N

N

Effet de la pré-vascularisation organisée par
Bioimpression Assistée par Laser sur la régénération
osseuse

Olivia Kérourédan

» To cite this version:

Olivia Kérourédan. Effet de la pré-vascularisation organisée par Bioimpression Assistée par Laser sur
la régénération osseuse. Médecine humaine et pathologie. Université de Bordeaux, 2019. Francais.
NNT: 2019BORD0028 . tel-02495891v1

HAL Id: tel-02495891
https://theses.hal.science/tel-02495891v1
Submitted on 2 Mar 2020 (v1), last revised 3 Mar 2020 (v2)

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02495891v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

universite
“BORDEAUX

THESE PRESENTEE

POUR OBTENIR LE GRADE DE

DOCTEUR DE
L’UNIVERSITE DE BORDEAUX

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE

SPECIALITE BIOLOGIE CELLULAIRE ET PHYSIOPATHOLOGIE
Par Olivia KEROUREDAN

Effet de la pré-vascularisation organisée par Bioimpression
Assistée par Laser sur la régénération osseuse

Sous la direction du Professeur Raphaél Devillard

Soutenue le 11 mars 2019

Membres du jury :

M. HAIKEL Youssef PU-PH Strasbourg Président
Mme CHAUSSAIN Catherine PU-PH Paris Rapporteur
Mme PEREZ Fabienne PU-PH Nantes Rapporteur

M. CHRAIBI Hamza MCU Bordeaux Examinateur



Effet de la pré-vascularisation organisée par Bioimpression Assistée par
Laser sur la régénération osseuse

Afin de résoudre la problématique des substituts osseux faiblement vascularisés, un des
challenges majeurs en ingénierie tissulaire osseuse est de favoriser le développement
précoce d'une microvascularisation. La reproduction du microenvironnement local et
Porganisation cellulaire in situ sont des approches innovantes pour optimiser la formation
osseuse. En Biofabrication, la Bioimpression Assistée par Laser (LAB) est une technologie
émergente permettant I'impression de cellules et de biomatériaux avec une résolution
micrométrique. L’objectif de ce travail était d’étudier I'effet de I'organisation de la pré-
vascularisation par LAB sur la régénération osseuse. La station de bioimpression
Novalase a été utilisée pour imprimer des motifs de cellules endothéliales sur un
« biopaper » constitué de collagene et de cellules souches issues de la papille apicale. Les
parametres dimpression, densités cellulaires et conditions de recouvrement ont été
optimisés afin de favoriser la formation d’'un réseau microvasculaire avec une architecture
définie in vitro. Ce modeéle a ensuite été transposé in vivo, grace a la bioimpression in situ
de cellules endothéliales au niveau de défauts osseux critiques chez la souris, afin
d’évaluer si la prévascularisation organisée par LAB permettait de promouvoir et
contrbler spatialement le processus de régénération osseuse. Les résultats ont montré que
la bioimpression permettait daugmenter la densité de vaisseaux dans les défauts osseux
et de favoriser la régénération osseuse.

Mots clés : ingénierie tissulaire osseuse, biofabrication, bioimpression assistée par laser,
vascularisation, progéniteurs endothéliaux, cellules souches issues de la papille apicale

Effect of prevascularization designed by Laser-Assisted Bioprinting on
bone regeneration

In order to solve the issue of poorly vascularized bone substitutes, development of a
microvasculature into tissue-engineered bone substitutes represents a current challenge.
The reproduction of local microenvironment and in situ organization of cells are
innovating approaches to optimize bone formation. In Biofabrication, Laser-Assisted
Bioprinting (LAB) has emerged as a relevant method to print living cells and biomaterials
with micrometric resolution. The aim of this work was to study the effect of
prevascularization organized by LAB on bone regeneration. The laser workstation
Novalase was used to print patterns of endothelial cells onto a « biopaper » of collagen
hydrogel seeded with stem cells from the apical papilla. Printing parameters, cell densities
and overlay conditions were optimized to enhance the formation of microvascular
networks with a defined architecture in vitro. This model was then transposed in vivo,
through in situ bioprinting of endothelial cells into mouse calvarial bone defects of critical
size, to investigate if prevascularization organized by LAB can promote and spatially
control bone regeneration. The results showed that bioprinting allowed to increase blood
vessel density in bone defects and promote bone regeneration.

Keywords: bone tissue engineering, biofabrication, laser-assisted bioprinting, vascularization,
endothelial progenitors, stem cells from the apical papilla
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Les maladies induisant des pertes de tissu osseux, comme les ostéosarcomes ou
lostéoporose, touchent un nombre croissant de personnes dans le monde et constituent un
probléme de santé publique majeur. A I’échelle mondiale, plus de deux millions de greffes
osseuses sont réalisées annuellement afin de combler des défects osseux en chirurgie
orthopédique, neurochirurgie et chirurgie dentaire. Les solutions thérapeutiques actuelles
g’articulent essentiellement autour de I'utilisation de greffons d’origine humaine, animale
ou synthétique. L’autogreffe reste actuellement le « gold standard » comme matériau de
comblement. Si 'os autogéne représente le matériau « idéal », il n’est disponible qu’en
quantité limitée et cette approche peut étre a l'origine d’infections, de douleurs et de
comorbidité sur le site donneur. Les risques majeurs relatifs a I'utilisation des allogreffes
et des xénogreffes sont le rejet du transplant et la transmission d’agents pathogenes.
Enfin, malgré les bons résultats des matériaux synthétiques employés en clinique, leur
manque de propriétés biologiques reste un inconvénient majeur a leur utilisation et
1llustre les limites actuelles de ces substituts pour la régénération osseuse. Une des
difficultés majeures est de reproduire l'architecture des tissus, tant au niveau
macroscopique (forme générale) que microscopique (organisation tridimensionnelle des
cellules et autres composants du tissu). La possibilité de générer de nouveaux substituts
osseux implantables, aux propriétés optimisées, est ainsi un enjeu majeur et un besoin

clinique réel.

L’une des améliorations a apporter a ces substituts consiste a favoriser leur
vascularisation rapide aprés implantation afin de promouvoir leur intégration et limiter
le risque de nécrose. La vascularisation induite des matériaux implantés est un point clé
en ingénierie tissulaire osseuse. A ce jour, les produits cliniquement viables obtenus par
ingénierie tissulaire sont limités a des tissus de faible épaisseur et peu ou pas vascularisés
tels que la peau et le cartilage. Les greffons plus volumineux s’avérent étre
insuffisamment vascularisés, aboutissant a un échange réduit de nutriments et d’oxygéne,
entrainant une nécrose cellulaire et donc un échec de la greffe. Dans le but de pallier ces
limitations et de générer des substituts osseux de taille importante et implantables chez
les patients, les recherches actuelles s’orientent vers la création in vitro de structures

vasculaires biomimétiques pour les nouvelles thérapies régénératives.

Afin de mieux controler 'assemblage en trois dimensions des différents éléments
constitutifs des produits d'ingénierie tissulaire, de nombreuses technologies ont émergé
durant ces derniéres décennies dans le domaine de la Biofabrication. En paralléle des

approches d’ingénierie tissulaire basées sur 'utilisation d'une matrice (« scaffold »), les
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avancées technologiques dans les domaines de I'automatisation, la miniaturisation et la
conception assistée par ordinateur ont conduit au développement de la Bioimpression. Son
principe consiste a organiser les composants du tissu par un dépot couche-par-couche
grace a l'utilisation d'imprimantes biologiques. I’avantage de ces procédures automatisées
est qu'elles permettent un meilleur contréle de la distribution des cellules dans les
structures tridimensionnelles, minimisent les problémes de contamination et réduisent le
temps d’obtention dune construction fonctionnelle. Paralléelement a I'impression jet
d’encre et la microextrusion, la Bioimpression Assistée par Laser (LAB) connait un essor
considérable et présente des atouts majeurs tels qu'une grande vitesse d’écriture, une
viabilité des cellules élevée, une haute résolution et la possibilité d’utilisation de fortes

densités cellulaires.

La station de bioimpression Novalase développée par I'Unité Mixte de Recherche
1026 — INSERM/Université de Bordeaux — BioTis, basée sur un laser nanoseconde, permet
I'impression de cellules vivantes in vitro, de maniére sécurisée et sous le controle d'un
processus automatisé. Elle permet également d'imprimer des biomatériaux avec une
résolution micrométrique. Des expérimentations menées au laboratoire ont aussi
démontré la faisabilité de I'impression in vivo, et son intérét dans la régénération osseuse
guidée in situ par I'impression de cellules associées a des biomatériaux. Les résultats
présentaient cependant une grande hétérogénéité et nous avons émis I’hypothése que cette

hétérogénéité était liée a un défaut de vascularisation précoce.

Basé sur les résultats précédemment obtenus, ce travail a été mis au point afin
d’évaluer leffet de l'organisation de la pré-vascularisation sur la régénération osseuse

dans un modéle in vivo.

Ce manuscrit s’articule en quatre parties :

= La premiére partie consiste en une revue de la bibliographie portant sur le processus
de régénération osseuse et la vascularisation du tissu osseux, avant de décrire les
concepts d’'ingénierie tissulaire, de biofabrication et de bioimpression.

= La deuxiéme partie de ce manuscrit expose l'objectif général de cette thése ainsi que
les objectifs secondaires.

= La troisieme partie présente les résultats obtenus dans le cadre des travaux de
recherche organisés sous forme de publications scientifiques : trois articles publiés et

un article soumis. Le premier article (publié) évalue l'effet de la présence de cellules
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souches mésenchymateuses sur la préservation du motif de cellules endothéliales
organisé par bioimpression assistée par laser. Le second article (publié) détermine les
parameétres dimpression, densités cellulaires et conditions de recouvrement optimaux
pour la formation des réseaux capillaires organisés in vitro. Le troisieme article
(soumis) expose les résultats obtenus in vivo aprés bioimpression in situ de cellules
endothéliales au niveau de défauts osseux critiques de calvaria chez la souris. Le
dernier article (publié) propose une nouvelle technique pour suivre les motifs
cellulaires imprimés in vivo chez la souris grace a I'imagerie par résonance magnétique
(IRM).

» La derniére partie correspond a une conclusion générale sur les travaux menés et
résultats obtenus. Elle détaille également les nouvelles perspectives de travail

envisagées.

Ces travaux ont été soutenus par la « Fondation de ’Avenir » (N°’AP-RM-17-038) ainsi

que la « Fondation des Gueules Cassées » (N°54-2017).

Le projet in vivo, intitulé « Etude de la régénération osseuse en présence d’'un réseau
vasculaire organisé in situ par bioimpression assistée par laser », a été évalué sur le plan
éthique par le Comité d’éthique en expérimentation animale N°050 (Bordeaux) et a recu
un avis favorable, en date du 14 février 2017 (Réf. APAFIS#8442-201701051243776-v2).
L’autorisation de projet a été notifiée par le Ministére de I’Enseignement Supérieur, de la

Recherche et de I'Innovation en date du 25 septembre 2017.
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1. REGENERATION OSSEUSE ET VASCULARISATION

La connaissance de l'anatomie et de la physiologie du tissu osseux ainsi quune
compréhension des mécanismes de formation et de réparation tissulaire permettent la

mise en place de stratégies d'ingénierie tissulaire pour la régénération osseuse.

1.1. Structure et physiologie osseuse

1.1.1. Définition et fonctions du tissu osseux

L’os est un tissu conjonctif hautement spécialisé qui posséde trois grandes fonctions :

= Une fonction biomécanique et protectrice des organes : il assure le mouvement et la
locomotion (r6le dynamique) ainsi que le soutien de l'organisme et la protection des
organes vitaux et du systéme nerveux (role statique)

= Une fonction métabolique : il participe au contrdle et au maintien de '’homéostasie
phosphocalcique de l'organisme, via son remodelage permanent qui entraine le
stockage ou la libération de sels minéraux

= Une fonction hématopoiétique : la moelle osseuse hématopoiétique héberge la

production des trois lignées des cellules du sang!-2.

Le squelette humain est composé de 206 os, représentant environ 1/5%m¢ du poids du
corporel. Ces os présentent des formes et tailles variables selon leur fonction et leur
situation. Ils peuvent étre classés en quatre catégories : os longs (ex. humérus, tibia), os
courts (ex. phalanges, tarses et carpes), os plats (ex. os du crane, sternum), et os irréguliers
(ex. vertebres, coccyx). Malgré ces caractéristiques et formes diverses, la microarchitecture

de T'os reste relativement constante.

1.1.2. Architecture de l'os

L’os est constitué d’'une couche externe, correspondant a I'os cortical ou « os compact », et

une couche interne, correspondant a ’'os trabéculaire ou « os spongieux ».
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L’os cortical représente environ 80% du total de la masse osseuse chez I'adulted. Il est
composé principalement d’'unités fonctionnelles appelées « ostéons », composés de lamelles
cylindriques organisées en cercles concentriques autour des canaux haversiens centraux
abritant les nerfs et vaisseaux sanguins*. L’os cortical présente une densité extrémement
importante, une faible porosité (20%) ainsi qu'une résistance mécanique élevée (130-190
MPa) en lien avec 'organisation structurée des fibres de collagéne au sein de chaque unité
fonctionnelle®. Entre les lamelles osseuses se situent les ostéocytes. Les canaux haversiens
centraux sont reliés entre eux par des canaux transversaux ou obliques, permettant

I'irrigation du tissu osseux par les vaisseaux sanguins : les canaux de Volkman (Figure 1).
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FIGURE 1 : ORGANISATION DE L'OS CORTICAL
D’aprés Marieb ¢

L’os spongieux constitue les 20% restants de la masse osseuse totale. Constitué d'un
enchevétrement tridimensionnel de trabécules osseuses ramifiées et anastomosées, 1l est
caractérisé par sa haute porosité (50-90%) permettant une meilleure pénétration de la
vascularisation” (Figure 2). Sa résistance mécanique est d’environ 10% de celle de l'os

cortical3.
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FIGURE 2 : STRUCTURE ET ORGANISATION DES OS LONGS
D’apres Marieb ¢

Malgré les structures tres différentes de l'os cortical et spongieux, ces derniers présentent
une composition similaire basée sur la présence d'une matrice extracellulaire et de cellules
spécifiques. Ces différents éléments permettent la formation du tissu osseux mais aussi

son remodelage tout au long de la vie.

1.1.3. Composition du tissu osseux

L’os est un matériau composite constitué a 65% d’'une partie minérale, principalement de
I'hydroxyapatite [HA, Cai10(PO4)s(OH)z2], et a 35% d’une matrice organique (collagene de
type I et autres protéines non collagéniques, facteurs de croissance, cellules osseuses et

eau)s.
La matrice extra-cellulaire (MEC) inorganique constitue un réservoir pour ’homéostasie

des ions (calcium, phosphate, ...) et confére a 'os sa rigidité et sa résistance mécanique,

tandis que la phase organique lui fournit des propriétés mécaniques telles que la ductilité
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et la résistance a la fracture. Les facteurs de croissance et cytokines contenus dans la

matrice organique sont des éléments essentiels pour le processus de remodelage osseux.

Malgré son apparence inerte, 1'os est un tissu dynamique en perpétuel remaniement,
caractérisé par l'alternance de phénomeénes de résorption et de néoformation. Ce
remodelage permanent permet une adaptation et une modification de la structure du tissu

0sseux en réponse aux contraintes mécaniques et stimuli biochimiques environnants.

L’os contient quatre types cellulaires : les ostéoblastes, les ostéocytes, les cellules
bordantes et les ostéoclastes?!0. Ces cellules proviennent de cellules progénitrices : les
cellules souches mésenchymateuses (MSCs) et les cellules souches hématopoiétiques
(HSCs). Chaque type cellulaire est acteur dans le processus de remodelage osseux et
apporte sa contribution a des étapes définies du cycle « ARIF » (Activation, Résorption,

Inversion, Formation) (Figure 3).
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FIGURE 3 : ROLE DES DIFFERENTS TYPES DE CELLULES OSSEUSES AU SEIN DU CYCLE
DE REMODELAGE OSSEUX

Courtoisie banque d'images Servier®
Les ostéoblastes sont connus pour étre responsables de la synthése de la nouvelle MEC
osseuse, et donc impliqués dans le processus de néoformation osseuse. Les ostéocytes sont

des ostéoblastes quiescents. Des études les présentent comme mécano senseurs et
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orchestrateurs de ce processus de remodelage osseux!!-13, Les cellules bordantes, qui sont
également des ostéoblastes quiescents, jouent un role important dans le couplage
résorption/formation!4. Ces cellules recouvrent la matrice osseuse, la protégeant ainsi de
Paction des ostéoclastes. Lorsqu’elles se rétractent, les ostéoblastes peuvent alors accéder
a la matrice et enclencher le processus de résorption. Sous l'action de différents stimuli,
comme la parathormone (PTH), les cellules bordantes peuvent aussi exercer le role
d’ostéoblastes. Les ostéoclastes, eux, sont dérivés de précurseurs mononucléaires

apparentés a la lignée monocytaire et sont responsables de la résorption du tissu osseux.

Chacun des composants du tissu osseux joue ainsi un role précis dans le phénomene de

remodelage osseux.

1.1.4. Remodelage osseux

Le remodelage osseux est un processus dynamique nécessaire pour le maintien de
Parchitecture de 'os en réponse aux contraintes mécaniques environnantes. C’est aussi un
processus indispensable suite a une lésion, puisqu’il permet la réparation du tissu
osseux!®, Il permet également de garantir le controle de 'homéostasie minérale. Le
remodelage osseux repose sur un équilibre dynamique entre les phénomeénes de résorption

et la formation osseusel617,

Le remodelage osseux est une série d’éveénements biologiques parfaitement orchestrés qui
sont régulés par des interactions complexes entre les différents types cellulaires trouvés
dans l'os. Comme décrit précédemment, chaque cellule a un roéle spécifique dans le
processus de remodelage osseux. Le processus de remodelage est orchestré par deux types
cellulaires principaux : les ostéoclastes, spécialisés pour la résorption osseuse, et les
ostéoblastes, responsables de la formation osseuse, qui s’arrangent entre eux au sein d’'une
structure anatomique appelée « basic multicellular unit» (BMU)8. Le processus de
remodelage osseux se décompose en quatre stades (activation, résorption, inversion,
formation) suivis d’'une phase de quiescence. Il implique toute une série de cascades de
différenciation cellulaire a l'origine des processus de résorption et de formation osseuse

(Figure 4).
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FIGURE 4 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES CASCADES DE DIFFERENCIATION
IMPLIQUEES DANS LE PROCESSUS DE REMODELAGE OSSEUX

D’apres Weilbaecher et al. 1°

La phase d’activation est la premiére étape du cycle de remodelage osseux. Des signaux
biochimiques ou mécaniques entrainent la libération de cytokines (ex. RANK-L, M-CSF)
par les ostéoblastes jusqu’alors quiescents (ostéocytes ou cellules bordantes). Ces facteurs
permettent le recrutement et I'activation des précurseurs ostéoclastiques, initiant la phase

de résorption osseuse20-2,

Une fois fixés a la surface de l'os, les ostéoclastes secrétent des ions hydrogéne et des
phosphatases acides entrainant une diminution du pH au sein d'un compartiment appelé
« lacune de résorption », responsable de la dissolution des cristaux d’hydroxyapatite. La
libération des minéraux (Calcium et Phosphore) induit la sécrétion d’enzymes telles que
les métalloprotéinases matricielles et les cathepsines, a l'origine de la digestion des
composants organiques de la matrice osseuse?2. Aprés cette phase, les ostéoclastes

regoivent des signaux inhibiteurs (ex. IGF-1 ou TGF-B) et entrent en apoptose.
S’en suit alors la phase d’'inversion ou de réversion, durant laquelle les ostéoclastes sont
remplacés par des cellules mononucléées qui se différencient en macrophages et éliminent

les débris restants de la matrice osseuse, permettant a la formation osseuse de débuter2s.

Lors de la phase de formation, les pré-ostéoblastes sont recrutés et se différencient en

ostéoblastes. Ils comblent progressivement la lacune de résorption en déposant une
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matrice collagénique non minéralisée appelée tissu ostéoide, qui se minéralisera dans un
second temps. Les ostéoblastes continuent a déposer du nouvel os jusqu’a reposer sous la
forme d’'une couche cellulaire unique au-dessus de la matrice minéralisée nouvellement
formée. A ce stade, certains ostéoblastes vont entrer en apoptose tandis que d’autres seront

englobés dans la matrice nouvellement formée sous forme d’ostéocytes?*.

Lorsque le volume d’os formé devient équivalent a celui résorbé, le processus de
remodelage s’arréte. Les ostéoblastes et ostéoclastes fonctionnent comme une unité,
entrainant un lien étroit entre les processus de résorption et de formation. Ce couplage

permet d’assurer que la ou l'os est résorbé, le nouvel os sera produit!s.

1.1.5. Cicatrisation osseuse

En cas de lésion tissulaire, un phénomeéne de cicatrisation osseuse se met en place
impliquant des cellules progénitrices, des cellules de l'inflammation, des cellules
endothéliales et hématopoiétiques?®. Ce processus se déroule en trois phases: la phase
inflammatoire initiale (Figure 5A), la phase de réparation (Figure 5B-C) et le remodelage

final (Figure 5D)26,

Ces différentes phases sont permises par une intervention organisée des différents types
cellulaires, régulée par leur interaction avec des facteurs biochimiques, physiques et
mécaniques?’. Ces étapes miment les événements a l'origine du développement osseux

enchondral tels qu’ils se déroulent lors de I’'embryogenése?’.
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FIGURE 5 : CHRONOLOGIE DE LA CICATRISATION OSSEUSE
D’apres Ho-Shui-Ling et al. 25

La phase inflammatoire débute par la formation d’un caillot sanguin (hématome). Cet
hématome constitue une source de molécules de signalisation (ex. IGF-1, PDGF),
lesquelles ont la capacité d’initier des cascades d’événements cellulaires critiques pour la
cicatrisation osseuse. La libération de facteurs de croissance et cytokines permet le
recrutement des macrophages ainsi que des monocytes et lymphocytes. Ensuite, les
cellules immunitaires recrutées sécretent elles-mémes différentes molécules (FGF, TNF-
o, VEGF, TGF-B, IL-1, IL-6) qui stimulent la synthese de MEC et I'angiogenese. Ces
cytokines présentent également un effet chimiotactique sur les cellules de 'immunité et
les cellules mésenchymateuses circulantes. S’en suit alors la formation d’'un tissu de
granulation, avec un développement de la vascularisation, une activation des
macrophages, une élimination des tissus endommagés et une différenciation des cellules

mésenchymateuses en fibroblastes, chondroblastes ou ostéoblastes?s,

Lors de la phase de réparation, le tissu conjonctivo-vasculaire évolue en une structure plus
organisée appelée « cal ». Cette phase correspond ainsi au processus d’ostéogenése, avec
deux types d’ossification possibles. L’ossification endochondrale est caractérisée par la
formation d'un cal cartilagineux déposé par les chondroblastes, qui se calcifie et se
vascularise dans un second temps, et progressivement remplacé par le nouveau tissu

osseux. L’ossification membraneuse correspond a la synthese directe d’os compact et
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trabéculaire, sans phase intermédiaire de cal cartilagineux. Elle se limite principalement

aux régions sous-périostées, ou le réseau capillaire est resté fonctionnel2829,

Durant la phase de remodelage, le tissu osseux nouvellement formé (os immature) est
remplacé par du tissu osseux « définitif » (os lamellaire) sous I'action des BMU, avec une
alternance de phases de résorption par les ostéoclastes et de formation par les
ostéoblastes. Cette phase permet également de restaurer un apport vasculaire normal. Ce

processus de remodelage peut prendre plusieurs mois?,

1.1.6. Role de la vascularisation dans ’homéostasie et la réparation osseuse

La vascularisation osseuse est un élément crucial pour le développement et la croissance
de T'os, ainsi que pour permettre les processus de remodelage osseux et de cicatrisation
osseuse’?3!, Le tissu osseux est extrémement bien vascularisé, avec un débit sanguin
intra-osseux pouvant atteindre 5 a 20 mL par 100g d'os®2. Cette vascularisation est
. A , s . . . . . .
permise grace a la présence d’arteres (diaphysaires, métaphysaires et épiphysaires,

périostées) et de veines.

Trois types d’artéres assurent la vascularisation des os longs :

= L’artére nourriciére, qui se ramifie en artére médullaire ascendante et descendante
dans la cavité médullaire, et qui assure la quasi-totalité de la vascularisation de la
diaphyse ;

= Les arteres épiphysio-métaphysaires qui pénétrent dans I'os métaphysaire (entre la
diaphyse et la ligne épiphysaire), s’anastomosent au niveau capillaire avec 'artere
nourriciéere, et qui irriguent I'os spongieux ;

= Les artéres périostées, qui assurent la nutrition de la partie externe de 1’'os compact.
Elles s’anastomosent également avec les terminaisons des artéres médullaires de la

partie corticale (Figure 6).
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FIGURE 6 : LA VASCULARISATION DU TISSU OSSEUX
D’apres le site internet www.easynotecards.com 33

La vascularisation des autres types d’os, par exemple les os plats et courts, est semblable

aux réseaux de type épiphysio-métaphysaire.

En ce qui concerne le systéme veineux, de nombreuses veines épiphysio-métaphysaires
assurent la vascularisation des épiphyses et métaphyses, tandis que le tiers interne de l'os
cortical est vascularisé par une veine centro-médullaire. Il existe également de
nombreuses veines issues du périoste qui rejoignent les veines musculaires. L’'ensemble

de ce systéme est entiérement anastomosé.

Le systeme capillaire, lui, est composé de vaisseaux de faible diametre traversant le
systéme haversien de l'os cortical. Le périoste contient lui aussi de nombreux capillaires
alimentés par les muscles adjacents.

La vascularisation joue un réle majeur dans la physiologie du tissu osseux. Elle permet

I'apport en nutriments et en oxygene, et également ’élimination des déchets. Les activités
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métaboliques et hématopoiétiques de 1'os sont étroitement liées a la vascularisation, de
méme que les processus de remodelage et de néoformation osseuse32. De plus, la teneur en
oxygene est cruciale puisqu’elle influe directement sur la différenciation des cellules
souches, soit en cellules chondroblastiques si la teneur en oxygene est basse, ou en cellules

ostéoblastiques si la teneur est élevée.

Le role critique de la vascularisation osseuse est notamment mis en évidence lors de
pathologies causées par un défaut ou 'absence de vascularisation, comme l'ostéoporose ou
Postéonécrose3!. Au-dela d'une perturbation de la formation et/ou de la croissance du tissu
osseux, de séveres perturbations hémodynamiques peuvent étre retrouvées (ex. maladie
de Paget)3t. Le tissu osseux et les vaisseaux sanguins semblent ainsi avoir une relation
tres étroite. Par ailleurs, dans le cas de pertes de substances, une vascularisation
déficiente peut engendrer une absence de cicatrisation3'. Ce déficit peut étre lié au
traumatisme initial, lorsqu’il y a eu lésion importante des arteres nourriciéres ou

métaphysaires, ou consécutif a une chimiothérapie ou une radiothérapie.

De nombreuses études ont montré que les processus de formation osseuse s’Taccompagnent
d’'une augmentation du nombre de vaisseaux, du débit sanguin et de la formation de néo
vaisseaux. Lors de 'ostéogenése ou du remodelage osseux, les cellules du tissu osseux et
celles du tissu vasculaire communiquent entre elles via la néo-vascularisation. Les cellules
ostéoblastiques et endothéliales travaillent en synergie pour permettre la formation d'un
tissu osseux fonctionnel et vascularisé. D’'une part, les ostéoblastes stimulent la formation
de nouveaux vaisseaux, et réciproquement les cellules endothéliales permettent de

stimuler la régénération osseuses’.

Cette communication ostéo-endothéliale se fait a plusieurs niveaux :

= Par des contacts indirects de facon paracrine ou autocrine a l'aide de facteurs
solubles?®, tels que VEGF, TGF-B, BMPs ou encore les prostaglandines (Figure 7).

= Par des contacts directs a 'aide de jonctions communicantes (jonctions « gap ») par le
biais de connexines3® ou de jonctions adhérentes via I'existence de cadhérines®:37. La
connexine 43 (Cx43) est la principale forme de connexine observée a la fois dans les
cellules ostéoblastiques et endothéliales. Elle joue un réle central dans la régulation
de l'ostéogenése par ’établissement de jonctions communicantes entre les cellules
endothéliales et ostéoblastiques?®.

= Par des interactions avec la MEC via l'activité des intégrines3>38,
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D’apres Grellier et al. 3°

I1 est aussi intéressant de noter que les péricytes présentent a leur surface des marqueurs
spécifiques des cellules souches mésenchymateuses (MSCs). Il s’agit de cellules
multipotentes pouvant se différencier en cellules adipocytaires, ostéoblastiques ou
phagocytaires. Ces cellules sont impliquées dans les processus de régénération osseuse.
Elles peuvent notamment participer a la production de la MEC osseuse en synthétisant
du collagene, des protéoglycanes et l'ostéonectine par l'intégration du phosphate de

calcium?.

Cette étroite relation entre os et vascularisation explique la capacité qu’a le tissu osseux
de se régénérer de lui-méme dans le cas de 1ésions de petit volume?®’. Cependant, dans le
cas de pertes de substances plus étendues, des stratégies visant a reconstruire ou combler

les défauts osseux doivent étre mises en ceuvre.
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1.2. Thérapeutiques actuelles des pertes de substances osseuses

La régénération des défauts osseux causés par un traumatisme, une infection, une tumeur
ou liés a des anomalies du développement du squelette d’origine génétique reste un
challenge clinique. La réparation de tels défauts nécessite des matériaux de greffe
osseuse?. Les thérapeutiques actuelles s’articulent autour des autogreffes, allogreffes ou

xénogreffes, ainsi que des substituts synthétiques.

1.2.1. Autogreffes

Les greffons osseux autologues sont considérés comme le « gold standard » pour le
traitement des défauts osseux puisqu’ils possédent des propriétés ostéoconductrices
(capacité passive permettant la colonisation du biomatériau par les cellules de Uhéte, la
vascularisation et le dépot d'un tissu osseux ), ostéogéniques (propriété du greffon de
pouvoir former activement et directement une nouvelle matrice osseuse) et ostéoinductrices
(propriété active du biomatériau stimulant le recrutement et la différenciation des cellules

souches en cellules ostéoblastiques, et favorisant ainsi la néoformation osseuse)*.

Le traitement par autogreffe est limité par le volume osseux pouvant étre prélevé du site
donneur (probléme de disponibilité) et transplanté consécutivement au niveau du défect
osseux (site receveur). Il est donc indiqué pour le traitement de défauts de petits volumes*!.
Les complications peuvent inclure la morbidité au niveau du site donneur, la survenue
d’'un hématome local et des problémes de remodelage au niveau de ’'os implanté*2. De plus,
les autogreffes sont trés coliteuses??. Elles entrainent aussi plus de douleurs, et une

hospitalisation et une réhabilitation plus longues*‘.

1.2.2. Allogreffes

Une alternative aux greffons osseux autologues est l'utilisation d’allogreffes, ou le tissu
est issu d’autres humains (cadavres). L’avantage est que cela élimine le probleme de
morbidité au niveau du site donneur, et que le greffon peut étre disponible en quantités
suffisantes. Les allogreffes peuvent étre utilisées pour des défauts plus larges. Elles

présentent une ostéoconductivité, et, utilisées fraiches congelées ou déminéralisées, elles
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présentent une ostéoinductivité limitée?. Les greffons allogéniques ne procurent pas les
signaux ostéoinducteurs nécessaires*. L’allogreffe peut se compliquer par manque
d’'intégration au tissu osseux de I’hote — intégration plus faible que I'autogreffe — et risque
de rejet immunitaire*3, entrainer des problémes de transmission de maladie ou infections
bactériennes, et des probléemes de vascularisation?’. Enfin, méme si cela est dans une

moindre mesure que les greffes autologues, les allogreffes générent un colit substantiel.

1.2.3. Xénogreffes

Les xénogreffes, greffons d’origine animale, sont rarement utilisées car elles présentent
les mémes inconvénients que les allogreffes et leur structure et fonctions ne correspondent

pas exactement a celles du tissu humain®s.

1.2.4. Substituts synthétiques

Les limites associées a Il'utilisation des autogreffes et allogreffes ont conduit au
développement d'une large gamme de biomatériaux synthétiques ces derniéres années.
Leur utilisation permet d’éliminer le risque de transmission de maladies, réduire le
nombre de procédures chirurgicales, diminuer le risque d’infection ou d'immunogénicité.
Il existe de plus une disponibilité importante de ces biomatériaux*’. Cependant, ces
matériaux synthétiques, comme les polymeéres ou les céramiques, présentent des
inconvénients liés a leur ostéoconductivité limitée, leurs propriétés mécaniques
inadaptées ou encore leur cinétique de dissolution non maitrisée?. De plus, ces solutions
ne reproduisent pas précisément 'architecture du tissu osseux, que ce soit a I'échelle

microscopique ou macroscopique.
Les stratégies d’ingénierie tissulaires ont donc été introduites comme des alternatives

prometteuses pour résoudre les problémes associés aux thérapeutiques actuelles et

produire des constructions osseuses qul miment la structure et la fonction de 1'os natif.

31



2. INGENIERIE TISSULAIRE OSSEUSE

2.1. Concepts généraux

La solution la plus communément admise pour remplacer un organe ou tissu défaillant a
longtemps été la mise en place d’'une prothése. Cependant, cette prothése n’est que
palliative et ne restitue jamais la fonctionnalité du tissu ad integrum. Comme vu
précédemment, les greffes et transplantations d’organe constituent elles aussi une
solution mais posent probléme notamment en termes de quantités disponibles et de
morbidité au niveau du site donneur. Cest dans ce contexte que s’est développée

I'ingénierie tissulaire®.

L’'ingénierie tissulaire est définie comme «l'ensemble des techniques et méthodes
s'inspirant des principes de I'ingénierie et des sciences de la vie, utilisées pour développer
des substituts biologiques pouvant restaurer, maintenir ou améliorer les fonctions des
tissus »°!. Plus récemment, outre la régénération de tissus humains fonctionnels et la
création d’organes artificiels, ce concept a été étendu a la création de modeles
physiologiques ou physiopathologiques, en deux ou trois dimensions, pour la recherche

fondamentale ou appliquée®2-54,

Le principe de I'ingénierie tissulaire « traditionnelle » repose sur les étapes suivantes : le
prélévement des cellules chez le patient, la mise en culture des cellules afin de permettre
leur prolifération et/ou leur différenciation en culture in vitro, leur ensemencement sur un
échafaudage (scaffold), avec éventuellement ajout de facteurs de croissance et/ou mise en
bioréacteur, suivi d'une phase de maturation et dimplantation chez le patient (Figure 8).
On parle ici d’ingénierie tissulaire « basée sur le scaffold », puisque ce dernier détient une

place centrale dans le processus d’élaboration du substitut tissulaire?®.
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FIGURE 8 : PRINCIPE GENERAL DE L'INGENIERIE TISSULAIRE
Inspiré de van Blitterswijk et al. %6

L’ingénierie tissulaire osseuse a connu un essor considérable durant ces trente derniéeres
années, avec une augmentation exponentielle du nombre d’études et de revues publiées
sur la base de données PubMed depuis le milieu des années 1980°7. Le but de I'ingénierie
tissulaire osseuse est d'induire la régénération d'un os fonctionnel via la combinaison de
biomatériaux, cellules, facteurs de croissance, palliant ainsi les problématiques liées aux
thérapeutiques actuelles décrites dans le chapitre précédent. La vascularisation constitue
également un élément crucial au centre des recherches réalisées pour l'optimisation des
substituts d'ingénierie tissulaire osseuse. L'un des atouts majeurs de cette approche est
que le processus de réparation peut se faire grace aux propres cellules du patient,

améliorant ainsi I'intégration du greffon258,
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2.2. Composante cellulaire

En ingénierie tissulaire, les cellules tiennent une place majeure puisqu’elles sont
responsables de la synthese et de la stabilisation a long terme de la MEC, essentielle pour

la génération d'un nouveau tissu®.

L’un des défis majeurs est d'identifier les sources cellulaires pouvant étre implantées dans
les défauts osseux, se différencier en ostéoblastes et participer a la formation d'une néo-
vascularisation®. La source cellulaire idéale pour I'ingénierie tissulaire doit répondre aux
impératifs suivants: acces facile, quantité disponible suffisante, procédure de
prélévement non- ou minimalement-invasive, faible morbidité au niveau du site donneur,
capacité a fournir un nombre de cellules suffisamment important apres amplification,
processus de différenciation controlé et reproductible, transplantation réalisable de
maniere sécurisée et efficace (absence dimmunogénicité, tumorogénicité et transmission
de maladies), et production dans le respect des reglementations de bonnes pratiques de

laboratoire®!.

A ce jour, il n’existe aucun consensus sur le type cellulaire idéal pour la régénération
osseuse, mais il est admis que 'approche basée sur les cellules est efficace. En ingénierie
tissulaire osseuse, trois grands types de cellules sont utilisées: les cellules souches

embryonnaires, les cellules génétiquement modifiées, les cellules souches adultes.

2.2.1. Cellules a potentiel ostéogénique

2.2.1.1.  Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires (ESCs) sont présentes dans I’embryon peu de temps
apres la fécondation jusqu’au stade de blastocyste ou elles constituent la masse cellulaire
interne. L’avantage des ESCs est leur pluripotence et leur importante capacité de
prolifération®2. Ces cellules peuvent en effet se différencier en de multiples lignées
présentes dans l'os adulte : cellules ostéogéniques, cellules vasculaires, ostéoclastes et

cellules nerveuses®3.
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De nombreuses études ont démontré la possibilité d'utiliser les ESCs en ingénierie
tissulaire osseuse en les combinant avec différentes matrices tridimensionnelles, et ont

mis en évidence le potentiel ostéogénique de ces cellulesb4,

Malgré leur intérét, il n’a pas encore été démontré 'absence de tumorogénicité des ESCs.
La culture prolongée d’ESCs indifférenciées pourrait entrainer la formation de tératomes
in vivo%s. De plus, I'incompatibilité immunologique entre les ESCs du donneur et les
cellules de I'hote doit étre résolue®”. Enfin, les lois éthiques francaises restreignent

considérablement leur utilisation en clinique.

2.2.1.2.  Cellules souches génétiquement modifiées

Les cellules souches pluripotentes induites (IPSCs) sont artificiellement dérivées de
cellules somatiques via I'induction de I'expression « forcée » d'un cocktail de genes de
pluripotence, préalablement identifiés dans les cellules souches embryonnaires murines.
Ces cellules ont été produites pour la premiere fois a partir de fibroblastes de peau de
souris par transmission rétrovirale de quatre facteurs de transcription (Oct4, Sox2, Klf4

et Myc) en 200667,

Les études ont montré que les iPSC humaines possédaient des propriétés similaires a
celles des ESC humaines, pas seulement au niveau de leur morphologie, expression
génique, antigeénes de surface mais aussi au niveau de leur potentiel de différenciation in

vitro et pluripotence.

Il n’est cependant pas exclu que ces cellules induisent la formation de tumeurs dues aux
oncogenes intégrés et aussi liée a un résidu de cellules pluripotentes, tumorigénes, qui
échapperaient a la différenciation. De plus, des stratégies non intégratives sont
actuellement de plus en plus utilisées afin de sécuriser leur utilisation en ingénierie

tissulaire osseuse?’.
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2.2.1.3. Cellules souches adultes

Les cellules souches adultes restent actuellement les cellules les plus utilisées dans le
domaine de lingénierie tissulaire osseuse. Elles peuvent étre réparties en quatre
catégories : les cellules souches mésenchymateuses, les cellules souches dérivées du tissu
adipeux, les cellules souches dérivées du sang, les cellules souches dérivées du tissu

dentaire.
Afin de rester ciblé spécifiquement sur les expérimentations réalisées dans le cadre de
cette these, seules seront développées les cellules souches mésenchymateuses et les

cellules souches dérivées du tissu dentaire pour la composante cellulaire ostéogénique.

e Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) sont connues pour leur capacité a se
différencier en cellules osseuses, a former de la matrice minéralisée, et leur fort pouvoir
prolifératif. Elles ont été caractérisées au travers de 'expression de plusieurs marqueurs
de différenciation (par exemple, négatives pour CD34, CD45, CD14, CD11a, CD19 et HLA-
DR ; positives pour STRO-1, CD29, CD73, CD90, CD105, CD106, CD166, CD146 et
CD44)%8. Elles ont été isolées a partir de diverses sources tissulaires adultes comme le
cordon ombilical, le placenta, la peau, les reins et le foie, ... la moelle osseuse étant la
source la plus étudiée®®70, Une fois le prélevement effectué, la récupération des MSCs est
basée sur la capacité des cellules a adhérer au plastique des boites de culture?. En plus
des sources tissulaires adultes, les MSCs ont été également dérivées des ESCs, de méme
que des 1IPSCs. Ces MSCs dérivées d’ESCs et iPSCs possédent les mémes caractéristiques
de multipotence in vitro et in vivo que les MSCs dérivées des sources adultes. Cependant,
contrairement a ces derniéres, elles peuvent étre amplifiées avec un taux moindre de

sénescence’..

L/utilisation de MSCs incluses au sein de biomatériaux en ingénierie tissulaire osseuse
est trés répandue pour accélérer la formation osseuse et l'ostéointégration durant les
processus de réparation et de régénération osseuses. Dans le cas de fractures osseuses,
elle a montré des résultats prometteurs au sein de divers modeles précliniques chez
Panimal?73, ainsi que des résultats cliniques pour le traitement de diverses maladies

orthopédiques™ (Figure 9).
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FIGURE 9 : UTILISATION DE CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES POUR LA
REGENERATION OSSEUSE IN VIVO

D’apres Bruder et al. ™

(a) Réalisation d’un défaut segmentaire, (b) Radiographie post-opératoire immédiate, (c)
Radiographie a 12 semaines post-opératoire aprés implantation d’HA/B-TCP associé & des
MSCs, (d) Radiographie a 12 semaines post-opératoire aprés implantation d’HA/f-TCP seul

La régénération est permise a la fois par les MSCs, du fait de leur différenciation
ostéogénique et la formation de matrice minéralisée, et par l'augmentation de
l'ostéoinductivité du biomatériau via le relargage de facteurs de croissance ostéogéniques
et la stimulation de la migration et différenciation des ostéoprogéniteurs de I’héte. De plus,
il a été prouvé que les MSCs pré-différenciées dans la lignée ostéogénique avant
I'implantation accéléraient davantage la réparation des défauts et 1'ostéointégration des
constructions in vivo en délivrant une population ostéogénique plus mature capable de
formation osseuse immédiate. Des essais précliniques portant sur des constructions a base
de MSCs ont prouvé leur efficacité pour accélérer la réparation osseuse dans divers
scénarios, notamment les défauts fémoraux de taille critique, les déformations cranio-
maxillo-faciales et les fusions de la colonne vertébrale?. Actuellement, les MSCs dérivées
de la moelle osseuse sont considérées comme I'une des sources cellulaires les plus efficaces
pour la régénération osseuse, et ont montré qu’elles suivaient une voie de différenciation

ostéogénique bien définie’®77.

Néanmoins, plusieurs limites a l'utilisation des MSCs en clinique ont été mises en
évidence, comme la nécessité d'une double intervention (prélévement des cellules puis ré-

implantation), la diminution des capacités de prolifération et de différenciation en fonction
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de l'age et de l'état de santé du patient, la quantité limitée de cellules dans les
prélevements effectués, et enfin le temps de prolifération cellulaire qui reste trop

important pour pouvoir envisager une translation clinique®’.

En paralléle, les cellules souches dérivées du tissu dentaire ont elles aussi montré leur

intérét en ingénierie tissulaire osseuse.

o Les cellules souches dérivées du tissu dentaire

L’avantage des cellules souches dérivées des tissus dentaires est qu’elles sont facilement
accessibles et présentent d'importantes capacités de prolifération et de différenciation.
Elles peuvent étre isolées de différents tissus buccaux tels que 1'os alvéolaire, la pulpe
dentaire, le ligament, le follicule dentaire, le germe dentaire, la papille apicale, la gencive

et le périoste’ (Figure 10).

PDLSCs SHED DPSCs

ABMSCs

FIGURE 10 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES DIFFERENTES SOURCES DE
CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES DERIVEES DES TISSUS DENTAIRES

D’apres Chalisserry et al. ™

Parmi elles, les cellules souches issues de la papille apicale (SCAPs) sont isolées
préférentiellement a partir des germes de dents de sagesse et présentent des marqueurs
de surface précoces mésenchymateux, en particulier CD24, qui pourrait constituer un

marqueur unique pour cette population8%31, Ces cellules ont démontré leur capacité a subir
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une différenciation ostéogénique, adipogénique, chondrogénique et neurogénique

lorsqu’elles sont cultivées dans un milieu inducteur adapté’ 82 (Figure 11).

OSTEOINDUCTEUR
D’apres Devillard et al. 8

Caractérisation des SCAPs en culture : (b) Observation de la morphologie des SCAPs en
microscopie G contraste de phase aprés 10 passages ; (c-e) Différenciation ostéoblastique des
SCAPs dans un milieu ostéoinducteur aprés 21 jours, (c) Phosphatase alcaline, (d) Rouge
alizarin, (e) Von Kossa

L'induction ostéo/odontogénique de SCAPs amplifiées ex vivo sur des échafaudages en HA
ou HA/TCP apres greffe chez des souris immunodéprimées a révélé la présence d’'un tissu
minéralisé assimilable a la formation de dentine®"8. Apres 42 jours de culture dans un
milieu ostéoinducteur, les SCAPs humaines ont montré une différenciation ostéogénique
traduite par la formation de nodules minéralisés et l'expression de marqueurs
ostéogéniques®*. Certaines études ont évalué l'effet de ’ajout de facteurs de croissance sur
la formation osseuse par les SCAPs. Il a notamment été démontré un effet de 'IGF-1 sur
Iamélioration de la différenciation ostéogénique de ces cellules®. D’autres études ont
cherché a améliorer 'ostéogeneése par transfection génique. La co-transfection a médiation
lentivirale de BMP2 et du gene VEGF dans les SCAPs s'est avérée favoriser leur
différenciation ostéogénique. Il a aussi été démontré que la transfection par BMP9 de

SCAPs immortalisées induisait une différenciation ostéo/odontogéniquesé87.

Ces cellules semblent ainsi constituer une population pertinente pour une utilisation en

ingénierie tissulaire osseuse.

Comme vu dans la sous-partie 1.1.6 « Role de la vascularisation dans I’homéostasie et la
réparation osseuse », la formation d’'un tissu osseux fonctionnel est permise par un travail
synergique des cellules ostéoblastiques et endothéliales. Outre la composante cellulaire

ostéogénique, le processus de régénération osseuse repose donc sur la mise en place d’'une
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pré-vascularisation pouvant étre permise par l'inclusion de cellules a potentiel

vasculogénique.

2.2.2. Cellules a potentiel vasculogénique

Différents types de cellules endothéliales ont été utilisés afin d’assurer la formation d’'un

réseau micro-vasculaire fonctionnel au sein des substituts d'ingénierie tissulaire.

Les cellules endothéliales, constitutives de 'endothélium, tapissent la paroi interne des
vaisseaux (Figure 12). Elles présentent des marqueurs, dont certains sont ubiquitaires et
exprimés a la fois par les cellules endothéliales et d’autres types cellulaires, et d’autres

marqueurs qui ne sont pas exprimés dans tous les types de vaisseaux et tissus (Figure 13).

Adventice

@== Endothelial cell

<a@@» \Vascular smooth
muscle cell

= Blood flow

FIGURE 12 : STRUCTURE HISTOLOGIQUE D'UN VAISSEAU
Adapté de Patel et Honoré
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MARKERS
Factor VIII-related antigen
CD31/PECAM-1

Angiotensin-converting enzyme

Type I scavenger receptor
(acetylated-LDL uptake)

Ulex europaeus 1 agglutinin
binding/O(H) blood-type antigen

Weibel-Palade bodies
Vascular endothelial cadherin
CD34

CD102/ICAM-2

CD51/61 (vitronectin receptor)

CD105/endoglin

CD36

CD73/VAP-2
S-ENDO 1/MUC18

Thrombomodulin

AAMP

CELL TYPE

ECs (irregularly expressed by capillaries and tumor vessels),
platelets, megakaryocytes

ECs, platelets, megakaryocytes, B and T lymphocyte subsets,
monocytes, neutrophils

ECs, epithelial cells, monocyte-macrophages, T lymphocytes

ECs, macrophages, SMCs, pericytes, fibroblasts

ECs, erythrocytes

ECs

ECs, trophoblasts, PLN sinus macrophages

ECs, hemopoietic precursors

ECs, lymphocytes, monocytes, platelets

ECs (overexpressed in tumor ECs), platelets, megakaryocytes,
osteoclasts, mast cells, B lymphocytes

ECs (overexpressed in tumor ECs), monocyte-macrophages, B
lymphocytes, syncytiotrophoblasts

Microvascular ECs, monocyte-macrophages, erythroid cells,
platelets, megakaryocytes

ECs, T and B lymphocytes, tonsillar epithelium

ECs, SMCs, dendritic cells, leukocytes, melanoma cells,
carcinoma cells

ECs, SMCs

ECs, cytotrophoblasts, mononuclear inflammatory cells,

melanoma cells, adenocarcinoma cells

FIGURE 13 : MARQUEURS CONSTITUTIFS DES CELLULES ENDOTHELIALES HUMAINES

D’apres Garlanda et Dejana &

Deux types de cellules endothéliales sont principalement utilisées en ingénierie tissulaire

vasculaire au sein de notre Unité Mixte de Recherche : les cellules endothéliales de la

veine ombilicale humaine (HUVECs) et les cellules endothéliales progénitrices (EPCs).

e Les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine

Les HUVECs ont été isolées par Jaffe en 1973 a partir de cordons ombilicaux?. [.’avantage

de ces cellules endothéliales matures est qu'elles sont facilement extraites et ont

d’importantes capacités prolifératives.
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Elles sont fréquemment utilisées dans les études de 'angiogenése in vitro, car elles ont la
capacité de former des structures « capillaires-like» et elles peuvent se connecter

facilement a la vascularisation hote91.92,

De nombreuses études ont montré le role des cocultures HUVECs/ostéoprogéniteurs
dans les processus d’angiogenése et de différenciation ostéoblastique, montrant leur
intérét potentiel pour les stratégies d'ingénierie de tissu osseux vascularisé. Certaines de
ces études sont abordées plus en détails dans la partie 2.5 «Les stratégies de

vascularisation des substituts d'ingénierie tissulaire osseuse ».

o Les cellules endothéliales progénitrices

Les EPCs ont été isolées par Asahara et al. en 1997%. Les deux sources ’EPCs les plus
fréquemment explorées sont le sang périphérique et le sang de cordon ombilical. Le sang
de cordon permettrait d’obtenir des quantités plus importantes d’EPCs que le sang

périphérique adulte®.

I1 a été montré que ces cellules augmentaient la vascularisation dans des maladies telles
que l'ischémie des membres inférieurs®?, l'infarctus du myocarde® et amélioraient la

néovascularisation dans le cas de fractures osseuses?7.9,

En ingénierie tissulaire osseuse, de nombreuses études ont montré la contribution des
EPCs lors des processus de régénération. Liu et al. ont démontré que les EPCs sécrétaient
des facteurs ostéogéniques tels que la BMP-1, 2, 3, 6, 7 et 9 et TGF-B et pouvaient ainsi
améliorer la différenciation ostéogénique des MSCs en coculture®. Dans le cas de modeles
de fractures chez 'animal, plusieurs équipes ont également montré qu’il existait une
mobilisation des EPCs de la moelle osseuse au niveau du site de fracture a l'origine d'une

néo-vascularisation et réparation osseuse!00:101,
Bien que la composante cellulaire ait un réle primordial en ingénierie tissulaire, il est

également indispensable de disposer d’un scaffold approprié dont les propriétés reposent

sur des critéres bien établis.

42



2.3. « Scaffold »

Le choix d’'un biomatériau adapté est essentiel en ingénierie tissulaire. Cette composante

matricielle devra répondre a un cahier des charges spécifique :

= é&tre biocompatible, c’est-a-dire ne pas provoquer de cytotoxicité systémique et locale,
ni s’accompagner de réaction inflammatoire chronique

= permettre 'adhésion et la prolifération cellulaires

= favoriser la différenciation cellulaire et la synthése d'une matrice extracellulaire
osseuse minéralisée

=  é&tre poreuse pour faciliter la colonisation cellulaire et la mise en place dune
vascularisation

= avoir une structure tridimensionnelle spécifique

= étre fabriquée de maniére maitrisée et reproductible

= disposer de propriétés mécaniques, biologiques et physicochimiques (en particulier,

résorbabilité) appropriées.

En ingénierie tissulaire osseuse, les matériaux les plus utilisés sont?6 :

= Jes céramiques: ex. phosphate tricalcique, hydroxyapatite, céramiques
phosphocalciques

= les polymeéres naturels : ex. collagéne, alginate, chitosane

= les polymeres synthétiques : ex. acide polyglycolique (PGA), acide polylactique (PLLA),
polycaprolactone (PCL), polyéthyléne glycol (PEG)

= les polymeéres composites ou «copolymeéres»: ex. acide poly(lactique-co-
glycolique)(PLGA), copolymére PECE (PEG-PCL-PEG) associé a nHA et collagene

= Les métaux : ex. titane, tantale

Dans cette partie, seul un développement au sujet des polymeéres naturels, et en particulier

le collagene, sera effectué du fait de l'orientation de nos expérimentations autour de ce

biomatériau.

Les polymeéres naturels présentent 'avantage d’étre biocompatibles et biodégradables.
Leur porosité et résistance mécanique peuvent étre modulées en faisant varier les
concentrations des polymeéres, les conditions de polymérisation ou en introduisant
différents groupes fonctionnels'®2, La bioactivité peut étre aussi modulée en ajoutant des

produits chimiques, protéines, peptides et cellulesl®s. Les polymeéres naturels les plus
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utilisés et étudiés en ingénierie tissulaire osseuse sont la gélatine/collagéne, le chitosan04-

106 1a fibrinoine de soie!0%.108 T'alginate!?9110 I’acide hyaluronique!!! et les peptides!!2113,

Le collagéne reste un hydrogel de choix pour I'ingénierie tissulaire osseuse, et notamment
pour la création de matrices tridimensionnelles'4. Le collagéene est la principale protéine
composant la matrice organique du tissu osseux. Il s’agit d'une protéine fibrillaire dont la
structure de base est composée de trois chaines polypeptidiques enroulées en hélice
d’environ 300 nm de long et 1,5 nm de diameétre, tenues entre elles par des liaisons

hydrogene (Figure 14).

a d
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FIGURE 14 : VUE D'ENSEMBLE DE LA STRUCTURE EN TRIPLE HELICE DU COLLAGENE
D’aprés Shoulders et Raines 115

Le collagéne est synthétisé essentiellement par les cellules se trouvant noyées dans la
MEC telles que les fibroblastes, les ostéoblastes ou les chondrocytes. Il possede
d’excellentes propriétés biologiques et a été largement utilisé dans le domaine biomédical,
comme agents hémostatiques, systéemes a libération contrélée de médicaments ou encore
pour le soin de lésions de type brialures!ié. Il est parfaitement biocompatible et
biodégradable via sa métabolisation par des métalloprotéases, collagénases et sérines
protéases. De plus, le collagéne posseéde de trés faibles propriétés antigéniques et

immunogéniques!!’, et est disponible facilement!18,

En tant que composant naturel de la matrice extracellulaire, il stimule la prolifération et
la différenciation cellulaire, par interaction entre le site RGD de la protéine et les
intégrines des membranes cellulaires!'!®-121, Cependant, 'un de ses inconvénients majeurs

reste ses faibles propriétés mécaniques'??, qui entrainent des phénomeénes de compaction
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lorsqu’il est utilisé comme support pour la prolifération cellulaire. C’est pourquoi certaines

études utilisent une matrice collagénique modifiée afin d’améliorer ses propriétés!23124,

Associés aux cellules et au scaffold, les facteurs de croissance sont couramment utilisés en

ingénierie tissulaire afin favoriser la régénération.

2.4. Facteurs de croissance

Un des buts de I'ingénierie tissulaire osseuse est de promouvoir la cicatrisation en recréant
le microenvironnement du tissu osseux. Un élément essentiel de ce microenvironnement
sont les facteurs de stimulation qui promeuvent la capacité d’ostéoinduction du substitut

osseux et qui incluent les stimuli biochimiques, mécaniques et électromagnétiques?®.

Dans le cadre de ce travail, nous développerons uniquement les molécules de signalisation,

et plus particulierement les facteurs de croissance.

L’ostéogenése est dirigée par l'expression coordonnée de plusieurs types de molécules,
incluant facteurs de croissance et facteurs de transcription, qui induisent des stimuli
cellulaires guidant le recrutement et la différenciation cellulaires. Une des stratégies de
I'ingénierie tissulaire est d'intégrer ces facteurs de croissance au sein des matrices pour

permettre leur relargage durant le processus de cicatrisation.

Les facteurs de croissance sont des molécules protéiques sécrétées par les cellules qui
engendrent une cascade de signalisation au travers de la liaison aux récepteurs de surface
des cellules. Cette liaison induit un signal de transduction au niveau du noyau ou les
facteurs de transcription sont activés, affectant ’expression des génes qui influencent les
fonctions critiques telles que la prolifération, la différenciation, la mobilité, le
métabolisme, la synthese matricielle ou encore le maintien de I'intégrité cellulaire. Ces
molécules ont un effet autocrine (effet sur la cellule sécrétrice), paracrine (effet dans le

voisinage de la cellule sécrétrice) ou endocrine (sécrétion dans le systéme sanguin).
Les molécules de signalisation majoritairement retrouvées dans la formation et la

réparation osseuses sont le TGF-B125, BMP (2, 4 et 7)126, FGF (2, 9 et 18)'%7, IGF-1128

PDGF129 ainsi que Wnt!30:131 ¢t Shh!32, Chacune d’elles exerce des roles spécifiques tels que
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le recrutement, la prolifération des cellules ostéoprogénitrices et la différenciation
ostéoblastique a des stades précoces, ou a I'inverse une inhibition de la différenciation et

de la minéralisation a des stades plus tardifs.

La concentration locale en signaux chimiques, influencant le comportement des cellules
osseuses, augmente de maniére conséquente dans le cas d’'une 1ésion. Les 1ésions du tissu
osseux initient une cascade d’événements conduisant a la migration des neutrophiles,
macrophages et fibroblastes, qui expriment et sécrétent alors une variété de cytokines et
facteurs de transcription qui dirigent la migration des MSCs, 'adsorption de protéines,

Iadhésion cellulaire, la néovascularisation, la fibrose et le remodelage/cicatrisation?®.

Le VEGF joue aussi un role critique durant la formation osseuse via 'angiogenese qu’il
induit. Plusieurs études ont montré le role essentiel joué par le VEGF endogéne pour la
formation d'os endochondral!?3-135, Par ailleurs, 1'inhibition du VEGF au cours de
l'ossification endochondrale et intramembraneuse a montré entrainer une diminution de
I'angiogenése, une réduction de la minéralisation du cal et de la formation d'os au niveau
de fractures fémorales et de défauts osseux du tibia chez la souris. Inversement, un apport
exogene de VEGF semble accélérer la formation d'un pont osseux sur des défauts de taille
critique du radius chez le lapin, plagant le VEGF comme un facteur angiogénique
favorisant la cicatrisation osseuse!s®.

La combinaison du VEGF avec d’autres facteurs de croissance, tels que PDGF ou BMP-2,
pourrait améliorer la vascularisation des constructions tissulaires osseuses!s36-138,
Cependant, les types de facteurs de croissance a combiner, le dosage et la méthode de
délivrance doivent étre strictement controlés afin de promouvoir la formation osseuse. Le
nombre d’études visant a évaluer les parameétres optimaux reste encore actuellement

limité.
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2.5. Pré-vascularisation des produits d’ingénierie tissulaire osseuse

L’une des principales limitations des stratégies d'ingénierie tissulaire osseuse est le
manque de vascularisation des constructions obtenues, a 'origine d’'une faible survie de

I'implant et d'une mauvaise intégration.

Les tissus reposent sur la présence de vaisseaux sanguins situés a environ 100-200 um
afin d’assurer un apport suffisant en nutriments et oxygene!?® (Figure 15). Dans le passé,
lors du remplacement de tissus de grand volume, la pénétration lente par la
vascularisation de I'hote conduisait a la nécrose dans la zone centrale des tissus
d’ingénierie tissulaire en raison d'un échange inadéquat de nutriments et d’oxygene. C’est
pourquoi les nouvelles stratégies cherchent a induire et/ou incorporer des réseaux
vasculaires au sein des constructions d’ingénierie tissulaire avant implantation afin

d’améliorer le succes d'intégration dans le tissu hote.

O,
nutriments

FIGURE 15 : ILLUSTRATION DU CONCEPT DE DISTANCE CRITIQUE DE LA
VASCULARISATION AU SEIN DES SUBSTITUTS D'INGENIERIE TISSULAIRE

Courtoisie A. Naveau

Une connaissance des mécanismes de morphogenése du réseau vasculaire in vivo est
nécessaire a la mise en place des stratégies de pré-vascularisation des substituts

d’ingénierie tissulaire.
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2.5.1. Mécanismes physiologiques de la néovascularisation

La néovascularisation joue un role majeur a la fois pour la formation et la réparation
tissulaires. Elle implique deux processus morphogénétiques distincts : la vasculogenése et
Pangiogenése. Plusieurs parametres physiques, chimiques et biologiques rentrent en jeu,
comme les facteurs de croissance, les molécules d’adhésion ou encore la composition de la

MEC™0 (Figure 16).

A Vasculogenesis P =
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FIGURE 16 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA VASCULOGENESE ET DE
L'ANGIOGENESE

D’apres Park et Gerecht 140

e La vasculogenése

La vasculogenése correspond a la formation de vaisseaux de novo!'*l. Elle a lieu
essentiellement au cours du développement embryonnaire mais est également impliquée
dans la néovascularisation chez l'adulte, dans des contextes ischémiques, tumoraux ou
inflammatoires'42143, Les EPCs de la moelle osseuse et du sang ont été présentés comme

des acteurs majeurs de cette vasculogeneése pré- et post-natalel4?,

Ce processus de vasculogenéese se déroule en trois étapes : 1/ la différenciation in situ de

précurseurs mésenchymateux (angioblastes), dérivés des hémangioblastes, en cellules

48



endothéliales ; i1/ 'assemblage des cellules endothéliales formant un réseau vasculaire
primitif ; 111/ I'induction de la transition de la vasculogenése vers I'angiogenése!4®, Les
facteurs de croissance FGF-2, BMP-4 et VEGF-A et TGF-f sont impliqués de maniére
centrale dans le processus de vasculogenéese!#6, Il est également connu que la MEC et les

intégrines y jouent un role essentiel7.

o L’angiogenése

L’angiogenése correspond a la formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux pré-
existants, et permet 'expansion du réseau vasculaire. Il s’agit d'un processus que I'on peut
retrouver tout au long de la vie. On distingue l'angiogenése par bourgeonnement
(« sprouting ») de l'angiogenése par intussusception, durant laquelle les cellules
endothéliales s’'organisent au centre de la lumiere capillaire et génerent une scission

longitudinale du vaisseau!*® (Figure 17).

Tip cell

Basement
membrane ), Pencyte
|’

a. Intussusception b. Spouting angiogenesis

FIGURE 17 : ILLUSTRATION DE L'ANGIOGENESE PAR INTUSSUSCEPTION VERSUS
ANGIOGENESE PAR BOURGEONNEMENT

D’apres Carmeliet et Jain 148

L’angiogenése par bourgeonnement se déroule en plusieurs étapes bien décrites dans la
littérature!40:148 (Figure 18). Dans un premier temps, le vaisseau quiescent recoit un signal
angiogénique tel que VEGF, FGF, angiopoiétine 2 en lien avec des conditions hypoxiques,
inflammatoires ou tumorales. Les péricytes se détachent alors de la paroi vasculaire et
s'extraient de la membrane basale via une dégradation protéolytique, médiée par les
MMP. Les jonctions entre cellules endothéliales se rompent, le VEGF augmente la
perméabilité de la couche endothéliale entrainant une extravasation des protéines
plasmatiques et I'apposition d'une MEC provisoire. Les protéases libérent des molécules
angiogéniques stockées dans la MEC comme le VEGF et FGF et entrainent un remodelage

matriciel. Certaines cellules endothéliales vont acquérir un phénotype de « tip cells » et

49



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE — INGENIERIE TISSULAIRE OSSEUSE

vont alors initier le phénomeéne d’extension du réseau (implication de la voie de

signalisation NOTCH et VEGF)'% (Figure 18a).
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FIGURE 18 : MOLECULES IMPLIQUEES DANS LES DIFFERENTES ETAPES DE
L'ANGIOGENESE PAR BOURGEONNEMENT

D’apres Carmeliet et Jain 148
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Les cellules voisines des « tip cells », appelées « stalk cells» vont proliférer, s’allonger
(implication de NOTCH, WNT, placental growth factor, FGF) et former une lumiere (VE-
cadherine, CD34, sialomucines, VEGF, hedgehog)!*! (Figure 18b).

L’étape finale implique le recrutement de cellules périvasculaires (péricytes ou cellules
musculaires lisses) dans le tissu conjonctif environnant, qui vont permettre la stabilisation
et la maturation du vaisseau. Ce recrutement est médié par la sécrétion de PDGF- par
les cellules endothéliales voisines, ainsi que l'angiopoiétine-1 et le TGF-p150.151 Des
inhibiteurs de protéases, connus sous le nom dinhibiteurs tissulaires des
métalloprotéinases (TIMPs), et l'inhibiteur de l'activateur du plasminogeéne-1 (PAI-1)
entrainent le dép6t de la membrane basale, suivi du ré-établissement des jonctions

cellulaires afin d’assurer le flux sanguin (Figure 18c).

Les mécanismes de vasculogenése et d’angiogenése constituent ainsi des processus bien
orchestrés, ou les interactions cellulaires au sein du microenvironnement (cellules-
cellules, cellules-MEC, facteurs de croissance) jouent un réle majeur. 'ensemble de ces
Interactions régule le développement vasculaire in vivo et doit étre pris en compte dans

les approches d'ingénierie vasculaire et de régénération.

2.5.2. Stratégies de pré-vascularisation utilisées en ingénierie tissulaire osseuse

Les précédentes tentatives pour générer des substituts osseux vascularisés par ingénierie
tissulaire se sont d’abord focalisées sur l'effet d'un seul composant parmi les trois
composants utilisés en ingénierie tissulaire (matrice, cellules ou molécules de
signalisation), et n‘ont permis d’aboutir qu’a un succes limité!®2. Afin d’optimiser ces
substituts, les approches d’ingénierie tissulaire sont devenues plus complexes en
combinant de multiples stratégies : la délivrance de facteurs de croissance, I'utilisation de
systéemes de coculture, lapplication d'une stimulation mécanique, l'utilisation de
biomatériaux avec des propriétés adaptées et 'apport de techniques de microfabrication

(Figure 19).
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FIGURE 19 : LES DIFFERENTES STRATEGIES POUR AMELIORER LA VASCULARISATION
EN INGENIERIE TISSULAIRE

D’apres Nguyen et al. 152

e Les facteurs de croissance

Comme vu précédemment, les facteurs de croissance jouent un role important durant la
réparation osseuse, puisqu’ils ont une action sur la prolifération, la migration et la
différenciation cellulaire!53. Plusieurs facteurs de croissance ont montré leur implication
dans la formation osseuse, tels que la BMP-2, TGF-beta, FGF, PDGF, IGF, endothéline-1
et VEGF1%4,

Certains auteurs ont notamment montré que BMP, PDGF, FGF, et VEGF avaient la
capacité d’augmenter la migration des cellules ostéoprogénitrices, tandis que TGF-beta,
IGFs et BMPs modulaient la prolifération et la différenciation!®. VEGF et FGF seraient
également impliqués dans linitiation de la vascularisation durant la cicatrisation
osseuse!®. Il existe une synergie d’action entre ostéoblastes et cellules endothéliales :

d’une part les ostéoblastes relarguent du VEGF, ce qui promeut 'angiogenése?’. En retour,
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les cellules endothéliales secretent de la BMP qui a pour effet d'induire une différenciation

ostéoblastique des précurseurs de cellules osseuses!?S.

Les approches d’'ingénierie tissulaire osseuse ont ainsi exploité ce concept en délivrant des
facteurs de croissance in vitro et in vivo. Les principales difficultés sont liées a un manque
de controle spatial et temporel de la diffusion des facteurs de croissance entrainant des
résultats aléatoires. La délivrance simultanée ou séquentielle de plusieurs facteurs de
croissance impliqués dans la régénération osseuse serait a privilégier plutot que 1'usage

d’'un seul facteur de croissancels2,

Le facteur de croissance angiogénique VEGF a fait 1'objet de nombreuses études visant a
améliorer I'angiogenese. Il a été démontré que la délivrance de VEGF par des matrices ou
par transfert de géne augmentait la vascularisation locale et améliorait la réparation des
fractures, alors que 'inhibition du VEGF altérait la régénération osseusel®’. S'il est clair
que le VEGF peut augmenter 1'angiogenése, qui est nécessaire pour la régénération
osseuse, il peut également avoir un effet direct sur l'ostéogenése en recrutant et en

stimulant l'activité ostéoblastique et ostéoclastique!®s.

Un dosage maitrisé des facteurs angiogéniques est essentiel pour assurer le succes de la
régénération tissulaire. Alors qu'une libération prolongée de VEGF a des niveaux
relativement bas par un scaffold en alginate peut favoriser la néovascularisation
fonctionnelle'®®, des niveaux élevés constants de VEGF peuvent induire des vaisseaux
présentant des fuites avec une évolution limitée en réseaux matures!®. L'utilisation de
cellules implantées, pour agir en tant que source de ces facteurs de croissance, peut
constituer une stratégie alternative aux facteurs de croissance seuls en raison de la
capacité des cellules a participer efficacement aux mécanismes de controle de rétroaction

régulés.

o Les systémes de coculture

Il est reconnu au niveau de la littérature que l'ostéogenése et l'angiogenése sont
étroitement connectées durant le processus de formation osseuse in vivo. La formation
osseuse nécessite un processus d’angiogenése faisant intervenir une coopération entre
cellules ostéoblastiques et cellules endothéliales?é,

Wang et al. ont illustré I'importance de cette relation entre ostéoblastes et cellules

endothéliales en cocultivant des ostéoblastes humains (HOBs) avec des HUVECs!%2, La
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coculture HOBs/HUVECs résultait en une augmentation de ’'activité phosphatase alcaline
(PAL) et du nombre de cellules. Du fait de son role crucial durant les phénomenes de
formation, remodelage et réparation, la coculture de cellules endothéliales et ostéoblastes

est présentée comme une alternative prometteuse en ingénierie tissulaire osseuse!¢s.

Au sein de notre Unité de Recherche, différents travaux ont montré que la coculture
directe entre des cellules endothéliales de type HUVECs et les SCAPs entrainait une
régulation du phénotype ostéoblastique avec une augmentation des marqueurs
ostéoblastiques : activité PAL et production de collagene de type 164165 De plus, les
HUVECs et les SCAPs en coculture sont capables d’établir des jonctions communicantes
entre elles et ceci principalement grace aux connexines 43, de la méme maniéere qu’avec

les HBMSC?¢ (Figure 20).

FIGURE 20 : EXPRESSION DE LA CONNEXINE 43 AU SEIN D'UNE COCULTURE
HUVEC/HBMSC

D’apres Villars et al. 36

Les fleches blanches désignent le marquage Cx43 entre cellules voisines ; B, Bone Cell ; E,
Endothelial Cell

Des expérimentations in vitro menées par Liu et al. ont montré que des cellules
endothéliales en coculture avec des ostéoblastes étaient capables de former, dans des
matrices tridimensionnelles, des structures de type « capillaire-like »%. D’autres études
ont démontré que les réseaux vasculaires in vivo produits par une population en
monoculture sont immatures et moins stables que ceux formés par des systémes de
coculture!®®, Un des avantages de la coculture est que les deux types cellulaires sont
capables de recréer I'environnement physique, chimique et biologique favorable a la
formation des structures mimant des capillaires, sans nécessairement ajouter de facteurs

angiogenes exogeneslé7,
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Cette coopération entre cellules endothéliales et ostéogéniques au service de la
vascularisation de constructions d’ingénierie tissulaire osseuse a été montrée par des
études in vivo précliniques!®®, De la méme maniere, des études menées au laboratoire ont
suggéré que la coculture de cellules endothéliales et ostéoblastiques pouvait favoriser la

prévascularisation du substitut et son ostéointégration?>.

Plusieurs questions relatives a la prévascularisation demeurent cependant non résolues.
Par exemple, il n’a pas été établi 5’1l était préférable de maintenir la prévascularisation in
vitro sur des temps longs afin de permettre I'implantation d'un réseau vasculaire déja
formé, ou dimplanter la construction peu apres l'ensemencement des cellules pour
permettre a 'environnement in vivo d’aider a établir un systéme vasculaire fonctionnel.
De plus, méme si les cellules endothéliales ont le potentiel de former de nouveaux
vaisseaux au sein des échafaudages qui pourraient s’anastomoser avec le systéme
vasculaire de I’hote lors de I'implantation in vivo, il est important de prendre en compte
I'inclusion d’autres types cellulaires (cellules musculaires lisses, péricytes). Pour assurer
la formation d’'un systéme vasculaire fonctionnel, il faudrait donc approfondir 'approche

pluricellulaire®’.

e La stimulation mécanique

Les forces mécaniques peuvent elle aussi avoir une influence sur le comportement

cellulaire. En ingénierie tissulaire osseuse, il est établi que l'application de stimuli

mécaniques externes peuvent augmenter la formation tissulaire osseuse, par exemple par

le biais de I'utilisation de systémes de bioréacteurs et/ou de perfusion®170, 1 a été montré
9 ey . . Py . N A .

que l'initiation et la progression des processus d’angiogenése, de méme que la fonction des

cellules endothéliales, étaient affectées par les forces hémodynamiques qui sont exercées

par le flux sanguin (contraintes cycliques et shear stress)17.172,

e Lutilisation de biomatériaux adaptés

En ingénierie tissulaire osseuse, les scaffolds servent de support pour la prolifération des
cellules a l'origine de la formation de l'os et I'établissement d’'un réseau vasculaire. La
vascularisation est formée via I'adhésion, la migration et la fonctionnalité des cellules
endothéliales ensemencées au sein du scaffold. Le type de biomatériau utilisé et les
propriétés du scaffold jouent un réle important dans la formation du tissu osseux de méme

que la création de réseaux vasculaires.
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L’élaboration d'un scaffold avec des propriétés adaptées est ainsi essentielle pour faciliter
la mise en place d'une vascularisation au sein des constructions d’ingénierie tissulaire
osseuse. En particulier, son architecture en termes de porosité, taille de pore moyenne et
interconnectivité des pores, est cruciale pour la survie cellulaire, la prolifération et la
formation de tissu osseux en trois dimensions in vitro et in vivo, ainsi que sa
vascularisation!”. Les pores sont nécessaires a la formation du tissu osseux car ils
permettent la migration et la pénétration des cellules, ainsi que la diffusion des
nutriments pour assurer la survie cellulaire. En général, les scaffolds dont la taille des
pores est supérieure a 50 um peuvent permettre la libération de nutriments et d’oxygene,
et I’élimination des déchets métaboliques. Ils peuvent également entrainer une diminution
de lattachement cellulaire et de la signalisation intracellulaires, tandis que ceux
contenant des pores inférieurs a 10 um ont l'effet inverse!’. Par conséquent, la fabrication
de scaffolds contenant a la fois des macropores et micropores peut étre bénéfique pour la

formation osseuse et vascularisation!?s.

e Les techniques de microfabrication

Les techniques précédentes ont été largement utilisées pour améliorer le processus de
vascularisation pour l'ingénierie tissulaire osseuse. Cependant, ces méthodes résultent
souvent en la formation de réseaux vasculaires non organisés avec une faible capacité
d’intégration au sein de l'organisme de I’héte. Il est souhaitable d’utiliser d’autres
techniques pour pré-organiser les réseaux vasculaires de maniére similaire a I’'hotel?2. Les
techniques de microfabrication semblent particuliérement adaptées pour répondre a ce

besoin d’organisation précise des éléments biologiques les uns par rapport aux autres.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE — BIOFABRICATION ET BIOIMPRESSION

3. BIOFABRICATION ET BIOIMPRESSION EN
INGENIERIE TISSULAIRE

Les techniques conventionnelles ont montré de nombreuses limites, liées a un mauvais
controle de 'ensemencement cellulaire, un temps de maturation allongé, des difficultés a
malitriser précisément la position et la densité des cellules dans le matériau, ainsi que
I'absence d’'une vascularisation suffisante. C’est dans ce contexte que 'impression 3D et la

Biofabrication ont émergé dans le domaine de I'Ingénierie Tissulaire.

Les parties destinées aux concepts de Bioimpression et de Bioimpression Assistée par
Laser pour I'Ingénierie Tissulaire ont fait l'objet de deux chapitres douvrages

Internationaux publiés en 2017-2018 :

- Laser-Assisted Bioprinting for Tissue Engineering, Kérourédan et al.
Livre “Biomaterials and Nanotechnology for Tissue Engineering”. Edité par

S.Swaminathan, K.Uma Maheswary, S.Anuradha. Publié par CRC Press.

- Laser-Assisted Bioprinting of Cells for Tissue Engineering, Kérourédan et al.
Livre “Laser Printing of Functional Materials : Fundamentals & Applications in
Electronics, 3D Microfabrication and Biomedicine”. Edité par A.Piqué et P.Serra. Publié
par Wiley-WCH

Ces deux chapitres de livre sont disponibles respectivement dans les Annexes 1 et 2.
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3.1. La Fabrication additive : de ’'Impression 3D a la Biofabrication

3.1.1. Définitions, historique et concept

Cest en 1983 que Charles Hull a imprimé pour la premiere fois un objet en trois
dimensions grace a la technique de la stéréolithographie. Depuis cette date, 'ilmpression
tridimensionnelle n’a cessé de se répandre dans de nombreux domaines, comme la
fabrication, les produits grand public, la microtechnique, les arts, I'industrie alimentaire

et I'aéronautique. La médecine régénérative ne fait pas exception a la regle.

L’association des techniques de conception et de fabrication assistées par ordinateur
(CAD-CAM) aux méthodes d’'ingénierie tissulaire a conduit au développement de nouvelles
technologies dans les domaines de I'Impression 3D (ou « Prototypage rapide ») et de la

Biofabrication, regroupés sous le nom de « Fabrication additive ».

Les techniques de CAD -CAM ont initialement été utilisées en ingénierie tissulaire pour
I’élaboration de scaffolds par impression 3D, c’est-a-dire en fabrication « couche par
couche » contrairement aux méthodes conventionnelles basées traditionnellement sur le
moulage ou l'usinage de matériaux'’®. Cette méthode avait pour but de reproduire
Parchitecture des tissus a la fois au niveau macroscopique (forme générale des organes ou
tissus) et microscopique (organisation tridimensionnelle des composants du tissu)5s.
L’objectif était ainsi de réaliser un modéle avec une morphologie contrélée, mais aussi
améliorer 'ensemencement cellulaire et la vascularisation au sein de la construction par
la malitrise de larchitecture interne (porosité, interconnexions, travées vasculaires)

réalisée sur-mesure.

Cependant, restant une approche « basée sur le scaffold », 'impression 3D ne permettait
pas de résoudre entierement les problématiques de colonisation du matériau par les

cellules (prolifération, migration) et de vascularisation.

Pour pallier ces inconvénients, le concept de Biofabrication a émergé comme une approche
alternative en ingénierie tissulaire!””. Il recouvre a la fois la Bioimpression et le Bio-
Assemblage découlant d’'une approche « Bottom-up» contrairement a l'ingénierie
tissulaire conventionnelle qui est d'inspiration « Top-Down» (Figure 21). L’approche

Bottom-up consiste a élaborer des structures tridimensionnelles couche par couche, tandis
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE — BIOFABRICATION ET BIOIMPRESSION

que l'approche Top-Down vise a utiliser des matrices tridimensionnelles qui seront
colonisées dans un second temps par les cellules ou facteurs de croissance. La
Bioimpression et le Bio-Assemblage different par le type dunités fonctionnelles

assemblées ainsi que les technologies de biofabrication utilisées.

“Top-down” Approach “Bottom-up” Approach
Cells Polymer Scaffold Cel i IR e s

aggregation fabrication sheets printing
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FIGURE 21 : ILLUSTRATION DES APPROCHES "TOP-DOWN" ET "BOTTOM-UP" EN
INGENIERIE TISSULAIRE

Adapté de Nichol et Khademhosseini 178

3.1.2. L'Impression 3D ou Prototypage rapide

L'Impression 3D ou Prototypage rapide permet d’organiser les scaffolds en trois
dimensions, en couche par couche, a partir de matériaux inertes ou bioactifs. Le pilotage
informatique a pour avantage de pouvoir créer des constructions de formes complexes et
adaptées précisément au défaut osseux grace a l'analyse des images radiologiques!™.
L’automatisation de la procédure permet un gain en temps, en précision et en
reproductibilité, comparativement aux méthodes non automatisées. Les principales
technologies de prototypage rapide reposent sur les méthodes suivantes: la

polymérisation laser, 'impression et I'extrusion.
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L’une des premiéres méthodes de prototypage rapide basée sur la polymérisation laser est
la stéréolithographie (SLA). Son principe est basé sur la photopolymérisation sélective
d’'une résine liquide par un laser UV, couche par couche. La polymérisation est ensuite
finalisée au sein d’'un four a UV55180, Malgré sa résolution limitée, cette méthode a déja
été largement utilisée pour la modélisation et la planification d'interventions
chirurgicales!®! (Figure 22). En paralléle, le frittage sélective par Laser (SLS) est basé sur
un laser a CO2 qui va « fritter » ou lier une poudre (polymeéres, céramiques, métaux ou
composites) couche par couche!”. Il permet de contrbler parfaitement l'architecture

externe et interne du scaffold.

FIGURE 22 : PLANIFICATION D'UNE CHIRURGIE ORTHOGNATIQUE ET REALISATION DE
PLAQUES D'OSTEOSYNTHESE SUR MESURE PAR STEREOLITHOGRAPHIE

Adapté de Bai et al. 181

Le prototypage rapide peut également étre basé sur 'impression d’une « colle » permettant
Iassemblage de particules de poudre (céramiques, métaux, polymeres) placées dans un
bac receveur, et permettant l'obtention d’'une structure tridimensionnelle (Figure 23).
L’inconvénient majeur de cette méthode est la poudre résiduelle qu’il convient d’éliminer
par brossage une fois le scaffold finalisé!®2. Cette technique a été largement utilisée en

ingénierie tissulaire!7s.
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FIGURE 23 : DISPOSITIF DE PROTOTYPAGE RAPIDE PAR IMPRESSION
D’apres Billiet et al. 182

D’autres méthodes sont basées sur I'extrusion de matériaux en phase plastique. Parmi
elles, la plus répandue est le Modelage de Matériau en Fusion (FDM) qui consiste a
déposer un matériau en fusion sous forme de lignes paralléles sur chaque plan, qui se
solidifie ensuite par diminution de la température. Ces structures tridimensionnelles
présentent une architecture interne contrélée (taille des pores, porosité,
interconnectivité)!’¢ (Figure 24). Le principal inconvénient lié a cette méthode est que les
cellules ne peuvent pas étre incluses d’emblée au sein de la structure du fait des

températures élevées et de la toxicité des polymeéres utilisés.
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FIGURE 24 : PRODUCTION DE SCAFFOLDS DE DIFFERENTES POROSITES PAR FUSED
DEPOSITION MODELING

D’apres Leong et al. 176
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Bien que le prototypage rapide apporte un bénéfice certain a ’échelle macroscopique en
termes d’adaptation du matériau au défaut osseux, le manque de controle de la
distribution des cellules ou des facteurs de croissance au sein de ces matrices constitue
I'une des principales limites. La Biofabrication a ainsi émergé afin de répondre a ces
impératifs de résolution a Iéchelle microscopique et permettre le controle du

microenvironnement a I’échelle cellulaire.

3.1.3. La Biofabrication : Bioimpression et Bio-Assemblage

Le terme de Biofabrication a été introduit en 1994 et concernait alors la fabrication des
perles plates!®. Il a ensuite été utilisé en 2003 pour qualifier le processus de formation de
I’émail au niveau des dents de mammiféeress4. Qutre la description de ces phénomeénes de
biominéralisation, d’autres domaines comme les biotechnologies ou la biologie de synthese
ont fait appel au terme de « Biofabrication » en parlant plus simplement de « mariage
entre la biologie et la microfabrication »8>, D’'une maniére générale, la Biofabrication peut
se définir comme « 'utilisation d’'un procédé pour engendrer un produit défini présentant
une fonction biologique »8¢, En ingénierie tissulaire, le domaine de la Biofabrication

recouvre la Bioimpression et le Bio-Assemblage.

Le Bio-Assemblage s’appuie sur le développement embryonnaire des tissus et la capacité
des différents composants a s’organiser en 3D de facon autonome. Il consiste a élaborer
des constructions a partir d'unités multicellulaires sous la forme d’agrégats cellulaires, de
fibres, de feuillets, ou de structures plus complexes, comme des organoides ou microtissus,
comprenant les cellules et leur matrice extra-cellulaire. Ces éléments peuvent étre
associés par auto-assemblages cellulaires ou par approche modulaire, en utilisant des
briques élémentaires composées de cellules associées a des biomatériaux®. Ces unités sont
générées essentiellement a partir de technologies telles que des moules obtenus par
microfabrication ou la microfluidique, suivis d’'une fusion et d'une maturation!® (Figure

25).
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FIGURE 25 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU PROCEDE DE BIO-ASSEMBLAGE
D’apres Mironov et al. 187

De son c6té, la Bioimpression est définie comme « un dépét, transfert et modélisation,
couche par couche, de facon automatisée, de matériaux biologiquement pertinents »177.188,
En 2010, Fabien Guillemot décrit la Bioimpression comme « I'utilisation de technologies
d'impression assistées par ordinateur permettant l'arrangement et l'assemblage de
structures vivantes ou non, avec une organisation en deux ou trois dimensions, afin de
produire des structures composites qui pourront étre utilisées pour des applications en
médecine régénératrice, pour des études pharmacocinétiques ou bien pour des travaux
fondamentaux de biologie cellulaire »'8. Parmi ces matériaux biologiques, les cellules
peuvent étre organisées a 1'aide de technologies de bioimpression afin de développer un
tissu, avec un meilleur controle de sa structure et de sa fonction!?. Du fait de cette capacité
a reproduire le microenvironnement cellulaire et 1'organisation tissulaire, la
Bioimpression constitue un changement de paradigme par rapport aux approches

traditionnelles de l'ingénierie tissulaire.

Au cours des derniéres années, de nombreuses expériences ont été menées dans le domaine
de la Biofabrication, avec un essor constant des méthodes de bioimpression cellulaire et
des publications correspondantes. Cependant, la bioimpression cellulaire est loin d'étre

récente.

En 1988, Klebe a décrit pour la premieére fois une technique appelée « cytoscription »
permettant le micro-positionnement de cellules selon des modéles définis!?!, Suite a cette
premiere étude, un grand nombre de technologies d’impression de cellules ont été
développées. Parallelement aux approches traditionnelles de 1'ingénierie tissulaire, telles
que l'ensemencement homogéne de cellules dans des échafaudages préfabriqués ou des
méthodes lithographiques, de nouvelles approches sont apparues basées sur le jet d'encre,

la microextrusion et la bioimpression assistée par laser'9219 (Figure 26). Ces nouvelles
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technologies ont rapidement enthousiasmé les médias, qui utilisaient plus volontiers le
terme « impression d'organes » que « impression de cellules », car ils montraient la capacité
d'imprimer des cellules viables en trois dimensions!”?. En réalité, des progreés importants
sont encore nécessaires pour obtenir non seulement une simple construction cellulaire,

mais également un tissu ou un organe fonctionnel grace aux technologies de

bioimpression.
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FIGURE 26 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES TROIS PRINCIPALES
TECHNOLOGIES UTILISEES EN BIOIMPRESSION

Adapté de Malda et al. 193

Les technologies a base de jet d'encre et de micro-extrusion sont dérivées de systémes
existants qui n'étaient initialement pas destinés a des applications biologiques!?t. Les
premiéres imprimantes a jet d'encre utilisées pour imprimer des matériaux biologiques
ont été obtenues a partir d'imprimantes a jet d'encre modifiées disponibles dans le
commerce!?, Initialement limitées aux constructions bidimensionnelles, le développement
de nouveaux biomatériaux, tels que les gels thermosensibles, a permis de créer des
constructions tridimensionnelles'¥¢, Leur mécanisme est basé sur des forces thermiques
ou acoustiques qui permettent ’éjection des gouttes du biomatériau sur un substrat. Cette
technologie présente 'avantage d’étre simple d’utilisation et de faible colt. Cependant,
elle présente plusieurs inconvénients, notamment lorsqu'elle est appliquée a I'impression
de cellules, a savoir l'obstruction des buses d'impression, 1'exposition des cellules a des
contraintes mécaniques au niveau de l'orifice (contraintes de cisaillement), le risque de
contamination et la faible directivité des gouttelettes!®’. Apres le développement des
imprimantes a jet d'encre, des techniques basées sur l'extrusion (ex. seringue, micropen,
bioplotter,... mettant en jeu un systéme pneumatique ou mécanique) ont également été

adaptées a la bioimpression cellulaire, permettant la création d'une grande variété de
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modeles tissulaires tels que le foie, les valves aortiques, ou encore les réseaux
vasculaires!?8-202 (Figure 27). Bien que cette technologie soit également facile a utiliser et
peu coliteuse, elle partage les mémes inconvénients que 'impression par jet d’encre, liés a

la présence d’un orifice.

“r\\\u\r

3mm

FIGURE 27 : BIOIMPRESSION D'UN CONDUIT AORTIQUE AVEC VALVE PAR EXTRUSION
D’apres Duan et al. 201

Outre les techniques de bioimpression basées sur le jet d'encre et l'extrusion, les
technologies d'impression au laser impliquent des méthodes de prototypage rapides et
résolues permettant 1'organisation de biomatériaux dans une conformation définie pour
des applications d'ingénierie tissulaire. Le LAB, en particulier, est devenu une méthode
pertinente pour 'impression de cellules vivantes par une technique ne nécessitant pas le

passage des éléments biologiques dans un orifice.

3.2. La Bioimpression Assistée par laser

3.2.1. Histoire du LIFT

Les premieres expérimentations utilisant la procédure de « Laser-Induced Forward
Transfer » (LIFT) ont été réalisées par Bohandy et al. dans les années 80 pour déposer des

particules de Cuivre et d’Argent a l'aide d'un laser excimer ou Nd :YAG20. L'impulsion
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laser était focalisée sur un substrat donneur recouvert du métal d'intérét et induisait
I’évaporation de cette couche. Le matériau se recondensait ensuite sur le substrat receveur

(Figure 28).

Source wppont
(haad shca or
Othay Baniparent
manwdall

FIGURE 28 : PREMIERES EXPERIMENTATIONS UTILISANT LA PROCEDURE DE "LIFT"
D’apres Bohandy et al. 29

Le LIFT a ainsi été utilisé en premier pour transférer des métaux23, puis a été étendu aux
dépots d’oxydes??t. Dans les années 2000, le LIFT a été adapté pour imprimer des

biomolécules??, des protéines206, de TADN27, des hydrogels28 et des cellules206.209-216,

Suite aux premieres expérimentations utilisant le LIFT, plusieurs méthodes ont émergé ;
parmi elles le « matrix-assisted pulsed-laser evaporation direct-writing » (MAPLE-DW) et

I'« absorbing film-assisted LIFT » (AFA-LIFT) sont les plus populaires.

MAPLE-DW a été développé a partir du LIFT et MAPLE en 1999 par Piqué et al?'".
MAPLE est un procédé inspiré par la méthode « pulsed-laser deposition» (PLD)218 et
permet de déposer des couches fines de molécules (notamment matériaux organiques et
polymeéres) qui ne peuvent pas étre réalisées par PLD. MAPLE implique le dép6t d'un
matériau qui a été mélangé ou dissout selon une forme particuliere dans un matériau
matriciel de type solvant. La solution est appliquée sur un substrat ou congelée (pour
contrer la volatilité du solvant) afin de former une cible. Ensuite, la matrice est évaporée
par plusieurs impulsions laser et libére la solution d'impression. L'énergie libérée par
I'évaporation de la matrice propulse le matériau vers un substrat receveur. Enfin, le

matériau donneur est imprimé en couche mince sur le substrat receveur.
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MAPLE-DW est une variante de MAPLE avec les capacités d'écriture directe de LIFT.
Cette technique repose sur l'utilisation d'une matrice dans le substrat du donneur qui
favorise l'absorption et le transfert de 1'énergie laser211.219.220 [,a matrice est mélangée de
manieére homogéne au matériau donneur, formant une solution. Cette solution est
appliquée en couche mince sur une lame de donneur. Ensuite, un laser pulsé est concentré
a travers ce substrat pour évaporer la matrice et transfére le matériau donneur sur un
substrat récepteur, face au substrat donneur. MAPLE-DW a permis l'impression de
métaux?2!, de matériaux organiques??? et de biomatériaux223, parmi lesquels des enzymes,
des protéines, des cellules et des tissus??%. Pour la bioimpression cellulaire, la matrice peut
étre un milieu de culture ou une surface adhérente telle qu'un hydrogel ou de la matrice

extracellulaire?it.214,

L’acronyme AFA-LIFT a été donné par Hopp et al. en 2005225 et désignait la méme
technique que I'impression laser biologique (BioLLP)?!° ou couche a libération dynamique
LIFT (DRL-LIFT)?2. Le but de cette technique était d'éviter 1'exposition directe au laser
du matériau donneur, grace a une couche absorbante, et de rendre la conversion d'énergie
plus efficace en limitant les variations d'impulsion a impulsion. Dans la procédure AFA-
LIFT, la couche absorbante est généralement une couche métallique mince (50-100 nm)
déposée sur le substrat donneur par évaporation sous vide. Les métaux, les céramiques,
les polymeéres et les liquides peuvent étre transférés sans dommage avec AFA-LIFT.
Cependant, on peut observer une contamination résiduelle du matériau déposé par la
couche absorbante si la couche absorbante n'est pas complétement évaporée par le

processus?27,

Pour réduire ce probleme de contamination, une couche de polymeére de triazéne a été
utilisée comme couche absorbante de laser UV dans une configuration AFA-LIFT?28229 ]
a été démontré que cette couche limitait la contamination par les particules sur le substrat
récepteur. Cependant, en raison de la faible température de décomposition du polymere
de triazéne, un nombre limité de matériaux donneurs peut étre utilisé avec cette couche
absorbante2. Pour I'impression de biomatériaux, une couche absorbante métallique a

ainsi été largement privilégiée205:225.231,

Un résumé des principales caractéristiques des différentes technologies de bioimpression
laser est fourni ci-dessous (Figure 29), ainsi qu'un schéma simplifié du principe de chacune

des méthodes évoquées (Figure 30).
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Technologies

Major characteristics

Laser guided direct writing
(LGDW)

Laser induced forward
transfer (LIFT)

Modified LIFT techniques

Matrix assisted pulse laser
evaporation direct write
(MAPLE-DW)

Absorbing film assisted-LIFT
(AFA-LIFT)

Biological laser printing
(BioLP)

Weakly focused continuous laser

(800 nm wavelength)

Propulsion of individual cells from a
liquid cell suspension toward a receiving
surface through optical forces

High-powered pulsed laser

Print ribbon coated with a thin layer of
metal

Low-powered pulsed laser (UV,
near-UV)

Matrix-embedded transfer layer to
promote light absorption and energy
transfer

Presence of a thick absorbing layer
between the ribbon and the cells
(100 nm)

Presence of a thick absorbing layer
between the ribbon and the cells
(75-100 nm)

Motorized receiving stages and CCD
camera

FIGURE 29 : PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DES DIFFERENTES TECHNOLOGIES DE
BIOIMPRESSION LASER

D’apres Kérourédan et al. 232
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FIGURE 30 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU PRINCIPE GENERAL DES
DIFFERENTES TECHNOLOGIES DE BIOIMPRESSION LASER

3.2.2. Principes généraux et physiques des technologies LIFT

Comme vu précédemment, le LIFT consiste a transférer un élément de matiére d'un
substrat donneur vers un substrat receveur, grace a une impulsion laser. En utilisant une
configuration de la bio-impression assistée par laser (LAB), I'élément de matiere transféré

est sous la forme liquide et s'appelle « bioencre » (Figure 31).
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FIGURE 31 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU DISPOSITIF LAB ET OBSERVATION
MICROSCOPIQUE D'UN MOTIF BIOIMPRIME PAR LAB

D’apres Kérourédan et al. 232

L'évolution temporelle du processus d'impression LIFT peut étre observée a l'aide de
I'imagerie résolue en temps (TRI) (Figure 32). Différentes étapes peuvent étre identifiées.
Au début du processus, la surface du liquide est déformée par une bulle qui grossit
progressivement avec le temps, jusqu’a effondrement et formation d’'un jet de liquide.
Ensuite, le jet devient plus long et devient plus étroit jusqu'a ce qu'il se divise en plusieurs

gouttelettes.

200 um
1us 2 us 5us 10 us
15 us 20 us 25 us 30 us

FIGURE 32 : IMAGES RESOLUES EN TEMPS DE LA FORMATION DU JET PAR LE PROCEDE
LIFT

D’apreés Duocastella et al. 233
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Le principe physique a été décrit a plusieurs reprises dans la littérature23+-238, En bref,
I'impulsion laser est absorbée par la couche de conversion d’énergie située a l'interface
entre le donneur et la bioencre, ce qui conduit a la formation d'une bulle de gaz. Le
diametre de la bulle oscille et augmente jusqu'a atteindre un diameétre maximal,
déformant progressivement l'interface liquide. Cette dynamique de bulle dans un volume

de liquide est décrite par I'équation de Rayleigh-Plesset?%.

Les forces de pression internes diminuent progressivement avec la dilatation de la bulle.
Avec cette expansion, il n'y a plus d'équilibre entre les forces internes et externes, ce qui
entraine l'effondrement de la bulle et la formation du jet. Le jet devient plus haut et plus
mince et se brise en gouttelettes ; cette perturbation est causée par l'instabilité de

Rayleigh-Plateau.

Trois régimes de jets différents peuvent étre identifiés, en fonction de 1'énergie du laser et

de la viscosité de la bioencre?38240 (Figure 33).

I. Laser energy deposition Laser pulse
Transparent holder

Absorbing layer

c Bioink layer
IL. Vapor bubble expansion \
C— )
— -
I1L a) Subtrreshold reginlw I1I. b) ]el'ling regime | I1L ¢) P‘lume regime
C ] ¢ ) )

L J

|
I
|
More viscosity - \5/ Less viscosity

Less energy More energy
Higher thickness - ! Lower thickness

FIGURE 33 : REGIMES DE JET EN FONCTION DE ENERGIE DU LASER ET DE LA
VISCOSITE DE LA BIOENCRE

D’apreés Guillemot et al. 236
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En régime de sous-seuil (subthreshold regime), il n'y a qu'une déformation de surface et
aucun jet n'est formé. Ce régime est rencontré pour une faible énergie, une viscosité élevée
et une épaisseur de bioencre élevée. Dans le régime de jet (jetting regime), le jet est bien
défini jusqu'a se briser en gouttelettes. Ce régime peut étre observé pour des valeurs
intermédiaires d'énergie, de viscosité et d'épaisseur de bioencre. En régime plume (plume
regime), la bulle de liquide explose. Ce régime peut étre observé en cas d'utilisation d'une
énergie d'impulsion élevée, d'une viscosité faible de la bioencre et d'une épaisseur faible

de bioencre.

3.2.3. Matériels et Méthodes pour le LAB

Le dispositif LAB est basé sur un faisceau laser focalisé sur une lame donneuse (« ribbon »)

et un substrat receveur (« substrate ») (Figure 34).

<4—\/ LASER

— Lame donneuse

«—— Couche absorbante d’énergie

©
QOO ™ __—— Substrat receveur

\_______/

FIGURE 34: ILLUSTRATION DU PROCEDE DE BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER
D’apres Catros et al. 241
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Différentes impulsions laser peuvent étre utilisées en fonction du type de procédure. Une
couche absorbante doit étre utilisée sur le substrat donneur lorsqu'un laser nanoseconde
est utilisé dans le dispositif. En effet, la formation d'une bulle de cavitation est nécessaire
pour initier le processus de dépot2#? et l'intensité du laser n'est pas suffisante avec une
impulsion nanoseconde pour créer la bulle sans couche absorbante?*3. Un laser avec une
durée d'impulsion femtoseconde peut étre utilisé avec ou sans la couche absorbante244. De
plus, la nature de la couche absorbante peut orienter le choix de la longueur d'onde du
laser, si le matériau est plus absorbant pour une longueur d'onde en particulier?. Les
longueurs d'onde dans le proche infrarouge sont souvent préférées aux UV pour éviter
toute altération des propriétés biologiques du matériel du donneur, c'est-a-dire une
distorsion potentielle de I'ADN sous 1'action des UV23!, Différents types de lasers ont été
utilisés pour la bio-impression: le laser a excimere KrF pour le dépot de protéines (248 nm,
15 ns)?*4; lasers a excimere pour le dépot de cellules de mammiferes (193 nm, 30 ns)?!2;
laser a excimeére femseconde basé sur un laser a colorant pour le dépo6t de protéines (500
f, 248 nm)?44; Laser Nd: YAG pour le dépot de cellules endothéliales (CE) (1064 nm, 30
ns)?3! ; et un quadruple laser Nd: YAG pour le dépot de protéines et de cellules (266 nm, 5

ns)210,

La lame donneuse est généralement constituée de quartz, car elle doit étre transparente
a la longueur d'onde du laser pour permettre a la lumiére de traverser le substrat. Comme
vu précédemment, elle comprend une couche absorbante qui est vaporisée par 1'impulsion
laser, produisant le jet de bioencre liquide qui est transféré sur le substrat receveur. Cette
fine couche absorbante de plusieurs dizaines de nanomeétres peut étre constituée d'or24s,
de titane?15, d'argent?2? ou de polymeres de triazéne?28246, La couche absorbante métallique

est déposée sur la lame donneuse par pulvérisation cathodique sous vide2!4,

Le déplacement du laser sur la lame donneuse est controlé par des miroirs
galvanométriques (aussi appelés « scanners ») ou par déplacement de la lame donneuse

sur la platine.

Le substrat receveur est généralement constitué de quartz également et peut étre
recouvert d'une fine couche de collagéne??* pour les expériences d'impression cellulaire.
Cette couche de collagéne amortit 1'atterrissage des cellules lors de l'impression et
constitue un support pour la prolifération des cellules aprés 1'impression. Le substrat

receveur peut également étre un tissu vivant tel qu'une plaie ouverte?*’.
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La bioencre peut étre constituée de cellules en suspension dans un milieu de culture?!?, de
I'ADN248 des protéines??? ou un biomatériau?¢é, Différentes procédures ont été décrites
pour déposer la bioencre sur la lame donneuse. Une pipette micrométrique peut étre
utilisée??!, ainsi qu'une enduiseuse a lame micrométrique?3® afin d'étaler une fine couche
de plusieurs dixiémes de microns (Figure 35). En outre, un réservoir de plusieurs centaines
de microns de profondeur peut étre utilisé comme donneur en cas de LAB sans couche
absorbante. Dans tous les cas, la bioencre cellulaire est préparée dans des conditions

stériles.

FIGURE 35 : ETALEMENT MANUEL DE LA BIOENCRE A L'AIDE D'UNE PIPETTE

La station de travail dont nous disposons au sein de 'UMR 1026 est composée d'un laser
avec miroirs galvanométriques, un systéme de positionnement pour déplacer le substrat
donneur, un logiciel dédié pour imprimer les motifs complexes souhaités et pour controler
les parametres d'impression laser?!. Le laser Nd: YAG (Navigator I, Newport Spectra
Physics) a une durée d'impulsion de 30 ns 4 1064 nm pour un taux de répétition compris
entre 1 et 100 kHz. Le systeme d’étages motorisés a cinq axes (NovaLase, SA, Canéjan,
France) est composé de trois axes dédiés au déplacement du substrat donneur avec une
résolution pouvant atteindre 1 um pour les axes x, y et 5 um pour I'axe z (axe dans la
direction de propagation du laser). Les deux autres axes sont pilotés par un carrousel de
donneurs avec une résolution angulaire de 1 °. Ce carrousel, rendant possible I'utilisation

de cinq donneurs différents, permet d’obtenir une impression multicolore (Figure 36).
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FIGURE 36 : STATION DE BIOIMPRESSION NOVALASE - BIOTIS
Adapté de Guillemot et al. 249

(a) Vue d’ensemble de la station de bioimpression, (b) Dispositif optomécanique, (c) Systéme de
positionnement des lames donneuses sur le carrousel.

I1 est essentiel pour la bioimpression de contréler un grand nombre de parametres, parmi
lesquels I'énergie des impulsions laser, la distance entre le donneur et le récepteur, la
viscosité de la bio-encre et la position du faisceau laser focalisé par rapport a l'interface
air / bio-encre (Figure 37). En effet, le diameétre imprimé, lié au maximum atteint par le
jet d'impression, peut varier si ces parameétres sont modifiés24, En outre, la viabilité des

cellules imprimées est modifiée en fonction de I'énergie des impulsions?3!,
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FIGURE 37 : ENSEMBLE DES PARAMETRES IMPLIQUES DANS LA BIOIMPRESSION
ASSISTEE PAR LASER

D’apres Ringeisein et al. 250

3.2.4. Le LAB en Ingénierie Tissulaire

Les technologies basées sur le laser constituent des approches adaptées aux contraintes

de l'ingénierie tissulaire et de la médecine régénérative. Les méthodes de Biofabrication

tentent de créer des structures aussi proches que possible des organes et tissus natifs afin

de fournir des constructions de tissus biologiques fonctionnels pouvant étre utilisées pour

des tests pharmacologiques ou des applications en médecine régénérative. Ainsi, le LAB

associé a d'autres techniques de bioimpression semble étre un outil pertinent pour le

remplacement / la régénération de tissus ou d'organes??!, ou du moins pour une meilleure

compréhension du processus de guérison. De nombreuses études utilisant LAB ont été

menées en se concentrant sur plusieurs applications cliniques.
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3.2.4.1. Importance de lorganisation des éléments biologiques en Ingénierie

Tissulaire

Le principe du LAB est d'organiser les différents éléments du tissu au cours de sa
fabrication grace au dépo6t couche par couche de cellules et de biomatériaux. Il permet de
reproduire l'environnement et crée une structure de forme précise et reproductible. C'est
ce controle de la densité cellulaire et de l'organisation tridimensionnelle (3D) du tissu qui
permettra de contribuer a l'ingénierie d'un organe plus complexe dans une architecture

physiologique.

D'un point de vue macro et micro, l'architecture d'un organe est définie par le
positionnement des cellules ayant différentes fonctions dans leur matrice extracellulaire.
Ces différents composants sont en interaction étroite les uns avec les autres et organisés

avec précision en trois dimensions.

L'ingénierie de tissus biologiques in vitro nécessite l'utilisation d'une combinaison
appropriée de cellules et de biomatériaux afin de reproduire a la fois le micro-
environnement cellulaire et la micro-architecture des tissus dans le corps. La
miniaturisation des structures de base du tissu permet la fabrication de structures
organotypiques ayant une taille physiologiquement pertinente et une fonctionnalité

potentielle.

Au cours du développement et du remodelage des tissus, le microenvironnement local des
cellules définit leur comportement et leur phénotype. Cet environnement comprend des
gradients de facteurs solubles et insolubles ainsi que des forces physiques. La réciprocité
dynamique créée entre la forme et la fonction est pertinente pour justifier I'ingénierie
d’'une architecture multicellulaire reproduisant une histoarchitecture physiologique des

organes humains.

Le LAB permet I'impression de différents types de cellules, en utilisant une densité
cellulaire élevée et une organisation spatiale trés précise. La haute résolution du LAB
permet de respecter cette organisation spatiale et d'étudier les interactions cellule-cellule
et cellule-matériau. De plus, LAB offre 1a possibilité de créer des gradients d'impression

pour moduler le micro-environnement.

Méme si la reproduction du microenvironnement cellulaire local est considérée comme la

cible ultime pour obtenir des organes et des tissus artificiels, la structuration des cellules
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est également trés importante pour les expérimentations in vitro. Par exemple, Schiele et
al. ont démontré le potentiel du LAB pour des applications en ingénierie tissulaire, des
études de tumorigenese, le dépistage du cancer, des études de différenciation cellulaire,

des analyses d’'interactions entre cellules, médicaments et biomatériaux par exemple!90-252,

3.2.4.2. Exemples d’application du LAB en Ingénierie Tissulaire

Les applications du LAB peuvent étre envisagées dans de nombreux domaines de
I'ingénierie tissulaire : élaboration de substituts cutanés pour la médecine régénérative25s,
impression de cellules endothéliales sur des patchs cardiaques afin de favoriser la
régénération cardiaque apres un infarctus?>*, organisation de cellules neuronales en trois

dimensions pour favoriser la régénération nerveuse2°?,

Plusieurs études ont également fait appel a cette technologie pour 'ingénierie tissulaire

osseuse et vasculaire.

e Os
Doraiswamy et al. ont imprimé des motifs de biocéramiques et de cellules analogues a des
ostéoblastes MG63 par le biais de la technologie MAPLE-DW. L'ingénierie couche par
couche de ces structures composites a permis la conception d'une construction
tridimensionnelle a porosité controlée et la vascularisation du substitut osseux??¢, Dans le
méme but, Catros et al. ont imprimé par LAB des particules de nanohydroxyapatite (nHA)
et ostéoprogéniteurs humains (isolés a partir de cellules stromales de moelle osseuse
humaine) pour créer des structures composites bidimensionnelles et tridimensionnelles,
démontrant ainsi la capacité de LAB a préserver la fonctionnalité du nHA et les propriétés

de prolifération et de différenciation cellulaires post-impression?216,

Du point de vue des applications d'ingénierie tissulaire osseuse, Gruene et al. ont imprimé
des MSCs intégrées dans un biomatériau matriciel (plasma et alginate) et ont démontré
la préservation des capacités de différenciation des MSC en lignées ostéogéniques et
chondrogéniques. Ils ont fabriqué des constructions tridimensionnelles qui ont conduit a
des greffes de tissus osseux et cartilagineux autologues apres deux semaines de culture,

permettant une transplantation in vivo27.

Le LAB pourrait ainsi avoir des applications intéressantes en ingénierie tissulaire

orthopédique et dentaire, en permettant a la structure de I'os d’étre reproduite aussi
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précisément que possible. Des modeéles plus élaborés pourraient étre produits en ajoutant
d'autres types de cellules, telles que les cellules nerveuses, qui jouent un role important

dans la régénération osseuse.

o Vaisseaux
Plusieurs études ont aussi utilisé le LAB en vue de pouvoir améliorer la perfusion

tissulaire.

Nahmias et al. ont réussi a organiser les HUVECs sur Matrigel™ grace a la technologie
LGDW, en deux et trois dimensions. Ils ont montré la formation de structures vasculaires
correspondant au motif initial??®. Wu et Ringeisen ont également démontré la capacité de
la technologie BioLP a controler 1'architecture d'un réseau vasculaire selon un motif défini.
Ils ont organisé les HUVEC et les HUVSMC dans des structures mimant les nervures
d’une feuille (branch/stem structures) afin de promouvoir une organisation en réseau, de

maniére similaire a la vascularisation in vivo??® (Figure 38).

FIGURE 38 : ORGANISATION D'HUVEC ET HUVSMC PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR
LASER SELON UN MOTIF DE TYPE « BRANCH/STEM STRUCTURES »

D’apreés Wu et Ringeisen 259

Observation de l'organisation du motif cellulaire en microscopie & contraste de phase, 1 jour
post-impression.
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En parallele, Pirlo et al. ont utilisé la technologie de BioLLP afin d'imprimer des HUVECs
sur des biopapers en PLGA / hydrogel (collagene de type I de la queue de rat ou
Matrigel™). Ils ont montré que les cellules s’assemblaient d’elles-mémes en réseaux,
suivant le motif initial, ressemblant a la vascularisation du tissu natif. Le recours a des «
biopapers » rend possible la fabrication de constructions tridimensionnelles pré-

vascularisées, en superposant les couches imprimées supportant les réseaux HUVEC2,

Jusqu'a présent, cette technologie a montré la capacité d'orienter la formation de réseaux
microvasculaires et, associée a une approche couche par couche, elle peut étre utilisée pour

obtenir des constructions 3D complétes.

Au vu de ces résultats, 'impression cellulaire assistée par laser semble étre une
technologie adaptée pour introduire la prévascularisation dans les constructions
synthétiques, mais il faut encore progresser pour obtenir des constructions tissulaires
entierement fonctionnelles et perfusables. La connexion a I'hote des systemes vasculaire

et lymphatique reste un obstacle majeur a surmonter.

Pour résoudre les problématiques de manque de vascularisation au sein des substituts
osseux, la reproduction du microenvironnement local et 1'organisation des cellules ont un
role essentiel. Le LAB semble étre une technologie d’intérét pour générer différents

modeles de coculture adaptés a la régénération osseuse.

I1 pourrait permettre d'améliorer la vascularisation du greffon apres la transplantation et
favoriser la régénération osseuse via une organisation trés précise des différents

composants tissulaires.

3.2.4.3. Bioimpression in situ/in vivo

La Bioimpression in situ/in vivo reste une application originale du LAB pouvant conduire
a différentes applications dans le domaine médical et a des solutions thérapeutiques

1Innovantes.

80



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE — BIOFABRICATION ET BIOIMPRESSION

Plusieurs auteurs ont utilisé le LAB pour élaborer des substituts in vitro (ex. substituts
cutanées, patchs cardiaques) secondairement implantés in vivo. Néanmoins, une autre

approche consiste en une bioimpression directe in situ per-opératoire.

Au début des années 1980, le développement des interventions médicales assistées par
ordinateur (CAMI) a résulté d’évolutions convergentes dans divers domaines, notamment
la physique, la médecine, les matériaux, I’électronique, I'informatique et la robotique. Les
CAMI fournissent un outil « permettant au clinicien d'utiliser les données multimodales
de maniére rationnelle et quantitative afin de planifier, simuler et exécuter des

interventions médicales mini-invasives avec plus de précision et de sécurité »26L,

La bioimpression en médecine régénérative permet de contréler avec précision la structure
du scaffold et de guider les cellules au service de la formation d'un tissu fonctionnel. Les
technologies de bioimpression ont été appliquées aux CAMI pour l'impression in vivo. Les
premiéres études menées au sein de notre Unité Mixte de Recherche visait a combler un
défaut osseux de calvaria de taille critique chez la souris en imprimant des particules de
nanohydroxyapatite et des cellules mésenchymateuses directement au niveau du
crane?!7262, Pour cela, la station de bioimpression Novalase a été adaptée et dédiée aux

expérimentations de bioimpression in vivo (Figure 39).

Scanning
mirror

Focusing lens

Gold absorbing

Printed micro
droplet

Receiving
substrate

FIGURE 39 : PRINCIPE DE LA BIOIMPRESSION IN SITU/IN VIVO
D’apres Kériquel et al. 262
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Les résultats ont démontré que 'impression in vivo est possible et qu’elle représente un
progres significatif pour les CAMI. Il a également été mis en évidence un impact de la
géométrie du motif imprimé sur la régénération osseuse. Suite a ces résultats, notre équipe
a décidé de se pencher sur cette nouvelle approche de bioimpression in vivo afin de la
mettre a profit pour la pré-vascularisation in situ des défauts osseux en vue de favoriser

la régénération tissulaire.
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La revue bibliographique a mis en évidence la relation intime existant entre l'os et
la vascularisation, tant lors de la formation osseuse que lors des processus de remodelage
et de cicatrisation osseuse. En ingénierie tissulaire osseuse, I'une des problématiques
majeures expliquant le retard d’applications thérapeutiques pourrait étre 'absence de
vascularisation suffisante. La Biofabrication s’est imposée comme une alternative
technologique permettant d’organiser une prévascularisation au sein des substituts,

pouvant potentiellement favoriser leur ostéointégration.

L’objectif principal de ce travail était d'intégrer un réseau micro-vasculaire
organisé in situ par Bioimpression Assistée par Laser afin de favoriser la régénération

osseuse in VIvO.
Les objectifs secondaires étaient :
= Pour les expérimentations in vitro :

= Déterminer les parameétres d'impression, les densités cellulaires et conditions
de recouvrement optimaux pour la formation et le maintien du réseau ainsi que

la préservation du motif dans le temps
=  Pour les expérimentations in vivo :

= Définir les paramétres de bioimpression adaptés a I'impression in vivo
= Développer une nouvelle méthode de suivi du motif in vivo par IRM

= Evaluer les taux de vascularisation et de régénération osseuse obtenus in vivo

Un récapitulatif des objectifs de ce travail de These est fourni ci-apres (Figure 40).
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OBJECTIFS

INFLUENCE DES CELLULES MESENCHYMATEUSES SUR LA PRESERVATION DU
MOTIF DE CELLULES ENDOTHELIALES OBTENU PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER

* Analyse de la migration des cellules
endothéliales organisées par LAB, en fonction :
de la distance entre les ilots cellulaires imprimés
de la présence ou non de cellules
mésenchymateuses co-imprimées

» Evaluation de l'effet « coculture » sur l'auto-

organisation des cellules endothéliales et la
_ préservation du motif bioimprimé au cours du :
. temps '
v
/ CREATION D’UN RESEAU MICRO-VASCULAIRE ORGANISE \

PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER IN VITRO

* Détermination des paramétres optimaux pour l'obtention

de réseaux micro-vasculaires avec une architecture définie :

- concentration de la bioencre, énergie laser, densité cellulaire
du motif, conditions de recouvrement du motif

+ Caractérisation des réseaux formés

» Mise au point d'un modeéle in vitro de réseaux
— microvasculaires organisés par LAB, transposable in vivo

J

h 4

/ EFFET DE LA PRE-VASCULARISATION ORGANISEE IN SITU
PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER SUR LA REGENERATION OSSEUSE IN VIVO

*  Définition des paramétres de bioimpression adaptés
a I'impression in vivo

*  Evaluation de la vascularisation et de la régénération
osseuse obtenus in vivo en fonction du motif
imprimé

» Guider la régénération osseuse grace a I'organisation

\ d’une pré-vascularisation in vivo par LAB /
= WA
/ UTILISATION DE L'IRM POUR LE SUIVI DE MOTIFS CELLULAIRES ORGANISES \

PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER

*  Détermination des paramétres optimaux pour le
suivi des motifs par IRM in vitro :
concentration d'incubation des MPIO, énergie laser

« Evaluation de la capacité de I'IRM a imager des motifs
cellulaires in vitro et permettre un suivi longitudinal

» Détection par IRM de motifs imprimés par LAB in vivo

\
N\ N 4/

FIGURE 40 : OBJECTIFS INTERCONNECTES DU TRAVAIL DE THESE
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1. INFLUENCE DES CELLULES MESENCHYMATEUSES
SUR LA PRESERVATION DU MOTIF DE CELLULES
ENDOTHELIALES OBTENU PAR BIOIMPRESSION
ASSISTEE PAR LASER

1.1. Introduction

L’une des limites de l'ingénierie tissulaire est le défaut de vascularisation des
constructions obtenues, en particulier dans le cas de tissus ou organes de volumes
importants, entrainant hypoxie et mort cellulaire apres leur implantation. Plusieurs
stratégies, mettant en jeu I'utilisation de cellules endothéliales, ont été développées afin
de permettre une prévascularisation in vitro et ainsi améliorer I'intégration du tissu apres
la greffe. L'un des atouts majeurs de la bioimpression serait de contrdler 'architecture du
réseau et permettre son organisation sous la forme d'une structure complexe, adaptée au

tissu concerné.

L’objectif général de ce travail était d’évaluer l'effet de la présence de cellules
mésenchymateuses sur la préservation du motif de cellules endothéliales imprimées. Pour
cela, nous avons analysé la migration des cellules endothéliales en fonction i/ de la distance

entre chaque ilot cellulaire imprimé, ii/la présence ou non ’'HBMSCs co-imprimées.

La station de Bioimpression Assistée par Laser a été utilisée pour imprimer des
HUVECs (exprimant la protéine fluorescente TdTomato) et des HBMSCs, seules
(monoculture) ou ensemble (coculture), sur un biopapier de collagéene I. Les lignes
d'impression étaient espacées de 500 ou 1000 um. Au sein de chacune des lignes, les spots

étaient espacés de 250 pm.

Pour chacune des conditions, les distances entre les ilots cellulaires ou les lignes
d’impression étaient mesurées a ’'aide du logiciel Imaged. Le tropisme cellulaire, soit dans
le sens de la formation d'une ligne continue soit dans le sens d’'une dispersion par rapport

a la ligne d’'impression, était ainsi évalué.
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Tissue engineering of large organs is currently limited by the lack of potent vascularization in vitro. Tissue-engineered bone grafts
can be prevascularized in vitro using endothelial cells (ECs). The microvascular network architecture could be controlled by printing
EC:s following a specific pattern. Using laser-assisted bioprinting, we investigated the effect of distance between printed cell islets
and the influence of coprinted mesenchymal cells on migration. When printed alone, ECs spread out evenly on the collagen
hydrogel, regardless of the distance between cell islets. However, when printed in coculture with mesenchymal cells by laser-assisted
bioprinting, they remained in the printed area. Therefore, the presence of mesenchymal cell is mandatory in order to create a pattern
that will be conserved over time. This work describes an interesting approach to study cell migration that could be reproduced to

study the effect of trophic factors.

1. Introduction

The in vitro reconstruction of large tissues and organs by
tissue engineering is currently limited by the lack of an appro-
priate vascularization of those constructs [1, 2]. The limited
diffusion of nutrients and oxygen in connective tissues is
influenced by the nature of the extracellular matrix as well
as by the cell density and metabolic activity [3]. It has been
shown that the lack of vascularization of tissue-engineered
bones leads to hypoxia and cell death after implantation [3, 4]
and that bone-regenerative capacity of bone marrow stro-
mal cells is improved when those are transplanted into a bone
defect model with endothelial cells [5]. Nowadays, several
strategies for enhancing vascularization are under investiga-
tion [6]. They include scaffold designed to promote angiogen-
esis [7, 8], in vitro prevascularization [9-12], and inclusion of

angiogenic factors [13]. In vitro prevascularization has shown
to be efficient for improving tissue inosculation after grafting
[3, 14]. However, with traditional approaches to create an
in vitro capillary-like network, there is no control over the
architecture of the network. Seeding of endothelial cells (ECs)
leads to a random network without possible organization into
a complex structure. This drawback could be overcome by
using bioprinting [15], allowing controlling the location of
cells and built complex organs.

In the present study, human umbilical vein endothelial
cells (HUVECs) and human bone marrow mesenchymal
stem/stromal cells (HBMSCs), either alone or together, were
patterned on a type I collagen biopaper using laser-assisted
bioprinting (LAB). We evaluated the migration of endothelial
cells depending on distance with neighbor cell islets and the
presence of coprinted HBMSC:s, early after bioprinting.



2. Material and Methods

2.1. Ethic Statement. This study was approved by the local
institutional review board and follows the tenets of the
Declaration of Helsinki. Written information was delivered
to the patients (HBMSCs) or the mother (HUVEC:) for use
of their cells in research.

2.2. Cell Isolation and Culture. HBMSCs were obtained
from human bone marrow according to methods described
previously [16]. Briefly, bone marrow was aspirated from the
femoral diaphysis or iliac bone after obtaining consent from
patients undergoing hip prosthesis surgery after trauma. A
single-cell suspension was obtained by sequential passages of
the aspirate through 16-, 18-, and then 21-gauge needles. After
centrifugation, the pellet was cultured in Minimum Essential
Medium Alpha Modification (a-MEM; Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Paisley, UK), supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS; Lonza, Verviers, Belgium). Cells were incubated
in a humidified atmosphere with 5% CO, at 37°C [16].

HUVECs were isolated as described previously [17]. Cells
were expanded in Iscove’s Modified Dulbeccos Medium
(IMDM; Gibco, Thermo Fisher Scientific) containing 20%
FBS, 12 ug/mL endothelial cell growth supplement, and
90 pg/mL heparin (ECGS/H 0.4% (v/v); PromoCell, Hei-
delberg, Germany) in gelatin-coated (0.2%; Sigma-Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France) cell-culture flasks. Passage-
1 cells were transduced with a lentiviral vector codding for
the tdTomato fluorescent protein [18, 19]. Transduced and
untransduced cells were used as stated for each experiment.
After printing, cells were cultured in a medium containing
equal volumes of IMDM 20% FBS with ECGS/H and of «-
MEM 10% FBS [20].

2.3. Statistical Analyses. Statistical analyses were performed
by unpaired t-test, using the GraphPad Prism 5 software
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). * % * = p <
0.001, ns = p > 0.05.

2.4. Bioprinting Procedure. The bioprinting procedure was
performed as described previously in Guillotin et al. [21].
Briefly, two coplanar glass slides, one with the bioink and
the other with the biopaper, were facing each other in
the bioprinter. In order to transfer the laser energy to the
bioink, the donor glass slide was coated with an energy-
absorbing gold layer (60 nm) by plasma-enhanced sputter
deposition (Emscope SC500; Elexience, Verriéres-le-Buisson,
France). Cultured HUVECs and HBMSCs were trypsinized
and resuspended at 10° cells/mL either alone (1) or together
(1:1). 33 uL of this cell suspension was spread on the glass
slide (7 cm?), over the gold layer. The collector glass slide
was covered with 141 yL of a rat tail collagen type I solution
(2 mg/mL; BD Biosciences, Bedford, MA), forming a 200 ym
thick layer. Laser pulses were focused on the gold layer
and generated a jet that propels the cell suspension toward
the collector slide (Figure 1(a)). Laser energy was adjusted
regarding the cell type to obtain similar cell densities between
mono- and coculture.
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HUVECs and HBMSCs were printed, either alone
(monoculture) or together (coculture), as lines (1000 ym
long) of cell-ink drops forming cell islets at each 250 ym.
Adjacent lines were either separated by 500 or 1000 ym
(Figures 1(b) and 1(c)). For each condition, distances between
adjacent cell islets or lines were measured using Image]
software (Figure 1(c)). HUVECs, expressing the tdTomato
reporter gene, were printed alone at either 500 yum or
1000 ym of distance between adjacent lines. Cell tropism,
either toward the formation of a continuous line or toward
spreading, was monitored.

3. Results

The printing of HBMSCs and HUVECs allowed verifying
the precision of the printing procedure. Printing the cells
at a laser pulse repetition rate of 1kHz allowed reaching an
appropriate printing precision. The spot diameter was 170 +
22 ym, the interdot distance was 258+16 ym, and the interline
distance was 520 + 18 ym or 1007 + 28 ym (mean + SD) for
500 and 1000 ym distances, respectively (Figure 1(d)). This
data allows evaluating the precision of the laser bioprinter and
determining that the standard error was +20 ym. This error
was found to be sufficient for the present study. Therefore, a
center-to-center distance of 250 ym between spots was found
to be appropriate to obtain a guided cell migration; a distance
of 500 um between lines was selected to allow for migration
between the lines in monoculture experiments.

When imaged after 24 hours, tdTomato HUVECs printed
with an interline distance of 500 ym had spread homo-
geneously on the collagen hydrogel (Figure 2). When the
distance was increased to 1000 um, the pattern was still
discernable after 24 hours, despite cells’ spreading (Figure 2).
Therefore, when printed alone, HUVECs tend to migrate
toward spreading on the collagen gel, regardless of the
distance between the lines.

Bioprinting with the laser-assisted technology allowed us
to easily form a pattern of ECs over a collagen matrix and
evaluate if ECs display a preferential migration toward the
closest cell islets or toward spreading uniformly. We observed
that, in the absence of mesenchymal cells, endothelial cells
migrated randomly on the matrix.

When HBMSCs were printed alone with the same param-
eters (250 um x 500 um), they display a negligible migration
on the collagen gel and tend to stay in lines for the first
24 hours (Figure 3). Interestingly, when cells were printed
together to create a coculture (HUVECs tdTomato and
HBMSCs, ratio 1:1), the HUVECs stay in the printing line
instead of migrating in every direction (Figure 3).

4. Discussion

Our results indicate that coculture with mesenchymal cells is
sufficient to allow for endothelial cells to stay in the printed
area and to eventually form capillaries. This effect could be
explained by the stabilization effect of MSC on capillaries [22,
23], which plays a role for the formation of a vascular network
[24]. Indeed, the presence of mesenchymal cells printed
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FIGURE 1: LAB setup and cell patterns. (a) The LAB setup: (1) laser beam, (2) donor gold-coated slide to generate the jet (the cell-containing
solution is facing (3)), and (3) receptor collagen-coated slide. The red dots in (3) represent the cell islets on the collagen hydrogel postprinting.
(b) Cell spots were printed at each 250 ym in a given line segment and consecutive line segments were separated by either 500 yum or
1000 ym. (c) Examples of HBMSCs postprinting visualized by bright field view (laser energy 25 uJ) and tdTomato-expressing HUVECs in
epifluorescence (laser energy 20 uJ). (d) Mean distances between spot centers (n = 60) and between segments (n = 30 for each distance),

measured on the collector slide with Image]J®.

together with endothelial cells allowed reducing endothelial
cell migration. The long-term goal of the project presented
here is to generate vascularized 3D bone tissue constructs
with the ultimate goal of accelerating inosculation of the
tissue-engineered graft. Control of the vascular network
architecture is very important in the development of more
complex bone tissues and being able to concentrate the ECs

where they are needed is a precious advantage over random
seeding of endothelial cells. Moreover, the precise positioning
of other cell types is also possible with this bioprinting
approach.

Canver et al. reported that the migration speed of a
confluent monolayer of endothelial cells on collagen gel falls
between 300 and 700 um for the first 24 hours, depending
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FIGURE 2: HUVEC: spreading 24 hours after bioprinting. Comparison of the pattern of printed tdTomato HUVECs at 250 ym between dots
and either 500 or 1000 ym between segments at 1 and 24 hours after printing. Images are representative of n = 3 experiments. Scale bar:

1000 pm.

on the substrate stiffness [25]. In our study, cells migrated
approximately 250 ym in the same period. Differences may
be attributable to the lower concentration of cells and to the
bioprinting procedure.

The potential of endothelial cells to form tubular-like
structures in vitro when cocultured with HBMSCs was
demonstrated in multiple studies [22, 26-28]. However, the
use of bioprinting to precisely deposit the cells into lines
is scarce. Other groups have printed endothelial cells using
laser-assisted bioprinting [29-31]. In Wu and Ringeisen’s
work, LAB was used to pattern HUVECs and human umbili-
cal smooth muscle cells on Matrigel™ [32]. However, they did
not study cell migration. Moreover, they used smooth muscle
cells instead of BMSCs and Matrigel instead of collagen. In
a recent publication by Takehara et al., ECs were patterned
in a mesenchymal cell sheet using selective adhesion on the
surface in order to generate a vascularized tissue with a
precise architecture [33]. Even if their approach is similar to
ours in terms of outcomes, bioprinting of the ECs is a more
straightforward approach.

The use of LAB is particularly appropriate in order to
create a 2D pattern of endothelial cell or coculture models on
a collagenous extracellular matrix. Indeed, it allows precise
printing of cells at high concentration without experiencing
head-clogging problems. Printing at high cell concentration

is important and allows a rapid formation of pseudocap-
illaries. Superposition of layers of collagen hydrogel with
subsequent printing of endothelial cell patterns should allow
the creation of a 3D construct.

This study shows that LAB is an appropriate tool for the
deposition of ECs in tissue-engineered constructs and could
be used to study cell migration in order to evaluate the influ-
ence of factors such as another cell type. It was demonstrated
that mesenchymal stem cells have a great influence on ECs
fate in vitro, by guiding their self-organization. This study
sets the basis of ECs bioprinting on a collagenous hydrogel in
coculture with mesenchymal cells. Future works will evaluate
the behavior of the microvascular network on a longer time
frame, including validation of the presence of a lumen in
interconnecting capillaries. Furthermore, the capability to
form 3D constructs will be evaluated by the superposition of
multiple collagen layers with printed HUVECs and HBMSCs.
Those studies will allow for the creation of tissue-engineered
bone substitutes with precise microvascular-network archi-
tecture and therefore allow for a faster inosculation of the
substitute following implantation and the reproduction of a
physiological histoarchitecture.
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FIGURE 3: Distribution of HBMSCs and tdTomato HUVECs printed in monoculture versus coculture. (a) Percentage of HUVECs in the

printing line at 1, 6, and 24 hours after bioprinting depending on the culture condition (mono/coculture) (*** p < 0.001). (b) Representative

images of follow-up over time of HBMSCs (upper line), tdTomato HUVECs (middle line), and tdTomato HUVECs-HBMSCs (lower line) at
1, 6, and 24 hours after printing, using an inverted microscope (Axiovert). In red: HUVECs, expressing td Tomato. Images were representative

of n = 7 experiments. Distance between segments: 500 ym.
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1.3. Conclusions

Les résultats de ce travail montrent que, lorsqu’elles sont imprimées en
monoculture, les cellules endothéliales proliférent sur 'hydrogel dans toutes les directions,
quelle que soit la distance entre les ilots d'impression. Lorsqu’elles sont imprimées en
coculture avec des cellules mésenchymateuses, les cellules maintiennent leur position
dans la zone d'impression. La présence de cellules mésenchymateuses semble donc
indispensable pour créer un motif de cellules endothéliales qui sera préservé dans le

temps, et éventuellement faciliter la formation de structures capillaires.

Les MSCs sont connues pour avoir un effet de stabilisation sur les capillaires, et
jouent donc un réle essentiel dans la formation et le maintien des réseaux vasculaires. Ce
role stabilisateur est également essentiel dans l'optique de pouvoir controler I'architecture

du réseau vasculaire au sein des constructions d'ingénierie tissulaire tridimensionnelles.

Cet article constitue une étude préliminaire, basée sur la bioimpression de cellules
endothéliales sur un biopaper de collagéne en coculture avec des cellules
mésenchymateuses. Il introduit larticle suivant qui vise a déterminer les parametres
d'impression et de culture cellulaire permettant la formation d'un réseau micro-vasculaire

organisé.
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2. CREATION D’UN RESEAU MICRO-VASCULAIRE
ORGANISE PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR
LASER IN VITRO

2.1. Introduction

Basé sur les résultats de l'article précédent mettant en évidence I'intérét de la
coculture pour la préservation du motif cellulaire bioimprimé, il a été choisi de poursuivre
les expérimentations en maintenant cette association cellules endothéliales / cellules

mésenchymateuses.

L’objectif principal de ce deuxieme article était de produire un réseau micro-
vasculaire organisé par bioimpression assistée par laser in vitro, en vue de transposer par

la suite le modéle mis au point pour les expérimentations in vivo.

Pour cela, des cellules endothéliales (tdTomato EPCs) ont été imprimées par
Bioimpression Assistée par Laser selon un motif défini sur un hydrogel de collagene
préalablement ensemencé avec des cellules souches mésenchymateuses (SCAPs). Le motif
imprimé consistait en plusieurs lignes de spots, avec un espace de 60 um entre chaque
spot et 1250 um entre chaque ligne d'impression. La précision des motifs, leur préservation
et leur évolution a différents temps post-impression ont été analysées par microscopie a

fluorescence. Les réseaux ont ensuite été caractérisés a 'aide d'Imaged.

Tout d’abord, la concentration des cellules endothéliales dans la bioencre a été
optimisée afin de favoriser la formation d’'un réseau micro-vasculaire selon le motif choisi.
La corrélation entre la densité locale des cellules endothéliales et la formation d'un réseau
micro-vasculaire a été évaluée. Puis, une stratégie basée sur le recouvrement de
I’échantillon par un second biopaper a été développée afin d’'optimiser la formation du
réseau et sa stabilité. Enfin, trois motifs adaptés a la taille de défaut osseux critique de

calvaria chez la souris ont été testés pour des futures applications in vivo.
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2.3. Conclusions

Les expérimentations menées dans le cadre de cet article ont permis de définir les
conditions d'impression et de culture optimales pour obtenir un réseau micro-vasculaire
organisé in vitro. La précision et la reproductibilité du laser ont permis de quantifier la
densité cellulaire locale en cellules endothéliales nécessaire pour I'obtention de réseaux
(2176 + 556 cellulessrmm?). Cette forte densité cellulaire était obtenue avec une
concentration de la bioencre de 70 millions de cellules/mL et une énergie laser de 26 pd.
En cohérence avec la revue de la littérature, ’'adjonction d'une matrice collagénique et de
facteurs de croissance (VEGF) s’est avérée nécessaire pour le maintien du motif et la
préservation du réseau dans le temps. L'originalité réside ici dans le fait que I'on ne parle
plus de « ratio» idéal de coculture pour la formation du réseau, mais plutét de densité

locale en cellules endothéliales.

La caractérisation des réseaux n’a pas permis ici de mettre en évidence la présence
d’une lumiere a un temps précoce (J6), cependant la présence de composants matriciels de
la lame basale (collagéne IV et laminine) a été démontrée dans les échantillons en
coculture. In vitro, d’autres cellules et facteurs seraient nécessaires pour permettre la
formation d’'un réseau fonctionnel et stable (péricytes, FGF2, SDF-1, CSF, IL-3), de méme
que l'adjonction de stimuli mécaniques (microfluidique). Le but de cet article était de
déterminer les parameétres optimaux pour obtenir un réseau vasculaire organisé, afin de
le transposer in vivo. Dans ce contexte, nous privilégions l'effet de l'environnement

(cellules, stimuli chimiques et mécaniques) de I'organisme héte.

Basés sur la stratégie mise au point dans cet article, des motifs cellulaires adaptés
a I'impression in situ au niveau de défauts osseux critiques de calvaria ont été imprimés
et cultivés dans les mémes conditions que celles définies précédemment afin de vérifier
Pauto-organisation des cellules endothéliales et le maintien de 'organisation du motif au
cours du temps. Apreés validation, ces conditions ont été transposées dans le cadre
d’expérimentations in vivo afin d’évaluer I'effet de I'organisation de la pré-vascularisation
sur la régénération osseuse. Ces expérimentations font l'objet d'un article soumis

récemment dans la revue Biofabrication (Article III).
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3. EFFET DE LA PRE-VASCULARISATION ORGANISEE IN
SITU PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER SUR
LA REGENERATION OSSEUSE IN VIVO

3.1. Introduction

De précédentes expérimentations menées au laboratoire ont montré la possibilité
d’utiliser le LAB comme procédure per-opératoire grace a 'adaptation des parametres de
la station de travail pour la bioimpression in vivo. Ces deux premiéres études, menées par
Kériquel et al., visaient a promouvoir la régénération osseuse via 'impression in situ de
particules de nanohydroxyapatite et de cellules souches mésenchymateuses au niveau de
défauts osseux de calvaria chez la souris. Il paraissait intéressant de compléter ces
recherches et d’utiliser cette nouvelle méthode au service de la pré-vascularisation des
substituts osseux, en se basant sur le modele de coculture in vitro précédemment mis au

point.

L’objectif général de ce troisieme article était d'intégrer un réseau micro-vasculaire
organisé in situ par Bioimpression Assistée par Laser afin de favoriser la régénération

osseuse in UIvo.

Pour cela, la technologie de Bioimpression Assistée par Laser a été utilisée afin
d'imprimer des cellules endothéliales (HUVECs marquées a 'aide de la protéine RFP
« Red Fluorescent Protein ») in situ au niveau de défauts osseux de calvaria chez la souris,
préalablement recouverts de collagene contenant des SCAPs et du VEGF. Quatre
conditions ont été étudiées : une condition non imprimée dite « ensemencement aléatoire »
et trois conditions imprimées appelées « motif anneau », « motif disque » et « motif anneau

barré ».

Dans un premier temps, la précision des motifs in vivo ainsi que 'absence d’effet
délétere de la procédure de bioimpression in situ sur les tissus cérébraux murins ont été
vérifiés, respectivement par microscopie a fluorescence et IRM. Ensuite, I'influence de
Porganisation des cellules endothéliales sur I'organisation de la vascularisation, la densité
de vaisseaux et la régénération osseuse in vivo a été évaluée a l'aide d’analyses

histologiques et microtomographie aux rayons X (micro-CT).
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3.3. Conclusions

Les expérimentations menées dans le cadre de cet article tendent a montrer que le
LAB est un outil pertinent pour organiser une pré-vascularisation in situ dans le but de
promouvoir la régénération osseuse in vivo. Cette technologie a permis une impression
précise et non iatrogene des motifs cellulaires directement au niveau des défauts osseux
de calvaria chez la souris. Les densités cellulaires et les parametres dimpression
prédéfinis in vitro ont permis la formation de réseaux micro-vasculaires in vivo.
L'impression in situ a favorisé le maintien des réseaux formés au niveau du site
d'impression au cours du temps, comparativement a la condition « ensemencement
aléatoire ». La pré-organisation des cellules endothéliales a permis d’améliorer la
vascularisation et la régénération osseuse au sein des défauts. Plus précisément, les taux
de vascularisation (vascularization rate, vr) et les taux de régénération osseuse (bone
regeneration rate, br) ont montré des différences statistiquement significatives entre la
condition « ensemencement aléatoire » (vr=221.8+39.6%; br=146.4158.2%) et les motifs
« disque » (vr=425.4+77.3%; br=440.5+91.7%) et « anneau barré» (vr=576.8+140.3%;
br=748.5+273.5%).

Ces résultats suggerent que le LAB in vivo est une stratégie intéressante pour
introduire une pré-vascularisation in situ selon une architecture définie et promouvoir la
régénération osseuse. Cette technologie offre des perspectives intéressantes pour la

) . ., . . ) e .
pratique clinique, puisqu’elle permet d’envisager de contourner certaines difficultés liées
aux étapes in vitro de l'ingénierie tissulaire traditionnelle : diminution du risque de
contamination, réduction du temps de maturation et des délais d’implantation.
Cependant, un des challenges majeurs a relever en vue d'une translation clinique reste le

développement d’'une méthode de suivi in vivo, non invasive, des cellules imprimées.

Dans ce but, une nouvelle stratégie de suivi in vivo des motifs bioimprimés in situ
chez la souris a été développée afin de pallier les limites des méthodes d'imagerie déja
existantes, non adaptées a nos conditions expérimentales. Ces expérimentations ont fait

lobjet d’'un quatriéme article, publié en 2018.
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4. UTILISATION DE I’IRM POUR LE SUIVI DE MOTIFS
CELLULAIRES ORGANISES PAR BIOIMPRESSION
ASSISTEE PAR LASER

4.1. Introduction

L’une des problématiques majeures rencontrée lors des expérimentations de
bioimpression in situ réalisées dans le cadre de cette These a été le suivi in vivo du motif
imprimé. La quantité de cellules imprimées au sein du motif in vivo était en effet trop
faible pour pouvoir permettre leur détection via un fluorochrome classique ou via la
bioluminescence. Il est donc apparu nécessaire de développer parallélement aux

expérimentations in vivo des techniques permettant le suivi in vivo des cellules imprimées.

L’objectif de ce travail était d’'utiliser 'ITmagerie par Résonance Magnétique (IRM)
associée a un marquage des cellules par des microparticules de Fer (MPIO, micron-sized
superParamagnetic Iron Oxide) afin de suivre des motifs cellulaires organisés in situ par

la technologie de Bioimpression Assistée par Laser, in vitro puis in vivo.

Les expérimentations ont mis en jeu l'utilisation du LAB pour imprimer des SCAPs
(GFP- ou TdTomato- SCAPs) marquées au préalable a 'aide de MPIO. Différents motifs
ont été imprimés : lignes avec spots espacés de 60 micrometres entre chaque spot et 1250
micrometres entre chaque ligne ; un disque de 2mm de diameétre ; un anneau avec un
diameétre externe de 3mm et diameétre interne de 2mm. Ce dernier motif a été utilisé pour

les expérimentations de bioimpression in vivo.

Les concentrations optimales de particules de Fer ont été déterminées afin de
permettre un suivi in vitro et in vivo des cellules (SCAPs) marquées. La précision de
I'imagerie des motifs imprimés, via IRM et microscopie confocale, a été comparée. Les
densités cellulaires au sein des motifs et les signaux IRM correspondants ont également
été évalués. L'IRM a ensuite été utilisée afin de suivre les motifs imprimés in situ sur un

modele de défaut osseux critique de calvaria chez la souris.
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Recent advances in the field of Tissue Engineering allowed to control the three-dimensional
organization of engineered constructs. Cell pattern imaging and in vivo follow-up remain a major hurdle
in in situ bioprinting onto deep tissues. Magnetic Resonance Imaging (MRI) associated with Micron-
sized superParamagnetic Iron Oxide (MPIO) particles constitutes a non-invasive method for tracking
cells in vivo. To date, no studies have utilized Cellular MRI as a tool to follow cell patterns obtained
via bioprinting technologies. Laser-Assisted Bioprinting (LAB) has been increasingly recognized as a
new and exciting addition to the bioprinting’s arsenal, due to its rapidity, precision and ability to print
viable cells. This non-contact technology has been successfully used in recent in vivo applications. The
aim of this study was to assess the methodology of tracking MP10-labeled stem cells using MRI after
organizing them by Laser-Assisted Bioprinting. Optimal MPIO concentrations for tracking bioprinted
cells were determined. Accuracy of printed patterns was compared using MRI and confocal microscopy.
Cell densities within the patterns and MRl signals were correlated. MRI enabled to detect cell patterns
after in situ bioprinting onto a mouse calvarial defect. Results demonstrate that MRI combined with
MPIO cell labeling is a valuable technique to track bioprinted cells in vitro and in animal models.

During the last decades, regenerative medicine has benefited from innovative approaches related to tissue engi-
neering. Among novel technological strategies, cell bioprinting has emerged as a promising tool to develop bio-
logical substitutes that allows accurate reproduction of a complex three-dimensional tissue architecture and cell
microenvironment, including cell-cell and cell-microenvironment interactions'2 Bioprinting is currently defined
as “computer-aided, automatic, layer-by-layer deposition, transfer and patterning of biologically relevant mate-
rials”"?. One of the main advantages of bioprinting is its ability to control structure and functional properties of
fabricated tissue-like structures*. Laser-Assisted Bioprinting (LAB) is an exciting new addition to the bioprint-
ing arsenal that traditionally consisted of inkjet and extrusion-based methods. Combined with other additive
manufacturing process, LAB has significant potential for applications in Tissue Engineering due to its ability to
create two- or three-dimensional constructs with desired resolution and organization®. LAB has been success-
fully used to print a large variety of biological components such as hydrogels, DNA, peptides and live cells®~.
This technology provides significant advantages such as rapidity, reproducibility, precision, high cell viability
and density*>!%. Because it employs a nozzle-free approach, LAB is able to overcome multiple issues related to
the orifice clogging, non-reproducibility due to solution viscosity and cross-contamination, which are common
among other bioprinting techniques. Moreover, as a non-contact technology, LAB has shown promise for in
vivo computer-assisted medical interventions and in situ tissue engineering applications, where other bioprinting
strategies may not work. Indeed, bioprinting is usually reported in the literature for in vitro or ex vivo experi-
ments''?, or for in situ bioprinting during relatively non-invasive surgical procedures such as skin regeneration'.
In contrast, LAB has been used, as a proof of concept, to print particles of nanohydroxyapatite, in situ, onto a
mouse calvaria defect'®. Further, in situ bioprinting of biological components and mesenchymal stromal cells
has been utilized to assess the impact of different geometric cell patterning, obtained by LAB, on bone regenera-
tion in vivo'®. To the best of our knowledge, these studies are the first experiments that demonstrated successful
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application of any bioprinting technology for in situ patterning in a context of bone regeneration. More complex
structures like cardiac patches have been designed by LAB; however, that process involved two separate steps: in
vitro creation of the patch followed by in vivo implantation®®.

Combination of bioprinting technologies with stem cell biology has become widespread in regenerative med-
icine. Among isolated stem cell populations, dental stem cells have many advantages, including their accessibility,
capacity for self-renewal, potential for multi-differentiation and possible autologous implantation. Several in vivo
studies demonstrated regeneration of bone and neural tissue following implantation of dental tissue-derived stem
cells’’~°. For example, Stem Cells from the Apical Papilla (SCAP) can differentiate into osteogenic, adipogenic,
chondrogenic, and neurogenic lineages under inductive conditions in vitro®. These stem cells have strong poten-
tial for regeneration of several tissues and are becoming increasingly important in both regenerative dentistry
and medicine. Therefore, in situ bioprinting of dental stem cells is a promising approach in tissue engineering,
especially for bone regeneration.

In situ bioprinting onto deeper tissues, such as bone, is associated with difficulties in cell pattern imaging and
in vivo follow-up. However, for the successful application of this technology it is crucial to track printed cells in
vivo in a non-invasive manner, in order to check the quality of printed patterns immediately after the bioprinting
process, to study their persistence and evolution over time, and to provide insight into cellular proliferation and
migration dynamics®!. To date, no technology has been able to achieve this.

Magnetic Resonance Imaging (MRI) is a non-invasive and non-irradiative imaging technique that allows per-
forming longitudinal studies and repetitive scans without harmful effects. It also enables gathering information
over the entire depth of a patient’s or an animal’s body. In order to specifically detect and track bioprinted cells,
Cellular MRI can be employed. Gadolinium ions need to be chelated to decrease their cytotoxicity, limiting their
internalization by cells?>. Mn-based contrast agents are very powerful T1 contrast agents, but their cytotoxicity
restrains their use?. Fluorine-based contrast agents are highly specific but, due to a low sensitivity, a high amount
of Fluorine atoms have to be present within the cell of interest®*. Thus, this type of labeling may be incompatible
with some cell types that have low labeling abilities. On the contrary, superparamagnetic particles, mostly based
on iron oxides, are efficiently internalized by many cell types. Consequently, this labeling is the most commonly
used in Cellular MRI. Among the range of commercially available T2 contrast agents, Micron-sized Iron Oxide
Particles (MPIO) contain the highest amount of iron oxide cores, which maximizes the sensitivity of detection
of the labeled cells on standard T2 and T2*-weighted MR images. These particles have been used in preclinical
studies as they are non-biodegradable, enabling a long follow-up of the labeled cells**-*. MPIO have already been
used to label mesenchymal stem cells (MSCs). It has been shown that they do not induce any cytotoxicity or dif-
ferentiation?®*!. Nevertheless, to our knowledge, no studies have considered cell labeling with MPIO in order to
follow cell patterns organized using bioprinting technologies.

Therefore, the objective of this work was to combine Laser-Assisted Bioprinting with the methodology of
tracking MPIO-labeled stem cells using MRI. Optimal MPIO concentrations for tracking in vitro and in vivo
bioprinted cells were determined. The precision of the printed patterns was compared using MRI and confocal
microscopy. Cell densities within the patterns and the corresponding MRI signals were also evaluated. MRI was
then used to track cell patterns after in situ bioprinting onto a mouse calvaria bone defect model.

Results

Determination of the optimal MPIO concentration for tracking bioprinted cell patterns using
MRI in vitro. In order to determine the optimal conditions to obtain sufficient MRI signal intensity for
tracking cell patterns in vitro, cells were incubated with different concentrations of MPIO (1:1000, 1:500, 1:200,
1:100 from the stock solution containing 4.5 mg Fe/mL). The bioprinting procedure of the MPIO-labeled cells
required a slight increase in the minimal energy (+1 pJ), but otherwise was similar to that for the unlabeled cells.
Immediately after printing, cell lines could be identified using T2*-weighted MRI (Fig. 1a). MRI Contrast-to-
Noise ratio of the labeled cells significantly decreased when the MPIO dilution was higher than 1:500. A MPIO
dilution of 1:200 was chosen as the optimal concentration because it led to a good sensitivity of detection on the
MR images and to the most accurate reproduction of printed patterns (Fig. 1b). A higher MPIO concentration
(1:100) resulted in less accurate printed patterns with multiple satellites onto the substrate.

Correlation between pattern cell density and MRI signal in vitro. Patterns printed with increasing
cell densities obtained by varying laser energy were correlated with MRI signal in vitro (Fig. 2a). As expected,
the thickness of the lines increased with the laser energy. As the density of the bioprinted cells increased from
1562 4118 to 1829 4209 and 2453 4371 cells/mm?2, the area covered by the MPIO-labeled cells on the MR
images increased from 21032 to 252 429 and 363 % 53 voxels, respectively. There was a significant linear cor-
relation was found between the area of the hypo-intense signal and the amount of bioprinted cells (R2=0.9991)
(Fig. 2b).

Visualization of cell patterns using MRI and confocal microscopy in vitro. Confocal microscopy
imaging of overlapping green (GFP-cells) and red (Flash Red-MPIO) fluorescence showed that MPIO particles
were highly internalized within the MSC cells (inserts). In order to determine the optimal cell patterns for use in
the subsequent in vivo studies, three different printed designs were tracked: a ring, a disk and parallel lines. The
accuracy of the printed patterns was determined by comparing MRI and confocal microscopy images (Fig. 3).
The results demonstrated that the MR images accurately reproduced the overall shape of the printed patterns,
and that the lines of less than 100 micrometers wide were easily detectable using MRI. The Supplementary Fig. 1
shows that even if some MPIO are detectable at the center of the ring by fluorescence, no signal is detected on the
corresponding MR image.
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Figure 1. Determination of the optimal MPIO concentration for cell incubation. (a) Pictures of MSC

pellets after their incubation with decreasing concentrations of MPIO (d:100, d:200, d:500 and d:1000 from

the stock solution at 4.5 mgFe/mL) and the corresponding MR T2*-weighted image (spatial resolution:

137 x 137 x 141 pm) after their bio-printing in a line pattern. (b) Graph showing the Contrast-to-Noise Ratio
(CNR) of the lines with background measured on T2*-weighted images in function of the MPIO dilution factor.
*means significantly different with d:500 and d:1000.

a)  Jaser
energies
b)
500+

400+ %
K] f
Q F
x
> 300
C o i
kY
Q
8 200 28
5 270

1004

0_

1500 2000 2500 3000
Cell Density / cells.mm’

Figure 2. Determination of the optimal cell density. (a) MR T2*-weighted images of the line pattern (spatial
resolution: 137 x 137 x 52 um) after the bioprinting of MPIO-labeled MSC with increasing density (laser energy
of 27 yJ, 28 uJ and 29 J). (b) Quantification of the above MR images through the measurement of the amount of
voxels per line in function of the density.

In vitro follow-up of the cell patterns using MRI.  In order to determine if an in vivo longitudinal
follow-up could be achieved, a 7-day in vitro follow-up of live MPIO-labeled MSC was performed (Fig. 4a).
During this time period, cells were proliferating (1 doubling per 2 days) and a progressive disorganization of
patterns was observed similar to that in monoculture®?. The MR images acquired with a short scan time (only
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Figure 3. MR and fluorescence detection of three different patterns of MPIO- and GFP- labeled MSC
immediately post-printing in vitro. The two left columns show MR T2*-weighted images of three different
printed patterns and their magnifications (spatial resolution: 137 x 137 x 52 um). The last three columns show
fluorescence microscopy images of the corresponding printed patterns, with respectively FlashRed-MPIO
signal, GFP signal, and the merged images. The white inserts show the high magnification view of a GFP- and
MPIO-labeled cell.
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Figure 4. In vitro longitudinal MR follow-up of the bioprinted cells. (a) MR T2*-weighted images (spatial
resolution: 137 x 137 x 52 um) acquired at day 1 (D1), 3 (D3) and 7 (D7) of the same live MPIO-labeled MSC
bio-printed in a line pattern (arrows). The corresponding magnified GFP-fluorescence images are shown below.
The far right MR image was acquired at D7 but with longer acquisition time. (b) Quantification of the surface
covered by the labeled MSC over time after their bio-printing in a 2 mm-disk (the corresponding magnified MR
T2*-weighted images are shown on the top of each graph bar).
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Figure 5. Post-mortem MR and fluorescence images of a mouse calvaria bone defect filled or not with MPIO-
labeled cells bio-printed in a ring pattern. A scheme of the position of the reconstructed curved MR slice

(red) is shown on top. The left column shows MR curved slice (spatial resolution: 97 x 94 x 94 pm) from mice
bioprinted or not (control) with cells. Dashed circles represent the position of the circular bone defect. Labeled
cells were bioprinted in a ring pattern between the dashed and plain circles. The middle column is identical

to the left one without any indication to better visualize the signal void generated by the labeled cells. The
corresponding fluorescence images are also shown on the right column. Scale bar represents 1 mm.

4 min) were nevertheless able to show the spread of the cells within the petri dish. The MPIO-labeled MSC were
still easily detectable on the MR images at 7 days in culture. High-resolution MR images were also acquired on
fixed cells at different time points after the bioprinting procedure of a disk pattern. For this, identical patterns
were bioprinted on multiple petri dishes to enable a longitudinal follow-up with fixed cells. MR imaging of fixed
samples at different time points showed that the area covered by the MSC and detected by MRI increased from
262+ 111 voxels at day 1 to 537 4-297 voxels at day 3 and 1121 4- 422 voxels at day 7 (Fig. 4b), confirming the
spread of the cells over time.

MRI detection of cells organized by Laser-Assisted Bioprinting in a mouse model of bone calva-
ria defect. The “ring” pattern was used for in situ bioprinting onto a bone calvaria defect in mouse, in order
to assess the feasibility of using MRI to track a precise pattern in vivo. First, a well-defined ring of printed cells
was observed within the bone defect by fluorescence microscopy. Then, high-resolution 3D MRI was performed
to image the defect post mortem. The MR images showed a ring within the defect with a lack of signal that likely
corresponded to MPIO-labeled printed cells. In a control mouse, where the defect had not been filled with bio-
printed cells, the entire defect appeared as an area with a homogeneous grey signal on the MR images (Fig. 5).

Discussion

This paper reports the first MR images of laser-assisted bioprinted cells labeled with a contrast
agent. For this purpose, mesenchymal stem cells were used due to their strong potential for tissue regener-
ation®. In addition, labeling of these cells is particularly efficient with MRI contrast agents, and does not alter
neither their proliferation nor their differentiation®*-*. Nevertheless, it is important to note that the viscosity of
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the bio-ink was modified when the cells were iron-labeled. This can be due to the higher granularity of the cells
because of the MPIO trapped in multiple vesicles within the cells. Increasing the energy of the laser enabled to
efficiently deposit the cells on the biopaper and create different patterns in vitro. It appears that a compromise is
required between cell signal (increasing with MPIO concentration) and resolution of the pattern (decreasing with
MPIO concentration).

After bioprinting, MR imaging was performed using T2*-weighted sequences at 7 T in combination with a
device adapted to in vitro experiments and a dedicated mouse head coil (4 x 4 array) for imaging the mouse head.
The loop coil used for the in vitro imaging has a very high sensitivity and it enables to image the whole surface of
a petri dish. Nevertheless, due to the low amount of liquid present in the petri dish (3 mL representing 3.5 mm
high), reference tubes containing water had to be placed under the coil. With such a set-up, images with very
high spatial resolution were acquired. In order to recover a high signal to noise ratio, acquisitions of several hours
were performed. Even though acquisition of less than 5min were enough to detect all the specific patterns that
were tested, these specific parameters enabled to detect a very small amount of cells and to easily distinguish the
geometric bio-printed patterns. In particular, lines of cells of a thickness of less than 200 pum separated by only
1250 pm were detected with a high contrast in vitro. These results were confirmed by fluorescence microscopy
through the co-localization of the GFP-expressing cells and the FlashRed-MPIO. MPIO are of great importance
for this kind of project. Indeed, due to their high sensitivity of detection and the large signal void that they
generate®®!!, single labeled cells have been detected in vivo*>**. Here, we demonstrated that, a low incubation
concentration (4.5 ug/mL) was enough to detect the patterns. Lower concentrations might be considered, but
the sequence parameters (especially the TE) would have to be adapted in parallel to increase the sensitivity of
detection. Nevertheless, there is a compromise between increasing the T2* sensitivity of the MPIO by lengthen-
ing TE and the spatial resolution necessary to detect lines of bio-printed cells. Indeed, in our study, the TE was
maintained <7 ms to not generate large signal voids, that could prevent the detection of thin patterns.

In addition, this parameter limited the detection of free MPIO that could have been bioprinted with the labe-
led cells. As already demonstrated by Dodd et al. and Ribot et al., iron particles need to be compartmentalized
within cells to be detectable4*>.

The in vitro experiments also demonstrated that, through the measurement of the surface of the hypo-intense
signal generated by the MPIO, it was possible to follow the spread of the labeled cells over time, even if they are
actively dividing.

In a model of mouse calvaria, the bioprinted MPIO-labeled cells were detected with a very strong MR
hypo-intense signal. Therefore, in the case of bioprinting in a smaller defect, even if fewer cells will have to be
printed, their detection should be achievable. In addition, the ability to detect the MSC in vitro 7 days after
their printing suggests a possibility for an in vivo follow-up. In this paper, the MR scanning was performed
post-mortem in order to prevent any motion blurring on the high-resolution MR images and thus optimize the
cell detection. Our results suggest, however, that a longitudinal study that wound focus on cell migration, prolif-
eration and bone regeneration is feasible. In order to improve the in vivo vascularization, several types of cells can
be bioprinted on the same defect. To specifically track each kind of cells, labeling with different contrast agents
(para- and superpara- magnetic ones) can be achieved. In that case, T1 and T2*-weighted MR images could be
acquired over time*®. Other existing models obtained using in situ bioprinting technology can also benefit from
our MRI protocol, in order to localize printed cells onto deep tissues and to investigate cell dynamics in vivo. An
elegant ex vivo model for studying cancer cell behavior has been designed by Burks et al. and allowed optical
follow-up. With our method, in vivo studies can be performed with similar results quality and a more relevant
animal model?’.

In the perspective of translating this methodology to humans, biodegradable contrast agents will have to
be employed. Biodegradable MPIO have already been synthesized*. Also, fluorine-based contrast agents have
been recently used to detect dendritic cells at 3 T in cancer patients*. In parallel, laser-assisted bioprinting work-
stations could be designed to be used inside a sterile operating room and would constitute a new therapeutic
approach, personalized and “tailor-made’, allowing for precise organization of cells or biomaterials to implant at
a micron scale. In this work, we chose to analyze patterns created by LAB among other bioprinting technologies
in order to demonstrate the accuracy of the method. LAB was the ideal technology because the size of droplets
generated by LAB is the lowest possible and the positioning of cells is the most precise, compared to other meth-
0ds*. Therefore, ink-jet and extrusion-based bioprinted pattern would also be compatible with MRI follow-up.

One of the limitations of the study is the long acquisition times. To shorten these durations, the TE of the
sequence can be lengthened to increase the sensitivity of detection. A bSSFP sequence has been shown to improve
the sensitivity of detection of MPIO trapped within cancer cells in the brain when TE/TR were set long compared
to Gradient Echo sequence®. In addition, using this sequence single labeled macrophage was detected in vivo in
the mouse brain®2. This sequence offers the advantage of obtaining 3D images. Nevertheless, the inherent pres-
ence of banding artifacts across the images necessitates the acquisition of several images which lengthen the exam
duration. Other sequences might be useful to quantify the amount of contrast agents, like a T2 or T2* parametric
sequences. Nevertheless, these sequences are usually less sensitive and/or require long scan duration.

In conclusion, the results presented here demonstrate the potential of using MRI and MPIO-labeled cells to
track cell patterns organized in situ by Laser-Assisted Bioprinting onto mouse calvaria bone defect.

Future work will be focused on in situ Laser-Assisted Bioprinting of endothelial progenitor cells in order to
assess the role of vascularization on bone regeneration in vivo. The results of this study can potentially have an
impact on a wide range of applications, such as in wound healing and other conditions where tissue regeneration
and the acceleration and enhancement of vascularization are needed. MRI would help achieve a better control of
the procedure, monitor the implanted cells and evaluate the healing. Indeed, MRI may be the optimal biomedical
imaging technique to visualize specific cells even in deep organs.
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Methods

Laser-Assisted bioprinting set-up. The LAB workstation used in this study was previously described®*.
Briefly, the laser source consisted on a solid Nd:YAG crystal laser (Navigator I, Newport Spectra Physics, 1064 nm,
pulse duration of 30 ns). The scanning system comprised two galvanometric mirrors (SCANgine 14, ScanLab),
with a scanning speed of 2000 mm/s. The laser beam was focused on a quartz ribbon that was coated with a thin
absorbing layer of gold (60 nm) and a 30 um layer of cell bioink (donor slide). A dedicated software was used to
control pattern design and substrate position. All experiments were performed in air, at room temperature (RT),
with a distance of 1000 um between the ribbon and the substrate. The transfer process was performed using a
repetition rate of 1 kHz.

Substrate preparation. Rat tail collagen type I (Collagen High concentration; Corning, Bedford, MA,
USA) was diluted in DMEM to a final concentration of 2 mg/mL. For in vitro experiments, 141 L of this collagen
solution was spread at 4 °C onto the quartz substrate. This receiving layer was allowed to solidify for 1h in con-
trolled atmosphere (5% CO2, 95% RH, 37 °C) prior to perform printing experiments. For in vivo experiments,
collagen was printed directly to the dura mater of the mouse. In the case of the negative control, without cell
printing, bone defect was entirely filled with collagen solution.

Cell culture. Stem cells from Apical Papilla (SCAPs) were used throughout this study. Cells were isolated
from germs of third molars, obtained from young patients at the Service de Chirurgie Buccale du Centre
Hospitalier Universitaire de Bordeaux. All experimental protocols were approved (Ministerial approval “DC-
2008-412”; Convention INSERM-CHU de Bordeaux). All experiments were performed in accordance with rele-
vant guidelines and regulations. Oral informed consent to have their samples be used for research purposes was
obtained from all patients or, if patients were under 18, from a parent and/or legal guardian. Samples were treated
anonymously. In order to allow the follow-up of cell upon in vitro and in vivo printing, SCAPs were transduced
with GFP-expressing lentiviral vectors for in vitro experiments, and TdTomato-expressing lentiviral vectors for
in vivo experiments. GFP- and TdTomato-labeled SCAPs were cultured separately in plastic dishes in Minimum
Essential Medium alpha (a-MEM, Gibco, Paisley, Scotland, UK) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS, GE Healthcare, Pasching, Austria), in a controlled atmosphere (5% CO2, 95% RH, 37 °C). Passage 6 to 12
were used for the bioprinting experiments.

Cell labeling with MPIO.  SCAPs were labeled with Micron-sized Superparamagnetic iron oxide particles
(SuperParaMagnetic Microspheres, Mean Diameter: 0.90 pm, Color: Flash Red, Bangs Laboratories, Fishers,
Indiana, USA). Cells were cultured during 24 hours before printing with different concentrations of MPIO
(Stock solution containing 1.278 x 10 MPIO/mL (~4.5 mgFe/mL); incubation of 100 uL/10 mL; 50 uL/10 mL;
20uL/10mL and 10uL/10mL noted 1:100, 1:200, 1:500 and 1:1000) depending on the experiment. Cells were
washed 2-3 times with PBS, harvested using trypsin-EDTA and centrifuged twice at 1000 rpm for 5min to
remove the excess of MPIO that were not internalized by the cells.

Bioink preparation and printing parameters. SCAPs were detached from the plastic dish with a solu-
tion of trypsin. Cells were suspended in a-MEM supplemented with 10% fetal bovine serum. Cell bioink con-
centration was 70 x 106 cells/mL. A 3 cm diameter quartz slide (Société VM, Epinal, France) was coated with a
thin absorbing layer of gold (60 nm) using a sputter coater (EMSCOPE SC500, Elexience). Then, 30 pm-thick film
of cell bioink (33 pL) was manually spread on the ribbon surface. The laser focused on the gold layer induces the
transfer of droplets of cells onto the collagen-coated substrate according to the selected pattern. In the present
study, three geometries of pattern were chosen: successive lines with droplets spaced from 60 pm between spots
with 1250 pm between each line of spots, a disk with 2 mm diameter and a ring with external and internal diame-
ter of 3 and 2 mm respectively. Depending on the experiment, laser energies from 27 pJ to 29 uJ were used in order
to modify cell densities of printed patterns™.

In vitro labeled cells follow-up. A 7-day in vitro follow-up of live or fixed MPIO-labeled MSC was per-
formed. To do so, four sets of experiments were started in parallel. The first set included the bioprinting of live
cells and low resolution MR scanning at Day 1, 3 and 7. The same petri dish was thus imaged for 4 min and then
put back in the incubator until the next MRI session (Fig. 4a). The last three sets of experiments included the
bioprinting of live cells, their fixation at Day 1, 3 or 7 and high resolution MR scanning (Fig. 4b).

Animal procedures. The procedures and mice handling were based on the principles of Laboratory
Animal Care formulated by the National Society for Medical Research and approved by the Animal Care and
Experiment Committee of University of Bordeaux, Bordeaux, France (Ref. 201701051243776-V2 APAFIS #8442).
Experiments were carried out in accredited animal facilities following European recommendations for laboratory
animal care (EU Directive 2010/63/EU for animal experiments). Two 10-week-old NOG female mice, weighting
25-26 g (Charles Rivers, France), were used in this work to compare MRI imaging between a mouse with and
without bioprinting procedure. The surgical procedure used in this study was previously described'*. Briefly, mice
were anesthetized with a solution of Ketamin (Imalgen, Merial, France) and Xylazin (Rompun, Bayer, France)
through intraperitoneal injection. After performing skin antisepsis (Betadine), an incision was made in skull
midline and the scalp was dissected to expose the calvaria. One lateral 3.3 mm diameter circular bone defect was
achieved using a 3.3 mm diameter trephine (Praxis I'instrumentiste, France). One mouse was used for laser bio-
printing procedure while the other was used as negative control. Surgical site was irrigated with Sodium Chloride
Solution (Proamp 0.9%, Laboratoire Aguettant, Lyon, France). Then, the mouse was placed inside the LAB work-
station for in situ printing experiment. For the “negative control” mouse, only collagen solution was used in
order to fill the bone calvaria defect. At the end of the experiment, tissues were repositioned and sutured using
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Figure 6. MR set up for the in vitro MR imaging of Petri dish containing MPIO-labeled cells bioprinted in
different patterns. The coil is represented as the two golden rings, where the petri dish is attached on. Two tubes
filled of water are positioned under the coil for the MR adjustments. Bioprinted cells are shown in green and are
immersed in cell culture medium.

3/0 vicryl (Johnson and Johnson, USA). Animals were placed in a warm environment before to be taken back to
animal facilities. The mice were sacrificed by cervical dislocation, practiced by qualified staff.

Post-printing characterization and image analysis. Accuracy of the patterns was analyzed in vitro by
confocal microscopy (Leica TCS SPE, DMI 4000B, Mannheim, Germany) and in vivo by fluorescence microscopy
(Leica MZ10 F, Leica Microsystems Ltd, Heerbrugg, Schwitzerland). Cell Counter plugin of image processing
software ImageJ (Open source, Public domain) was used to calculate cell density in patterns post-printing with
defined areas.

Magnetic Resonance Imaging
Magnet and gradient system. Al experiments were performed on a 4.7 Tesla Bruker Biospec system
(Ettlingen, Germany) equipped with a gradient system capable of 660 mT/m maximum strength and 110 s rise
time. For the in vitro experiments, a circular surface coil (20 mm diameter, DotyScientific) was used for signal
excitation and reception. Two vials fulfilled with water were placed below the coil for MR system adjustment and
a thin plate was placed above to precisely installed a Petri dish containing bio-printed cells (Fig. 6).

For the post mortem imaging, the animals were positioned within the magnet with the head placed at the
center of a 4-element (2 x 2) phased array surface coil (dimensions: 26 x 21 mm?2).

MR sequences. All the MR images were acquired using a T2*-weighted gradient echo sequence. For
the detection of each pattern (Fig. 3), the following parameters were used: Echo Time/Repetition Time (TE/
TR) =2.3/6 ms; Field of View (FOV) =35 x 35 x 5 mm; matrix =256 x 256 X 96; flip angle = 10° number of
excitations = 64; reception bandwidth = 150 kHz; Acquisition time =2h 37 min. For the Density experiment
(Fig. 2), the same parameters were used, except: TE/TR = 6.5/13 ms; reception bandwidth = 30 kHz; Acquisition
time = 5h 40 min. For the MPIO incubation concentration dilution experiment (Fig. 1), the following parameters
were used: TE/TR =3.4/7.5ms; FOV =35 x 35 x 18 mm; matrix =256 x 256 x 128; flip angle = 10°; number of
excitations = 1; reception bandwidth = 50 kHz; Acquisition time =4 min 5 s. These parameters were also used for
the in vitro follow-up experiment on the live cells (Fig. 4a). For the follow-up realized on fixed cells (Fig. 4b), the
same parameters as for the Density experiments were used.

For the post mortem experiments (Fig. 5), the following parameters were used: TE/TR = 3.7/8 ms;
FOV =25 x 18 x 6 mm; matrix =256 x 192 x 64; flip angle = 10° number of excitations = 256; reception band-
width =50kHz; Acquisition time="7h.

MR image analyses. The images were analyzed using the Amira (TGS, San Diego, CA, USA) and IgorPro
(Wavemetrics, Lake Oswego, OR) data processing softwares. The mean Contrast-to-Noise ratio (CNR) between 3
lines of labeled cells and background medium was measured for each MPIO concentration used. In addition, the
signal areas covered by 3 disks were measured over time and the signal areas covered by at least 7 “line” patterns
were measured as a function of the Density. To do so, a semi-automatic segmentation was performed to select
pixels containing a signal lower than 3 times the background signal of the culture medium.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (GraphPad, San
Diego, CA, USA) using a Student t test. Differences were considered to be statistically significant with p < 0.05.

Data Availability
All data generated or analysed during this study are included in this published article.
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4.3. Conclusions

Cet article original montre les premieres images en IRM de cellules bioimprimées
par LAB et marquées par un agent de contraste. I’adaptation du dispositif d’acquisition

IRM a permis dans un premier temps d'imager les échantillons de bioimpression in vitro.

Les concentrations optimales d’incubation de MPIO ont été déterminées (1 :200)
afin de permettre une bonne sensibilité de détection sur les images IRM et une
reproduction précise des motifs imprimés. Une corrélation linéaire a été retrouvée entre
les signaux IRM et la densité cellulaire des motifs bioimprimés. La comparaison des
images obtenues par IRM et par microscopie confocale a permis de mettre en évidence la
précision de I'TRM pour imager les motifs d'impression. Un suivi sur 7 jours a également
été réalisé permettant de vérifier que les cellules étaient suivies en temps réel (et les

particules seules), et que le signal était conservé au cours du temps.

Enfin le motif anneau a été imagé in vivo. Les résultats ont ainsi démontré la
possibilité d’utiliser 'TRM couplé a un marquage cellulaire par MPIO pour suivre des
motifs organisés in situ par Bioimpression Assistée par Laser sur un défaut osseux de

calvaria chez la souris.

Le développement d'une méthode efficace de suivi in vivo, non invasive et non
destructive, est une étape primordiale pour pouvoir envisager une application clinique de
la Bioimpression Assistée par Laser. L'IRM, associé aux MPIO, pourrait permettre un
meilleur contréle de la procédure de bioimpression, un suivi de 1’évolution des cellules

1mplantées et une évaluation de la cicatrisation, et ce méme en profondeur.
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La capacité de la Bioimpression Assistée par Laser a reproduire avec précision le
microenvironnement des cellules et la microarchitecture des tissus natifs fait de cette
technique un outil prometteur pour la recherche fondamentale, I'ingénierie tissulaire et la
médecine régénérative. Des modeéles in vitro peuvent étre générés pour des études
pharmaceutiques, des recherches sur des maladies, des tests de biomatériaux, des tests de
toxicité et des études portant sur les interactions cellulaires. De plus, plusieurs
applications cliniques peuvent étre envisagées, allant de la pré-vascularisation de
substituts transplantables pour la régénération osseuse a la réparation nerveuse,

cardiaque et cutanée.

Dans le cadre de ce travail, nous avons pu déterminer les parametres d'impression
et conditions de culture optimaux afin de générer des réseaux micro-vasculaires avec une
architecture définie, en s’appuyant sur la précision et la reproductibilité du LAB. L’énergie
d'impression, la densité locale en cellules endothéliales du motif bioimprimé et la
composante matricielle idéales ont pu étre définies. Ce modéle a ensuite été transposé in
vivo pour étudier l'effet de 'organisation de la pré-vascularisation sur la régénération
osseuse. Les résultats ont montré un bénéfice de la pré-organisation des cellules
endothéliales sur la vascularisation et la régénération osseuse des défauts critiques,
comparativement a 'ensemencement aléatoire des cellules. Plus précisément, les motifs
« disque » et « anneau barré » ont montré étre les conditions les plus favorables a la
promotion de la vascularisation et de la régénération osseuse. En paralléle, une nouvelle
méthode pour imager les motifs in vivo par IRM a été développée, afin de répondre a la

problématique du suivi cellulaire aprés bioimpression in situ.

Une synthese des différents résultats obtenus dans le cadre de cette These est présentée

dans la figure ci-apres (Figure 41).
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INFLUENCE DES CELLULES MESENCHYMATEUSES SUR LA PRESERVATION DU
MOTIF DE CELLULES ENDOTHELIALES OBTENU PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER

* En monoculture, les motifs de cellules
endothéliales se désorganisent en moins de 24h

*« En coculture avec des cellules
mésenchymateuses, le motif d'impression est
préservé

= La coculture cellules endothéliales/cellules
mésenchymateuses garantit la préservation du
| motif d'impression au cours du temps et facilite
" lauto-organisation des cellules endothéliales
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/ CREATION D’UN RESEAU MICRO-VASCULAIRE ORGANISE \
PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER IN VITRO

BioMed Research International

* Détermination des parameétres optimaux pour l'obtention
de réseaux microvasculaires avec une architecture définie :
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Energie laser : 26 W
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* Génération de modeéles pour transposition in vivo
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h 4

EFFET DE PRE-VASCULARISATION ORGANISEE IN SITU
PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER SUR LA REGENERATION OSSEUSE IN VIVO

*  Effet bénéfique de la pré-organisation in
situ des cellules endothéliales sur la
vascularisation et la régénération osseuse

-> Jaux de vascylarisation® : « Random seeding »

(221.8 + 39.6%) vs « Disc » (425.4 + 77.3%) &

« Crossed circle » (576.8 £+ 140.3%)

- i * : « Random

seeding » (146.4 = 58.2%) vs « Disc » (4405 £

91.7%) & « Crossed circle » (748.5 + 273.5%)
(*p<0.05) /

WA

/ UTILISATION DE L'IRM POUR LE SUIVI DE MOTIFS CELLULAIRES ORGANISES \
PAR BIOIMPRESSION ASSISTEE PAR LASER

Article lll
Projet d‘article

Wi + Détermination des paramétres optimaux pour le
suivi des motifs par IRM in vitro :

Concentration MPIO : 1/200 (solution stock 4.5mg Fe/mL)

Adaptation énergie laser : +1 pJ

Corrélation densité cellulaire/signal IRM : : r* = 0.9991

> Visualisation précise du motif in vitro par IRM

- Possibilité de suivi longitudinal

Article IV

Scientific Reports

« Détection des motifs bioimprimés in vivo par IRM

.-/ i

FIGURE 41 : SYNTHESE DES RESULTATS DU TRAVAIL DE THESE
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Plusieurs perspectives de travail sont envisagées a la suite de cette These :

= Suivi in vivo des motifs bioimprimés a laide de nanoparticules fluorescentes

organiques

Une collaboration a été initiée récemment avec 'UMR 5255 CNRS/Université de Bordeaux
(ISM-Institut des Sciences Moléculaires) en vue de développer une nouvelle méthode de
suivi des motifs bioimprimés, grace a des techniques d'imagerie par fluorescence in vivo.
Outre le controle du motif post-impression, I'imagerie par fluorescence nous permettrait
d’avoir un suivi plus précis de 'organisation des réseaux micro-vasculaires par les cellules
endothéliales au cours du temps. Ces nouvelles expérimentations seront basées sur
I'utilisation de nanoparticules fluorescentes organiques (FONs). L'intérét majeur de ces
particules est qu’elles émettent un signal 1000 a 10000 fois plus important que les
fluorophores conventionnels, lesquels n’étaient pas adaptés a nos conditions
expérimentales du fait de la faible quantité de cellules imprimées. Les premiers essais que
nous avons pu mener ont confirmé 'absence de cytotoxicité au niveau des types cellulaires
utilisés (HUVECs/EPCs/SCAPs). Des analyses sont actuellement en cours afin de
déterminer les concentrations de nanoparticules optimales en vue de leur application a la

bioimpression in vivo.

= QOptimisation des parameétres dimpression via l'étude des propriétés du substrat

receveur

Pour chacune des études menées au laboratoire en rapport avec la Bioimpression, une
optimisation préalable des parameétres d'impression a été menée, en se centrant quasi-
exclusivement sur les propriétés du substrat donneur (ex. épaisseur, concentration et
viscosité de la bioencre ; épaisseur de la couche absorbante métallique ; épaisseur de la
lame donneuse). En effet, depuis les premiéres études, le collagéne est resté le biopaper de
choix pour les expérimentations in vitro avec des critéres d’épaisseur et de composition
bien établis. Avec le développement de la Bioimpression in vivo, il parait indispensable de
s'intéresser plus précisément au substrat receveur, dont les propriétés seront amenées a
varier en fonction du site a régénérer et des biomatériaux utilisés. L’étude de la précision
du motif et de la profondeur d'impression en fonction du tissu receveur (par ex. peau, 0s,
muscle, ...) semble indispensable pour maitriser au mieux le processus d'impression in

vIivOo.
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= Utilisation de nouveaux biomatériaux pour optimisation du modéle in vivo

Une des limites du travail mené ici reste le faible taux de régénération osseuse obtenu. En
effet, aucune des conditions n’a permis la régénération ad integrum des défauts osseux.
Deux axes de travail sont envisagés afin d’améliorer le modéle mis au point dans ce projet
de These. D’une part, il semblerait intéressant d’avoir recours a un biopaper présentant
des propriétés mécaniques plus adaptées : i/ a la promotion de la régénération osseuse, 11/
a I'implantation in vivo, pour faciliter le maintien du biomatériau au niveau du site
d'implantation. D’autre part, une autre piste envisagée est d’associer a notre modele de
pré-vascularisation l'utilisation d'un matériau bioactif, comme les céramiques phospho-
calciques, afin de favoriser la régénération osseuse. Une collaboration est actuellement en

cours de discussion.

= Développement d’une nouvelle plateforme multimodale dédiée a la bioimpression in

situ et in vivo

Le développement de la chirurgie robotique permet d’envisager la possibilité de contourner
le processus de construction in vitro en imprimant directement sur le patient afin de
réduire les risques de contamination et les délais d'implantation. Cependant, les outils
nécessaires aux approches d’ingénierie tissulaire ne sont pas encore au point et leur
développement constitue un défi technologique trés attendu. Parmi ces outils, la
Bioimpression tient une place majeure du fait de sa capacité a générer des tissus
complexes avec un contréle précis de I'architecture et de la composition. Un dossier de
demande de subvention a été déposé récemment par notre Unité, en collaboration avec
IART BioPrint, afin de développer une approche de bioimpression 3D intégrative, in situ
et in vivo, pour la réparation osseuse. Ce projet a pour objectif le dépot controlé et
automatisé de biomatériau ainsi que de cellules directement in vivo et in situ afin de
modéliser un processus de régénération tissulaire qui pourrait étre utilisé au bloc
opératoire. L’idée est de développer une plateforme de bioimpression comprenant a la fois
la technologie de LAB, mais aussi la technologie de jet d’encre. A plus long terme, une des
perspectives serait d’élaborer une station de travail permettant la réalisation consécutive
de la procédure chirurgicale, le dépoét matriciel et I'impression cellulaire de maniere

automatisée.
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La thématique de la médecine régénératrice fait actuellement 1'objet d'un projet de
création d’'un Pole de Médecine Régénératrice au sein de 'Université de Bordeaux, qui
regroupera une dizaine d’équipes labellisées par 'INSERM, le CNRS, 'EFS, ainsi que des
plateformes technologiques et des industriels aquitains. Il s’agit dune excellente
opportunité permettant de poursuivre le développement de notre axe de recherche autour
de la pré-vascularisation des substituts osseux d’ingénierie tissulaire. La Bioimpression
représente une innovation et une rupture technologique majeure dans le domaine de la
Santé, avec des perspectives intéressantes relatives a la prise en charge personnalisée des

patients, avec la fabrication in situ et sur-mesure des tissus a régénérer.
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2018 Novel tracking method for cellular patterns obtained by
Laser-Assisted Bioprinting using Magnetic Resonance
Imaging
0. Kérourédan, E. Ribot, JC Fricain, R. Devillard, S. Miraux
Scientific Reports. 2018 Oct 25 ;8(1):15777

2019 Micropatterning of endothelial cells to create a capillary-like
network with defined architecture by Laser-Assisted
Bioprinting
0. Kérourédan, JM Bourget, M. Rémy, J. Kalisky, S. Catros, NB
Thébaud, R. Devillard
Journal of Materials Science: Materials i1n Medicine. 2019 Feb
12;30(2):28

1.2. Articles dans revues nationales

2016 Etude de faisabilité d’un greffon biofabriqué pour traiter des
récessions parodontales
R. Smirani, L. Delattre, O. Kérourédan, JC Fricain, R. Devillard, A.
Naveau
Médecine Buccale Chirurgie Buccale. 2016 Dec;22(4) :331-335.

2017 Odontologie et Ingénierie Tissulaire: la bioimpression au
service de la régénération osseuse
O. Kérourédan, V. Guduric, R. Smirani, M. Rémy, H. de Oliveira, JC
Fricain, A. Naveau, R. Devillard, S. Catros
L’Information Dentaire. 2017 Apr ; 99(16).
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1.3.

2017

2018

Chapitres d’ouvrage

Laser-Assisted Bioprinting of Cells for Tissue Engineering

0. Kérourédan, M. Rémy, H. de Oliveira, F. Guillemot, R. Devillard
Livre « Laser Printing of Functional Materials : Fundamentals &
Applications in Electronics, 3D Microfabrication and Biomedicine ».
Edité par A. Piqué et P. Serra. Publié par Wiley-WCH.

Laser-Assisted Bioprinting for Tissue Engineering

0. Kérourédan, H. Desrus, M. Rémy, J. Kalisky, JM Bourget, J.
Amédée-Vilamitjana, JC Fricain, S. Catros, R. Devillard

Livre « Biomaterials and Nanotechnology for Tissue Engineering ».
Edité par S. Swaminathan, K. Uma Maheswari, S. Anuradha. Publié
par CRC Press.

Laser-Assisted Bioprinting for bone repair

D. Hakobyan, O. Kérourédan, N. Dusserre, Chantal Medina, R.
Devillard, JC Fricain, H. Oliveira

Livre « 3-D Bioprinting: Principles & Protocols ». Série « Methods in
Molecular Biology ». Edité par J. Crook. Publié par Springer Nature.
En cours de publication
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2. COMMUNICATIONS ORALES

2.1.

2015

2016

2017

2018

Communications orales internationales

In vitro creation of vascular structures by Laser-Assisted
Bioprinting

0. Kérourédan, M. Rémy, NB Thébaud, J. Kalisky, E. Pages, J.
Amédée, JC Fricain, S. Catros, R. Devillard

World Conference on Regenerative Medicine (21-23 octobre 2015 —
Leipzig, Allemagne)

Abstract publié dans Regenerative Medicine. 2015 Oct;10(7):43.

Femtosecond versus picosecond pulses for laser-induced
transfer of biomaterials

R. Devillard, S. Petit, JC Delagne, O. Kérourédan, F. Deloison, E.
Cormier

Biofabrication (7-9 novembre 2015 — Ultrecht, Pays-Bas)

Creation of a capillary-like network with a defined
architecture by Laser-Assisted Bioprinting for bone
regeneration

O. Kérourédan, M. Rémy, J. Kalisky, J. Amédée, JC Fricain, S. Catros,
D. Le Nihouannen, NB Thébaud, R. Devillard

2nd Workshop on Regenerative Medicine (24-26 octobre 2016 —
Bordeaux, France)

Creation of a capillary-like network with a defined
architecture by Laser-Assisted Bioprinting for bone
regeneration

0. Kérourédan, M. Rémy, J. Kalisky, J. Amédée, JC Fricain, S. Catros,
D. Le Nihouannen, NB Thébaud, R. Devillard

2nd International Conference on 3D Printing in Medicine (19-20 mai
2017 — Mainz, Allemagne)

Creation of a capillary-like network with a defined
architecture by Laser-Assisted Bioprinting for bone
regeneration

0. Kérourédan, JM Bourget, M. Rémy, J. Kalisky, JC Fricain, S.
Catros, NB Thébaud, R. Devillard

ESB 2017 : European Society for Biomaterials (4-8 septembre 2017 —
Athenes, Grece)

Novel tracking method for cellular patterns obtained by Laser-
Assisted Bioprinting using Magnetic Resonance Imaging

0. Kérourédan, E. Ribot, R. Devillard, S. Miraux

ISMRM 2018 : International Society for Magnetic Resonance in
Medicine (16-21 juin 2018 — Paris, France)
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2.2,

2016

2017

Behaviour of Stem Cells from the Apical Papilla with
BioRootRCS cement in a Laser-Assisted Bioprinted model

D. Roth, NB Thébaud, D. Hakobyan, N. Dusserre, S. Catros, JC
Fricain, R. Devillard, O. Kérourédan

ISBF 2018 : Annual Conference of the International Society for
Biofabrication (28-31 octobre 2018 — Wiirzburg, Allemagne)

Communications orales nationales

Creation of a vascular network with a defined architecture by
Laser-Assisted Bioprinting for bone regeneration

0. Kérourédan, M. Rémy, NB Thébaud, J. Kalisky, J. Amédée, JC
Fricain, S. Catros, D. Le Nihouannen, R. Devillard

Séminaire des Jeunes Chercheurs HEADS, session « Communicating
about health research » (5 avril 2016 — Bordeaux, France)

Régénération tissulaire par bioimpression

0. Kérourédan, M. Rémy, NB Thébaud, S. Catros, R. Devillard

ITMO Physiopathologie — AVESIAN-INSERM ; Fondations et
Associations pour la recherche sur les rhumatismes et maladies
musculosquelettiques ;  3°m¢  journée  « Ensemble  contre les
rhumatismes » (12 octobre 2016 — Paris, France)

Création d’un réseau vasculaire organisé par Bioimpression
Assistée par Laser pour la régénération osseuse

0. Kérourédan, M. Rémy, NB Thébaud, J. Kalisky, J. Amédée, JC
Fricain, S. Catros, D. Le Nihouannen, R. Devillard

Congrés ADF 2016, séance « BI7: forum des jeunes chercheurs en
Odontologie ; défi : mon travail de recherche en 360 secondes» (23
novembre 2016 — Paris, France)

PRIX DU JEUNE CHERCHEUR ADF 2016

Comment imager et quantifier les réseaux vasculaires obtenus
par bioimpression assistée par laser in vitro ?

0. Kérourédan, R. Devillard

Workshop PEPS, Projets exploratoires pluridisciplinaires (25 janvier
2017 — Bordeaux, France)

Mise au point d’'un modéle d’étude par Bioimpression assistée
par laser pour étudier leffet de lorganisation de la
vascularisation sur la régénération osseuse in vivo

O. Kérourédan, JM Bourget, M. Rémy, JC Fricain, S. Catros, NB
Thébaud, R. Devillard
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2018

Journées Scientifiques du CNEOC 2017 (18-20 mai 2017 — Montpellier,
France)
PRIX DU CNEOC 2017 - PRIX DU MEILLEUR JEUNE
CONFERENCIER

Development of a study model by Laser-Assisted Bioprinting to
assess the effect of the organization of vascularization on bone
regeneration in vivo

0. Kérourédan, JM Bourget, M. Rémy, JC Fricain, S. Catros, NB
Thébaud, R. Devillard

Congres de la SFBD : Société Francophone des Biomatériaux Dentaires
(6-7 juillet 2017 — Paris, France)

Etude de ’effet de 'organisation vasculaire sur la régénération
osseuse in vivo par création de modéle bio-imprimé

0. Kérourédan

WORKSHOP La photonique appliquée a la santé: La bioimpression
laser (6 février 2018 — Bordeaux, France)

Etude de la régénération osseuse en présence d’un réseau
vasculaire organisé in situ par bioimpression assistée par laser
0. Kérourédan

Assemblée générale AFCM/ Fondation de I’Avenir (5 juin 2018 — Paris,
France)

3. COMMUNICATIONS AFFICHEES

3.1.

2015

Communications affichées internationales

Patterning of endothelial cells by Laser-Assisted Bioprinting
promotes the creation of capillary-like structures

0. Kérourédan, M. Rémy, NB Thébaud, J. Kalisky, E. Pages, J.
Amédée, JC Fricain, S. Catros, R. Devillard

Biofabrication (7-9 novembre 2015 — Ultrecht, Pays-Bas)

Biofabrication technologies for tissue engineering and
regenerative medicine

R. Devillard, O. Kérourédan, V. Guduric, S. Catros, H. de Oliveira, N.
L’Heureux, M. Rémy, J. Amédée, JC Fricain

ITMO (15-16 décembre 2015 — Montpellier, France)
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2016

2017

Communications affichées nationales

Création d’un réseau vasculaire organisé par Bioimpression
Assistée par Laser pour la régénération osseuse

0. Kérourédan, M. Rémy, NB Thébaud, J. Kalisky, J. Amédée, JC
Fricain, S. Catros, D. Le Nihouannen, R. Devillard

Journées des Sciences Odontologiques 2016 (15-16 juin 2016 —
Bordeaux, France)

Development of a study model by Laser-Assisted Bioprinting
to assess the effect of the organization of vascularization on
bone regeneration in vivo

0. Kérourédan, JM Bourget, M. Rémy, J. Kalisky, S. Catros, R.
Devillard

Doctoral School Day 2017 (12 avril 2017 — Bordeaux, France)

Development of a study model by Laser-Assisted Bioprinting
to assess the effect of the organization of vascularization on
bone regeneration in vivo

0. Kérourédan, JM Bourget, M. Rémy, J. Kalisky, S. Catros, R.
Devillard

Journée des Sciences Odontologiques 2017 (15-16 juin 2017 —
Bordeaux, France)
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