282 [ o | o0 [0 a0 S -0 |= 0 [ 0 Jogot ® 0 - -
283 1 0 [ R <] 0 [47|RunProg | 48 | 0 |//End Primng w0 - -
264 1 0 [0 [0 o0 |o A= <l o [ 0o ® | 0 - - =

Capture d'écran de la séquence de priming au liquiel physiologique (2)

X eAUsers\meysaf\Documents\SUPPLIVER\Logiciels\XLAB (données)\Protov0.43\Prime Testefg il o i e | 50

File Edit Connection Run Functions I
@ B () ) ) (i) I

Intedface | Grepha/Logang | Sequencer | Program | Alams |

Amonn  Flerame | ciUsers\meysafi\Documents\SUPPLIVER\Logiciels\XLAB (données)Protov0.43\Prime Test.org
Descrigtion | Program for _Prime Test
Eorsor & | B2 e Desrter
1B test (] o {1 themhold 15000 |~
2 ShowCustomCr (GetCusiomCitldi®). 0) 0 0 00 |BTNI e R
3 SetMlamChecking (2) [} [} 00
4 Pmax=300 0 ] 00
5 themhold =15 0 0 00
& tmeout =25 [] [ 00
7 Fow:=100 [} [ 00
8 Porll) [} [ 00
3 Camp =0 [} [} 00 (Close retum clamp
10 StopPumps (0) 0 [} 00 |Stop al pumps
11 PinchVahves (2. 2) 0 [ 00 |Set pinch valves to nevtral postion
12 T=tme [ ] 00 (Getiritialtime
13 [ [ 00 [Stat bload pump forincreasing
14 dT=time-T0 [] [} 00 [Calculate durstion
15 dT >timeout 3% 15 00 [Ckech fortimeout
1 7 | 14 | 00 |Chekforpresaus therhald
17 _qB=0 0 [ 00 |Stop blood pump
18 Delay 13 13 40 |Wak & seconds for stabilzation of pressure
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Development and validation of a bioartificial liver device with
fluidized bed bioreactors hosting alginate-encapsulated hepatocyte
spheroids *
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* UMR7338, Laboratory of Biomechanics and Bioengineering, Sorbonne universités, Université de
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" Gambro Industries, Research center. Meyzieu, France

Abstract— Acute and acute-on-chronic liver [failure are
associated to high mortality when transplantation is not
possible. The lack of donors has resulted in an important
demand for liver support devices. This paper describes the
design and validation of a new bioartificial liver (BAL) device
including fluidized bed bioreactors hosting alginate-
encapsulated hepatocytes spheroids. To ensure the efficacy of
the BAL and the safety of the patients, a complex
extracorporeal circulation was designed to be compatible with
a commercial medical device, the Prismaflex” monitor, already
used in intensive care units. Preclinical studies on large animal
show that the treatment was well tolerated in terms of
hemodynamics considerations. A method using non adhesive
coating in petri dish led to the production of large amount of
viable spheroids in vitro that were further encapsulated to
follow up bioartificial liver activity during four days.

. INTRODUCTION

The liver is one of the most complex organs in the human
body for anatomical, circulatory and essentially functional
reasons. This organ plays a crucial role in the proper
homeostasis of the human body. It provides three main
functions: detoxification, storage and synthesis function.

The World Health Organization estimates that over 650
million people worldwide are affected by some form of liver
disease. Among them, acute liver failure (ALF) is associated
to a very high mortality above 70%. The rapid loss of liver
functions can occur in patients with non-pre-existing liver
disease or in patients already suffering from liver chronic
insufficiency (acute-on-chronic liver failure) [1].

The causes of ALF differ according to the geopolitical
position of the patients. Performance of health systems has
allowed control, in some countries, of viral hepatitis. In
these countries such as the United States or the United
Kingdom, ALF are extensively drug-induced [2].

*Research supported by the French National Agency.

Cecile Legallais, Universite de Technologic de Compiégne. Rue du
Docteur Schweitzer, 60200 Compiégne. France (e-mail -
cecile legallais@ute fr)

Dominique Pouchoulin. Gambro Industries. 7 avenue Lionel Terray.
69330 Meyzicu. France (e-mail : dominique_pouchoulin/abaxter.com)

ALF is associated to a rise of numerous endogenous
substances such as bilirubin, ammonia, lactate, aromatic
acids, fatty acids, phenols, mercaptans,
benzodiazepines and pro-inflammatory cytokines [3].
Moreover the accumulation of toxins leads to hepatocellular
necrosis and apoptosis.

amino free

In the short term, patients undergo treatments to stabilize
their condition and monitor the disease (hemodynamic
monitoring, administration of glucose, antibiotics, measuring
of intracranial pressure...). However, nowadays the only
effective treatment for the long term severe liver failure
remains transplantation. A shortage of donors currently
makes the number of transplantation lower than the clinical
needs. Patients on the waiting list are more and more
numerous. In France, 6-7% died on the waiting list [4]. The
liver transplantation has also a relatively high mortality of
30-40% at 5-8 wvears and patients need a costly
immunosuppression treatment for life.

Artificial liver substitution was born from the evolution of
systems used for renal support. The kidney, which has an
essentially filtering role, has been pretty well mimicked by
artificial device. The systems have gradually evolved to
meet the specific needs of detoxifyving liver substitute. Two
devices are currently used in clinics: the MARS® system
from Gambro and the Prometheus” device from Fresenius
Medical Care. They have proven their efficacy for the
detoxification of some molecules such as bilirubin and
ammonia [5] [6]. However all of the functions of a healthy
liver could not be supplied by only artificial components.

BALs can be considered as the future of liver support
because they include hepatocytes cultured in bioreactors. A
major limitation of these technologies is to get enough
functional cells to be able to really supply the liver. It is
commonly acknowledged that at least 10 to 20 billion
hepatocytes are needed in a bioartificial extracorporeal
circulation so as to be demonstrably effective [7].

To ensure high functionality of hepatocytes, three-
cultures have been developed. Culture of
spheroids has become a simple and effective method to
improve cell-cell interactions [8].

dimensional
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However the inclusion of biological elements in
extracorporeal circulations is synonymous with many
challenges: a suitable environment has to be created by
artificial devices {oxygenation, heating, pre-
detoxifications...) to promote cells’ efficiency [9].

I. DESIGN OF A BIOARTIFICIAL LIVER DEVICE

To develop the bioartificel liver device. the choice was made
to adapt a plasmapheresis set from the Prismaflex"™
(Gambro) device, placing the bioreactor on a plasma
extraction line in a closed secondary loop. The same
components were used (lines. bubble trap, sensors...) and
positioned in a rather similar way to that of a standard
plasmapherisis circuit to ensure the correct circulation of
fluids and the patient safety.

Changes were applied to the classical plasmapheresis circuit
in order to meet the specifications of the BAL therapy.
These specifications have three main goals: to integrate the
bioreactor in the extracorporeal circulation, to ensure
optimal functionality of the cells (maintaining a temperature
37 © C in the bioreactors, oxygenating the medium...) and to
ensure patient safety.

The developed circulation is thus composed of a
plasmafilter, four bioreactors in parallel. an oxygenator /
heater ('Prismalung"M, Gambro). artificial detoxifying
elements (an activated carbon cartridge Adsorba™ and an
ion exchange cartridge 1E250™), a syringe pump for
anticoagulation and a particle filter. The simplified circuit is
shown in Fig. 1.

To implement the Suppliver therapy. an investigational
software developed by Gambro was used. It can control any
machine functions and it allows to design customized
therapy modalities. In addition. the user interface mimics the
machine interface for a realistic visualization of the steps of
the newly established therapy. A complete extracorporeal
circulation of more than | liter was manufactured for low-
weight patients; however, it is easily adaptable to adult size.
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Figure 1. Schematic of the extracorporeal circulation

A control system was also developed to ensure the security
and the well-functioning of the extracorporeal circulation
(monitoring of pressures, flows, detection of leaks...). The
system continuously checks by user-defined alarms the
normal follow-up of the procedure. If needed, a colored
banner, a beep and a message indicate that an alarm has been
triggered.

IT11. PRODUCTION OF ENCAPSULATED HEPATOCYTE
SPHEROIDS

C3A cells (ATCC. CRL 10-471) were used to validate the
production process. More than two billions cells have to be
collected to fill one bioreactor. Cell culture was achieved in
three steps in Minimum Essentials Medium Earls salts
(MEM) culture media (supplemented with 10% SVF and 1%
with streptomycin. Hepes. stable L-glutamine. pyruvate,
non-essential amino acids from Gibco): static culture in
flask, dynamic culture in petri dish to form spheroids and
dynamic culture of encapsulated hepatocyte spheroids in
Spinner flasks (Fig.2).

The static culture was performed using Nunc ™ Easy fill '™
Cell Factory o systems. After one week of culture, cells
were at more than 80% of confluence. Cell dissociation was
performed with trypsin in order to create a cell suspension.

The spheroids were formed in petri dishes coated with a
siliconizing reagent (Sigmacote from Sigma Aldrich) to
avoid adherence [10]. Agitation at 45 rpm was applied with
an orbital shaker (Edmond Buhler). After two days of
culture, spheroids were formed. Their sizes range from 50 to
100 micrometers.

Spheroids were then encapsulated in alginate (Manucol LKX
from FMC BioPolymer) at 1.5% sterilized by successive
filtrations. The encapsulation was performed with a home-
made system based on a coaxial air flow extrusion [11].
Cells were added to the alginate solution at a concentration
of 20 million cells per milliliter.

Just after encapsulation, beads were cultured overnight
under stirred conditions within spinner flasks. The magnetic
stirrer rotated at 100 rpm to get a gentle motion of all beads.

Figure 2. Cell culture steps for production of encapsulated hepatocyvic
spheroids: Static culture in flasks (a). dynamic culture in petri dishes to
form spheroids (b) and dyvmanic culture of encapsulated hepatocyies
spheroids in a Spinner (c).
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IV. PRECLINICAL VALIDATION OF THE EXTRACORPOREAL
CIRCULATION

A protocol involving the whole setup without cells on sheeps
was defined with the opportunity to generate preliminary
data monitoring. These data were useful to determine the
relevance to include or not in the treatment circuit’s priming
with plasma, instead of saline solution, to prevent high
hemodilution consequences.

The chosen preclinical model 1s commonly used by Gambro
for validation tests in relation to the coagulation of
hemodialysis circuits. Tests were performed on awaked
sheeps from Veterinary School of Vet'Agro Sup in Marcy
I’Etoile. The internal jugular vein was selected as vascular
access. Anticoagulation with heparin was managed by
activated clotting time (ACT) measurements. In this
protocol, two sheeps of about 80 kg were tested on two non-
consecutive days. On the one day, the treatment was done
with priming with saline solution and on the other day with
autologous plasma. Treatments were similarly set up for all
animals and lasted 4 hours (except in one case because a
coagulation has occurred). Blood return was achieved in all
cases and plasma return only when saline solution was used
for priming. Mean arterial pressure was monitored during
the entire the procedure.

To compare the different solutions for priming, one indicator
has been wused: the percentage of plasmadilution.
Plasmadilution was calculated by the difference between the
mitial concentration of protein ([P];) and the protein
concentration at equilibrium ([P].) (equilibrium is reached
when the concentration of proteins in the circuit and in the
animal blood are the same) (1) or after the restitution of the
extracorporeal blood and plasma if needed ([P],) (2). These
differences are normalized to the initial concentration of
proteins of the animal. Plasmadilution is expressed as a
percentage.

Plasmadilution in treatment = ([P], - [P].)* 100 / [P], (1)

Plasmadilution after restitution = ([P]; - [P])*100 /[P]; (2)
No side effects were observed. The mean arterial pressure
remained stable during treatments. The plasmadilution was
much larger after priming with saline solution than with
autologous plasma (respectively 20.4 (£3.6) % and 5.7
(+4.5) %) (Fig.3). 20% plasmadilution was expected in the
case of priming with saline solution since about 7L blood
was diluted with about 1.5L. of extracorporeal circulation
solution.

Returning the plasma, in the case of priming with saline
solution, has little effect. The return of blood tends to
increase the rate of hemodilution during treatment with
plasma priming. This can be explained by the fact that too
much saline solution was infused during the restitution of
blood and this may partly justify the non-effectiveness of the
return of the plasma during treatment with a priming with
saline solution.
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Figure 3.
tolareted by sheeps (a) and hemodilution results for the two types of
treatments (b)

V. IN VITRO VALIDATION OF THE FLUIDIZED BED
BIOREACTOR

A complete extracorporeal circuit equipped with only one
bioreactor was loaded with a volume of 150ml of beads
hosting C3A spheroids. The encapsulated cells (bead
diameter 800 pm) were cultured under fluidized bed
conditions during four days in MEM culture media. Live
cells were stained in blue by Hoechst and dead cells were
stained in red by Propidium lodure. Very good viability was
observed, proving the ability of the set up to keep cells in
proper conditions. The rare dead cells observed by confocal
microscopy were located in the center of the beads (Fig. 4)

Oxygen supplementation was performed with the
Prismalung device of Gambro. Just after the introduction of
beads, oxygen concentration decreased from about 18mg/L
to 14mg/L suggesting an important consumption of oxygen
by the cells. The concentration of 14mg/ml was maintained
during all of the experiment. Temperature was also kept at
37° inside the bioreactor through the Prismalung device.

Albumin and glucose concentrations in the bioreactor were
followed during four days of culture. Afier one day. about
2.2 mg of human albumin were detected in the medium
while about | g of glucose was consumed by the cells
(Fig.5). The average rate of albumin production and glucose
consumption were 67.78 (= 18.44) ng/10° cells/h and 31.17
(=9.24) pg/l 0° cells/h, respectively.

Figure 4. Observation by confocal miroscopy of the encapsulated
hepatocyte spheroids before (a) and after 4 days of fluidisation (b). Live
cells are stained in blue by Hoechst and dead cells are stained in red by

Propidium lodure
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Figure 3. Beads hosting hepatocytes spheroids in fluidization i the
bioreactor (a) and amounts of albumin producted and glucose consumed by
the bioreactor (b)

VI. DISCUSSION

In the preclinical study, hemodilution was not shown to
affect hemodynamics in healthy sheeps. This is a very
encouraging result since a large extracorporeal volume is
necessary to run the secondary loop hosting the bioreactors.
However, hemo- and plasmadilution would be less tolerated
if the volume of extracorporeal circuit is increased further,
or with non-healthy animals in acute liver failure models.
Therefore, it is strongly suggested to prime the circuit with
plasma or plasma equivalent in future preclinical trials as it
was done with another team working with a fluidized bed
bioreactor [12]. Our preliminary study showed that priming
with plasma was not more complicated to implement. No
problems occurred during the additional steps it generated.

The method of production of spheroids is simple and rapid.
In fact, in less than three days, spheroids could be formed
and encapsulated. The next step would be to switch the
encapsulation process to a device specifically designed for
large scale application [13].

Finally, the functionality and density of cells in the beads
still need to be improved to lead to a better production of
albumin regarding the consumption of glucose [14].

VII. CONCLUSION

A complete extracorporeal circulation was successfully
designed for a new bioartificial liver device with fluidized
bed bioreactors hosting alginate-encapsulated hepatocyte
spheroids. Security management, with the control system
developed, had allowed us to perform preclinical tests
showing a very good tolerance of the animals towards the
treatment. Results of preclinical trials tend to favor priming
with an equivalent to plasma because hemodilution is highly
minimized. In another hand, the in vitro validation, with a
bioreactor filled with cells, proved the efficacy of the device
regarding biological functions: spheroids within the beads
were kept alive and metabolically active during four days,
which is much longer than planned therapies for real
treatments.
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