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« Our real teacher has been and still is the embryo,
who is, incidentally, the only teacher that is always right. »

Viktor Hamburger



RESUME

Les thérapies cellulaires suscitent I'espoir de millions de patients souffrant de maladies chroniques ou en
impasse thérapeutique. Les cellules souches pluripotentes en constituent la matiére premiére de choix.
La bioproduction des cellules souches est considérée comme la clef de vo(te de I'industrialisation des
procédés. Toutefois, les technologies de culture de ces cellules souches sont encore récentes — le travail
fondateur de Shinia Yamanaka sur les cellules souches pluripotentes induites a été récompensé par le prix
Nobel de médecine en 2012.

La problématique de cette these est une question industrielle fondamentale : comment passer a I’échelle
la bioproduction de cellules souches pluripotentes humaines sans en altérer l'identité et l'intégrité
génétique ?

Nous proposons une approche biomimétique d’encapsulation des cellules souches pluripotentes qui
permet de les cultiver en suspension automatisée dans des bioréacteurs de grande taille. Grace a un
systeme microfluidique de coextrusion haut débit, nous pouvons produire des milliers de capsules par
seconde par injecteur. Les microcapsules produites, qui ont environ 400 um de diamétre, sont creuses et
protégent les cellules durant le processus de production. L'espace interne des capsules nous permet de
mimer la niche des cellules in vivo.

Nous avons observé que les microcompartiments biomimétiques permettent aux cellules souches
pluripotentes de s’auto-organiser sous forme de colonies en 3D cystiques semblables a I’épiblaste durant
I’embryogenese. Nous appelons cette stratégie de culture « épiblastoides encapsulés ».

Ces épiblastoides encapsulés, cultivés en suspension en bioréacteur, maintiennent la pluripotence en
culture de maniére homogene, reproductible et prolongée. lls aident également a atteindre des facteurs
d’amplification inégalés pour de grands volumes de culture (x 282 en 6,5 jours dans un bioréacteur de
10 litres).

Lors d’une culture prolongée, nous avons aussi montré que la sélection de la ‘mutation 20q11.21’ (par
duplication du grand bras du chromosome 20) est réduite d’un ordre de grandeur par rapport aux cultures
conventionnelles. La viabilité des cellules souches pluripotentes dans notre systéeme de culture (> 98 %),
trés supérieure au systéme classique, explique probablement I'amélioration des facteurs d’amplification
et la diminution de la pression de sélection. Nous présentons des résultats préliminaires d’histologie et
de biophysique des épiblastoides.

L’encapsulation protége les cellules des atteintes mécaniques au sein des bioréacteurs et permet de
reconstituer une niche biomimétique a I'échelle microtissulaire. Nous espérons que la combinaison de
cette protection et de ce biomimétisme permettra de produire des thérapies issues de cellules souches
pluripotentes s(res et efficaces pour des millions de patients.

Mots clés : Cellules souches pluripotentes, Epiblaste, Encapsulation, Bioréacteur, Thérapie cellulaire et
organoide, Epiblastoide, Epithélium pseudostratifié, Capsule, Microfluidique, Niche,
Microenvironnement, Culture 3D, Biomimétisme, Embryologie, Intégrité génétique, Bioproduction



ABSTRACT

Cell therapies represent hope for millions of patients with chronic diseases or unmet medical needs.
Pluripotent stem cells have emerged as the most promising cellular source to produce them. The
bioproduction of stem cells is considered as the keystone of the industrialization processes. However, the
technologies for culturing these stem cells are quite recent — Shinia Yamanaka's seminal work on induced
pluripotent stem cells was awarded the Nobel Prize for Medicine in 2012.

The focus of this thesis is a fundamental industrial question: how to scale up human pluripotent stem cell
bioproduction while preserving their identity and genetic integrity ?

We propose a biomimetic approach to encapsulate pluripotent stem cells that allows them to be grown
in automated suspension culture in large-scale bioreactors. Thanks to a microfluidic high-throughput
coextrusion device we are able to generate thousands of capsules per second per injector. The
microcapsules produced (~400um in diameter), are hollow and protect the cells during the production
process. This inner space is partially liquid and allows us to engineer the cell micro-environment to mimic
the in vivo cell niche.

In those biomimetic compartments, we observed self-organization of pluripotent stem cells as cystic 3D
colonies reminiscent of the epiblast during embryogenesis. We call this culture strategy "encapsulated
epiblastoids".

These encapsulated epiblastoids, cultured in bioreactor suspension (C-STEM), maintain pluripotency in
culture in a homogeneous, reproducible and prolonged manner, while reaching unprecedented
amplification factor for large culture volumes (282 fold in 6.5 days in 10 liter bioreactor).

We also have shown that selection of chromosomic mutation 20q11.21" (by duplication of the large arm
of chromosome 20) in long term culture is reduced by one order of magnitude compared to conventional
culture systems.

The higher pluripotent stem cell viability (>98%) in our culture system, compared to traditional system,
probably explains the improvement of the amplification factors and the decrease of pressure selection.
We present preliminary results describing histological and biophysical findings of epiblastoids.

The encapsulation protects the cells from mechanical damage within the bioreactors and allows the
reconstruction of a biomimetic niche at the microtissue level. Combining mechanical protection and
biomimicry could help to overcome the current quantitative and qualitative limits of stem cell derived
therapies bioproduction.

Key words : Pluripotent stem cells, Epiblast, Encapsulation, Bioreactor, Cell and organoid therapy,
Epiblastoid, Pseudostratified epithelium, Capsule, Microfluidics, Niche, Microenvironment, 3D culture,
Biomimicry, Embryology, Genetic integrity, Bioproduction



GRAPHICAL ABSTRACT

BIOMIMETIC 3D STEM CELL COLONY
EPIBLASTOID

HOLLOW CAPSULE
MECANICAL PROTECTION

BIO-ENGINEERED NICHE
& BIOREACTOR STABILITY

Figure 1. Des capsules pluripotentes pour des thérapies cellulaires biomimétiques
L'encapsulation de cellules souches pluripotentes humaines dans des microcompartiments
biomimétiques permet la culture a grande échelle en bioréacteur de colonies 3D ressemblant a I'épiblaste.



SOMMAIRE

INTRODUCTION GENERALE ....uveeeuveesaresesssessssessssssnssssssssssssasssssssasssssnsssasssssssassssassessssssassassssasssssssarans 1

IVIOTIVATIONS .ot eee e eees e eeee s eeeeeeeesen s eneseeaseeseeeseese st eseemasssenesenseeeenssaesesee st enensssreneneemeesens 2
1. THERAPIES CELLULAIRES : UNE SYNERGIE DES SCIENCES ...ttt 3
1.1  DES THERAPIES CELLULAIRES POUR « REPARER LE VIVANT 3 ..ot seeee e seeeeeenans 3
1.2 INTEGRATION IMMUNOLOGIQUE DU GREFFON .....eieie ettt ees et mn s 5
1.3 LES DEBUTS DES THERAPIES CELLULAIRES ..o ettt 11
1.4  ETAT DE LART DES THERAPIES CELLULAIRES ET LIMITES ACTUELLES «....oveeceeceeeeeeeenn 14
2. BIOMIMETISME ET ORGANOTDES ... oottt ee et eee e s ee e e 18
2.1 LE BIOMIMETISIMIE ..ottt ee et e eee et eeeeeeee et s e e s eeseeaeens 18
2.2 LABIOCHIMIE DU DEVELOPPEMENT ..ottt eeee s eneeeeeesrenens s s eeneemeens 19
2.3 LABIOPHYSIQUE DU DEVELOPPEMENT ..coeoeeeeeee ettt ee s 20
2.4 LES CELLULES SOUCHES RESIDENT DANS DES NICHES ...t eese e eeerees e, 21
2.5  ORGANOIDES : L'IN VITRO BIOMIMETIQUE......vveeeeeeeeeieeeeeesesesseeeeesesses e s se e nes e 23
2.6  LES ORGANOIDES CONTRIBUENT A PRESERVER L'INTEGRITE DU GENOME.......oooveuuienrne... 30
3L EMBRYOLOGIE ..ottt ee e ae e eeese e en e ee s e eeeseseemeeesee s sessanseemseeesessemeenessneneenmnen 34
3.1 EMBRYOLOGIE IN VIVOEX VIVO .o eesn s s s s n e emeens 34
3.2 LES DEBUTS DES MODELES EMBRYONNAIRES ... oot eeeeeeeeeeeeeeeeeeees oo eeeteses s, 39
3.3 MODELES EPIBLASTIQIUES ..ot ee e ee e es et eeee e enens 42
3.4 LEMBRYOLOGIE DE SYNTHESE ... eeiececeeeteeee et eee et ee e s eeseeneseeeesnennes s s eeneemeens 46
A, LES CELLULES SOUCHES ...t ee et et ee e ee st e et e e eeaeen a7
4.1  DIFFERENTS TYPES DE CELLULES SOUCHES ...ttt eeenenenses s eeneemeens a7
4.2 LES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES .....ooeeee oot eeetesessee s, 48
43  CARACTERE SOUCHE : UNE CAPACITE INFINIE D’AUTORENOUVELLEMENT .o, 50
4.4 LES FACTEURS INTRINSEQUES ET EXTRINSEQUES DE REGULATION DE LA PLURIPOTENCE ...52
45  PLURIPOTENCE NAIVE FORMATIVE ET AMORCEE ..o, 53
4.6  EVALUER LE CARACTERE SOUCHE ET LA PLURIPOTENCE ...ovoueeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 55
5. SYSTEMES DE CULTURE DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES ..ot 56
51  LES DEBUTS DE LA CULTURE IN VITRO ..ottt 56
5.2  LIMITES DE LA MONTEE EN ECHELLE DES CULTURES EN 2D .eovneeeeeeeee oo, 58
5.3 BIOREACTEUR ET CULTURES EN SUSPENSION 3D ..o eeereee e 59
5.4  CULTURES DE CELLULES SOUCHES EN BIOREACTEUR ...ttt 60

55 LA LIMITE MECANIQUE DES SYSTEMES EN SUSPENSION NON PROTEGES ....evooeoeeee 63



PARTIE 1 : LA CAPSULE DE CELLULES SOUCHES ......ooiiimiiiimree i cimrenssassss s se s sesseasssas e nssnasassssensssnessses B9

IVIOTIVATIONS ..ot eee e eeeeeeee st eeesasesen s aemesesenes s eemsessseesememsesseneseemsessemenssnn e esmeeeenmaeas 66
1. 'ENCAPSULATION : UN MICROENVIRONNEMENT CONTROLE ET PROTEGE ..., 67
2. ENCAPSULATION DE CELLULES SOUCHES ... vt eeeeeee et eeeeee et eeeeee s seseeee s enes s snesesneeeseeesenemasssnenes 73
3. ARTICLE C-STEM : ENGINEERING NICHE-LIKE MICRO-COMPARTMENTS FOR OPTIMAL AND SCALE-
INDEPENDENT EXPANSION OF HUMAN PLURIPOTENT STEM CELLS IN BIOREACTORS .........veueenee.. 77
4. DISCUSSION COMPLEMENTAIRE DE LA PARTIE 1 oo eeen 110
41  BIOPRODUCTION DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES ...eceeceeeieeeeeeeeee s eeeseeeeeeeeneens 110
4.2  CULTURE DE CELLULES SOUCHES EMBRYOMIMETIQUE : LES EPIBLASTOIDES. ....c.oveveeen.... 113
4.3  LES AVANTAGES DU FORMAT EPIBLASTIOQUE ..ot 115
A4 ETHIQUE DES EPIBLASTOIDES ...ttt ee e 119
5. CONCLUSION DE LA PARTIE L.ttt eeee e eee s n s case st smesesemen s nasssesenesmesnsnannn 121

PARTIE 2 : GENETIQUE DES EPIBLASTOIDES ....cccveeieveeseesssessesssrnssssessssssnssssassassssnssssessassesnssssassesseraesss 123

IVIOTIVATIONS ..ottt sas et ee e eeeestessesas e s st enesssebessesanassnssas s essessssesssasanssesassseesssesanassnas 124
1. INTRODUCTION : GENETIQUE DES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES .....eoeiceeeeeeeeeeee 125
1.1  IMPORTANCE DE L'INTEGRITE GENETIQUE POUR LES THERAPIES CELLULAIRES.................. 125
1.2 NECESSITE D’UNE STRATEGIE GLOBALE ... 126
1.3 DERIVE GENETIQUE DES CELLULES SOUCHES DURANT LEUR AMPLIFICATION IN VITRO.....128
1.4 IN VITRO : ADAPTATION DES CELLULES AUX CONDITIONS DE CULTURE ...cov v 130
1.5  INVIVO : CONTROLE QUALITE EPIBLASTIQUE ....ooeeeteececeeet e esseie e s 132
2 RE ST AT S et e et e e ee et oo e e e e e ee e en e menee e 134
2.1 COMPARAISON DE LA SELECTION D'UNE MUTATION 20q11.21 LORS DE CULTURES
PROLONGEES EN AGREGATS, 2D ET EPIBLASTOIDES ENCAPSULES ...ocooeeeeeeeeeen. 134
2.2 MAINTENANCE ET HOMOGENEITE DES STRUCTURES EPITHELIALES ... 141
3. DISCUSSION DE LA PARTIE 2 .o ee e ee e e mmeee e 146
3.1  SELECTION EN CULTURE DE LA MUTATION 20G11.21 cuuvveeerececemeeestseeeeees e sveseeeeesssesssen s 146
3.2 CONTROLE QUALITE TISSULAIRE DES EPIBLASTOIDES ....ooeee oo 149
3.3 MODELE PROPOSE ... oottt et 149
A, CONCLUSION DE LA PARTIE 2 ..o ee e ee e en s mmeeee e 151
DISCUSSION GENERALE ...cocceuiveirissnssesssssssssssessassssssssssssssassessssasssssssssnssessasassassassssssassasassasssssasassssasses 193
1. BIOPRODUCTION QUANTITATIVE ET QUALITATIVE ...ttt ss s see s esanan e 154
2. C-Stem™ : UN OUTIL POLYVALENT ET INTEGRE ..ottt ee s senae s 155
3. LA THERAPIE ORGANOIDE : L’AVENIR DE LA THERAPIE CELLULAIRE ? w..omreeeeeeeeee e 157

4, CONCLUSION PERSONNELLE ..oviiiieee it s s s nane s nan 160



1. LEGENDES DES ILLUSTRATIONS DE COUVERTURE ..ot e 163

2. ARTICLE: THEORETICAL AND EXPERIMENTAL INVESTIGATION OF THE MORPHO-DYNAMICS OF
HUMAN PLURIPOTENT STEM CELL CYSTS. ..ot 164

3. LISTE DES ABREVIATIONS.....covieeeuetecieaeeacsesesseaeeesassessass s s sesssssseeansssesssesesssasssssesesssassesssssseeassesssaean 181

A BIBLIOGRAPHIE ..ottt e e e et e £t e s e e e st e e e e s s e e e e e nne e e ennneesennnns 182



INDEX DES ILLUSTRATIONS

Figure 1. Des capsules pluripotentes pour des thérapies cellulaires biomimétiques ........ccccevvvvveeeiivnenn. 8
= U N o 0T 1 4T o= S 4
Tableau 1. Pourquoi des cellules souches pour les thérapies cellulaires ?.......ccccceeeeecciiieeee e, 7
Figure 3. Thérapies cellulaires autologues et allogENIQUES .......ccuuveieeiiiiecciieeecee e 8
Figure 4. Banques cellulaires Naplotypees.... ..o iiiii ettt e e e e rree e e bae e e eareeas 10
Figure 5. Premiéres vagues de thérapies CellUlaires.......ccouviiiiiiiiiiiiiee e 12
Figure 6. Essais cliniques en immuno-oncologie cellulaire €n 2020.........ccccveeeiiiiie e e 14
Figure 7. Principales thérapies cellulaires issues de cellules souches pluripotentes .........cccceeeveieeeennnen. 15
Figure 8. Transcriptomes de cellules uniques et identités cellulaires .......cccovveviieieinciei e, 16
Figure 9. Interdisciplinarité de |la médecing régENErative ..........ccueveecciieeeciieee e e 18
Figure 10. Biomimeétisme et @mMbBIryOlOZIe.......coiiciiiiiiiiiie e e e s ree e s e e e s abeeas 19
Figure 11. Différenciation difiZEE .......c.uviii e e et e e e e abe e e e e are e e e e nreeeeenreeas 20
Figure 12. Dualité physico-chimique lors du développement .........cccccveieeeiieiicciieee e e 21
Figure 13. La NIiChe CRIIUIAINE . ..oi ittt e e st e e e st e e e s abee e e ssbeeeesnreeas 22
Figure 14. Exemple de cellules souches adultes et leurs NIChEs..........cceeeeeciiei e, 23
Figure 15. DANnSe deS CEIIUIES ...oouuriiiiiiiie ettt e e e et e e e st e e e s bbe e e e s abeeeesnbeeessnreeas 24
Figure 16. Caractéristiques des Organ0oides @ ......ccceiieciieieiiiee et e e s e s e e e s rabe e e s s nbee e e snreeas 24
Figure 17. Auto-organisation des OrganOides........ueeiiiieeciiiiiieee e e e e e e e e e e e s e snereeeeee s 25
Figure 18. Echelle microtissulaire des Organoides. ..........cvueuevevevevevereeeeeeeeeeeeseessessesesesesesssssssesesssssssssesenas 25
Figure 19. L'essor récent des Oran0OidEs .........ccccueieeeiiieieeiiieeeeciieeeeeireeeeestteeeestteeeeeabeeesenaresesenseeesennrenas 26
Figure 20. Applications multiples des Organoides ..........cececuiieeeeiiiieeccee e e rree e e e e v 28
Figure 21. COCUUres et OrganOitdes .......ciiicuiiiiiiiiee ettt e ettt e e s e e e s b e e e s sbe e e s eabeeeesnbeeeesnasenas 29
Figure 22. Sophistication des cultures organoides ...........ccccueieeeiiiieeciiee e e e e e e e e e e e e areeas 30
Figure 23. Rble clé du microenvironnement dans [a tUMOFIZENESE .......ceevviiieeiiiiiee e 31
Figure 24. Rble primordial de la niche pour le controle du destin cellulaire.........ccceeecvieeivcieeicciiee e, 32
Figure 25. Mécanismes de I'intégrité génétique des organoides........ccceeeeciieeeeiiieecccieee e e 34
Figure 26. Chronologie de I'embryologie humaing .........ccoccuiiiiiiiiiiciiiee e 35
Figure 27. Stades embryologiques Carnegie et structuration de I'épiblaste..........ccccccveriiiiiieiceciiee e, 36
Figure 28. Développement embryonnaire humain ex vivo (prégastrulation) ..........cccccoeeeeiiieececiiee e, 37
Figure 29. Développement embryonnaire humain PréCoCe.......ccocceiiiiiiiiiiieie e 38
Figure 30. Développement péri-implantatoire de I'épiblaste humain ...........cccccceviiieiiii e, 39
Figure 31. Modeles embryonnaires €N 2D .......ccccuiiiiiiiiieeciiee e esiee e esree e st e e e seree s e s abee e s e sabeeesentaeeesnreeas 40
Figure 32. Culture des Corps @mMBIyoTdES .......ccoccuiieiiiiiiiiiciiie et es e e e e e stee e e s are e e s s abe e e e snbaee e enreeas 41
Figure 33. Mécanismes développemeENntaUX PreCOCES. ....ccciiuriieeciiieeeeireeeeecteeeeecreeeeeebeeeeesreeeeeebaeeeeeaseeas 42
Tableau 2. Epiblastoides, des colonies de cellules souches pluripotentes 3D autour d’un lumen central 44
Tableau 3. Epiblastoides, rupture de symétrie et différenciation..........ccccccoeeeieiiiiecciie e, 45
Tableau 4. Vers des modeles embryonnaires complets : gastrulation, neurulation ..........cccceeeevveeenneen. 46
FIUIe 34. CellUIE SOUCRNE . ..eviiieeee et et e e st e e e et e e e e abe e e e e abee e e eabaeeesntaeeeenrenas 48
Figure 35. Chromating SEMI-0UVEITE .....cccii ittt e e e e e e re e e e e e e s s nrre e e e e e e e e esannraaeeeeas 49
Figure 36. Arbre de [a différenCiation .........c.uei e e e e e 50

Figure 37. Cycle cellulaire des cellules SOUCNES ........ccoceeeiiiiiiiei e e 51


file:///C:/Users/philippecohen/Google%20Drive/1%20WORK/%23BIBLIO/%23%23%23%23%23%20REDACTION%20THESE%20sur%20GG%20DRIVE/These%20Epiblastoide%20Philippe%20Cohen%20version%20jury%20janvier%20v3.docx%23_Toc93571093
file:///C:/Users/philippecohen/Google%20Drive/1%20WORK/%23BIBLIO/%23%23%23%23%23%20REDACTION%20THESE%20sur%20GG%20DRIVE/These%20Epiblastoide%20Philippe%20Cohen%20version%20jury%20janvier%20v3.docx%23_Toc93571120

Figure 38. SYNCYLIUM PIUFIPOTENT ..eeiieeiiieecee et et e e e e abe e e e e abe e e e eateeeeenbeeeeennrenas 51

Figure 39. Homéostasie télomérique des cellules souches pluripotentes ......cccccceeeevcieeeiniiieeccieee e, 52
Figure 40. Facteurs intrinseques : NANOG, OCT4, SOX2, les génes clés de la pluripotence....................... 53
Figure 41. In vivo : I’hypothése d’un stade formatif de pluripotence .......ccccvveeecivieecciee e, 54
Figure 42. Lignées de cellules souches pluripotentes naives, formatives, amorcées..........ccccevevevveerrnnenn. 55
Figure 43. Marquage immunohistochimique de colonies de cellules souches pluripotentes ................... 56
Figure 44. Premiéres lignées de cellules souches pluripotentes humaines ........ccccceevcieeeivicieeeccciee e, 57
Figure 45. Morphologie typique d’une colonie de cellules souches pluripotentes in vitro..........c.c.c........ 58
Figure 46. Stratégie de parallélisation €n 2D : SCAIE-OUL ..........ccuveeeeiiiiieeeieee et 59
Tableau 5. Différents types de bior€actuUIS.......cuuii i e 60
Figure 47. Stratégie de montée en échelle 3D : SCAIE-UP........ococcuueieecciiieeeieee ettt 62
Tableau 6. Meilleures performances quantitatives des cultures de cellules souches..........ccccccceuvvveennneen. 63
Figure 48. Limites mécaniques des cultures en 3D NON ProtégEes .......uuvvvvvieeeeiiieee et 64
Figure 49. Proposition de cahier des charges et notation des systemes de culture de cellules souches

PIUFIPOLENTES @ VISEE ClINTQUE .eeiiieiiiee ettt et e e s s e e e et e e e e abe e e e esabeeessnbeeeeenreeas 67
Figure 50. Microcompartiment cellulaire protégé pour la culture en 3D .....cccevcvieeeiiiiei e, 68
Tableau 7. Types d’eNCapSUlAtioN.......c.uuiie it e et e e e e abe e e e e ate e e s eenbeeeeenneeas 69
Figure 51. Méthodes d enCapsUlations.......c..uuiiiciiiiiiiiiee e e e e s e e s e e e e s areeas 70
Figure 52. Microencapsulation en haut débit par coextrusion et électrodispersion .........cccceeeeevveeennnnenn. 73
Tableau 8. Encapsulation de cellules souches en billes pleiNes..........ccueeeeeciieiicciiee e, 75
Tableau 9. Encapsulation de cellules souches en caspsules creuses et en culture d’aggregats................. 76
Tableau 10. Encapsulation de cellules SouChes €N tUDES .........cccuviiiiiiiie e e e 77
Figure 53. Un process de bioproduction insensible a I'échelle ........occoveiieiiiiicciiiic e, 111
Figure 54. Sécurisation et accélération de la montée en échelle de la production cellulaire.................. 112
Figure 55. Prochains défis pour une culture encapsulée a grande échelle et de grade clinique ............. 113
Figure 56. Encapsulation a grande échelle et culture en bioréacteur........cccceevecieeieceee e, 113
FIGUIE 57, EPIDIAStOT. .....veieiecececee ettt ettt et e ettt s e st st et e s et s e et e sn st st ese s steens 114
FIGUIE 58. EPIDIAStOZENESE ...ttt ettt ettt et et et et e ettt e s e s ee et et e s et saese s e stese e steens 115
Figure 59. Modele de croissance des colonies de cellules souches pluripotentes en 2D et 3D............... 116
Figure 60. Etirement/Compression et réle du lumen en dehors de I'épiblastogenése..............ccceenn.... 117
Figure 61. « Effet bord » et hétérogénéité des colonies de cellules souches pluripotentes en 2D.......... 119
Figure 62. Recommandations 2021 de I'ISSCR pour les cellules souches et modeles embryonnaires .... 121
Figure 63. Approche globale pour la sécurité et I'acceptabilité des thérapies cellulaires ....................... 128
Figure 64. PrincCipauX types de MULAtiONS........cccciiiiiiiiie ettt e rree e e e sree e e e earae e e enreeas 129
Figure 65. Amplification chromosomique 20011.21 .....ooooiiii et e e 130
Figure 66. Adaptation des cellules souches aux conditions de culture ..........ccccceeeeiieecciiiieee e, 131
Figure 67. Contréle qualité de I'épiblaste iN VIVO .......c..eeiieiieiiiciie ettt 134
Figure 68.Contrdle qualité épiblastoide iN VIt .........cceeeeccuieeieeciie ettt et 134
Figure 69. Plan expérimental QC-SteM . .....cuii ittt et e e e e e rbee e e e bae e s e earae e e enreeas 136
Figure 70. Résultats QC-Stem : morphologie, amplification, viabilité et cytométrie .........cccceeveuvveeennneen. 137
Figure 71. Résultats QC-Stem : analyse SNP des génomes initiaux et finauX........cccoceveeeeeiieeieccieeceennen. 139
Figure 72. Résultats QC-Stem : évaluation de la dérive génétique par ddPCR.........ccccceeeeviieeeecieeeeeennen. 140
Figure 73. EPIth@lium EPIDIAStiGUE .....c.c.eeeveeieieeeeceeeeee ettt ettt s st s et ee et et s neesae e e seeeans 142

Figure 74. Panels qPCR comparés : 2D, agrégats, épiblastoides encapsulés...........ccccocvreeviieeeeicveeeennnnen. 146


file:///C:/Users/philippecohen/Google%20Drive/1%20WORK/%23BIBLIO/%23%23%23%23%23%20REDACTION%20THESE%20sur%20GG%20DRIVE/These%20Epiblastoide%20Philippe%20Cohen%20version%20jury%20janvier%20v3.docx%23_Toc93571130
file:///C:/Users/philippecohen/Google%20Drive/1%20WORK/%23BIBLIO/%23%23%23%23%23%20REDACTION%20THESE%20sur%20GG%20DRIVE/These%20Epiblastoide%20Philippe%20Cohen%20version%20jury%20janvier%20v3.docx%23_Toc93571149
file:///C:/Users/philippecohen/Google%20Drive/1%20WORK/%23BIBLIO/%23%23%23%23%23%20REDACTION%20THESE%20sur%20GG%20DRIVE/These%20Epiblastoide%20Philippe%20Cohen%20version%20jury%20janvier%20v3.docx%23_Toc93571156

Figure 75.
Figure 76.
Figure 77.
Figure 78.
Figure 79.
Figure 80.
Figure 81.
Figure 82.
Figure 83.
Figure 84.
Figure 85.
Figure 86.

L’équilibre dynamique du génome, entre intégrité et dérive ........cccoeevvieivciieeiccieee e 147
LY 1L e Ta T o T I 11 o T T2 1= PR 149
Comment C-Stem pourrait préserver I'intégrité génétique ?......ccccccvveeeecieee e, 151
Courbe qualité/quantité des systémes de culture des cellules souches pluripotentes .......... 155

Différenciation €n 3D iN CAPSUIO .. ..iii ittt e e e e s sbee e e e sanee 156
Thérapies organoides : des mini-greffes issues de cellules souches .........ccoceeevcieeeiecienennns 159
Médecine organoide et victoire de la microfluidique ? .......ccevevviiiiiieciie e 160
Couverture de I'introduction générale : Coupola ..........coccuuiiiiiiiiiiiiiiiieeceee e 164
Couverture de la partie 1 : Virtual CAPSUIES.............ccuueeeccieieiciiee et 164
CoUVErture de @ Parti@ 2 1 EClDSE ......cvovevveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesese s s s s s s st ssassssesenas 164
Couverture de la Discussion générale : Pluripotent droplets.............cccceeecevueeeecceeeeecceeeeeenneen. 164
Couverture des Annexes : The stem Cell fOaM ..............oocccueieeeciiie e 164

Les illustrations des articles ne sont pas listées.



LISTE DES PUBLICATIONS

Cette these, tout comme la thérapie cellulaire, se situe a la croisée de I'industrie et de la science
fondamentale. Le travail a été effectué au sein de l'Institut Imagine et de la start-up TreeFrog
Therapeutics.

Deux articles sont en cours de publication :
e C-Stem™: Engineering niche-like micro-compartments for optimal and scale-independent
expansion of human pluripotent stem cells in bioreactors (1° auteur, Partie 2)
e Theoretical and experimental investigation of the morpho-dynamics of human pluripotent stem
cell cysts (2¢ auteur, Annexes).

Deux brevets ont été déposés :
e FR2106403 : Microcompartiments cellulaires de grande taille comprenant plusieurs cystes ;
e FR2104988 : Microcompartiments cellulaires comprenant des cellules dont I'intégrité génomique
est maintenue aprées amplification et procédé de préparation.

Posters, conférences, présentations

e Radio, émission « La Méthode scientifique » du 6/11/2019 (France Inter), Des organoides de cellules
souches (lien).

e FSSCR2020: A 3D cell culture technology for high quality, high throughput iPSC culture and
differentiation.

e ISCT 2020 : High-throughput cell encapsulation technology enables large-scale and high quality hiPSC
culture and differentiation in bioreactor.

C-Stem™, a new technology to scale-up cell therapy manufacturing.

e |ISSCR 2021 : Up to 151 millionfold cumulated expansion of encapsulated hiPS cells in bioreactor over
28 days: Comparison with 2D culture and standard spheroid culture et Production of a single batch
of 15 billion hiPS cells within a 10L bioreactor with an exponential amplification factor of 276-fold in
6.59 days.

e ISCT & ASGCT 2021: C-Stem™ provides best hiPSC amplification over 28 days while controlling
passage numbers.

e Biotech’ Week Boston 2021 : From 50 million to 15 billion human iPS cells within a week.


https://www.youtube.com/watch?v=_nxsxyNko9w




INTRODUCTION GENERALE







MOTIVATIONS

Peut-on désormais créer, faconner et utiliser génome, cellules et tissus ? Les progrés de la biologie, de la
génétique et de la biophysique atteignent une masse critique. L'application des connaissances
fondamentales dans le domaine de la thérapeutique humaine s’accélére. L’édition du génome avec
CRISPR, les ARN thérapeutiques ou les cellules CAR-T sont les figures de proue de cette « médecine-
science » tres technologique.

Les thérapies cellulaires sont utilisées pour traiter des centaines de patients dans le monde. Néanmoins,
cette branche de la médecine régénérative en est encore a un stade émergent par rapport a I'étendue de
son potentiel ; seuls quelques produits sont validés par les agences du médicament européenne et
américaine. La complexité des thérapies cellulaires est due a leur nature si différente de la médecine
classique. La culture a grande échelle de cellules vivantes n’a été abordée que trés récemment ; le recul
industriel et scientifique sur la bioproduction de cellules thérapeutiques est trés limité.

Les cellules souches pluripotentes utilisées pour concevoir ces traitements sont tres difficiles a produire
en masse et se détériorent en culture. De longue date, les biologistes essayent de maintenir ces cellules
in vitro tout en préservant les mémes propriétés cellulaires qu’in vivo.

Nous proposons une stratégie biomimétique pour reconstituer un microenvironnement cellulaire
semblable a celui observé in vivo. L'encapsulation microfluidique nous permet de produire des
microcompartiments inframillimétriques dont les parameétres peuvent étre ajustés finement. Ces espaces
3D protégés nous permettent d’intégrer certaines avancées fondamentales issues de la biologie du
développement, de la biophysique, ou de la génétique.

Le fil rouge de cette thése est l'interdisciplinarité. L'introduction générale présentera les rouages
scientifiques des thérapies cellulaires. Une description des cultures biomimétiques et organoides nous
permettra d’aborder ensuite I'embryologie et les modeles développementaux récents. Ces disciplines
nous aideront a mieux comprendre les cellules souches pluripotentes. Enfin, nous examinerons les
différents systemes de culture, leurs avantages et leurs limites.

Ces travaux de thése ont été réalisés sous la supervision de Nathalie Lefort (Institut Imagine) et Kevin
Alessandri (TreeFrog Therapeutics). Les recherches menées s’inscrivent dans un cadre translationnel et
ont été financées par TreeFrog (dispositif CIFRE, ANRT).



1. THERAPIES CELLULAIRES : UNE SYNERGIE DES SCIENCES

1.1 DES THERAPIES CELLULAIRES POUR « REPARER LE VIVANT »

La thérapie cellulaire consiste a injecter ou a greffer chez un patient des cellules ou groupes de cellules
vivantes afin d’obtenir un effet thérapeutique. Elle fait partie intégrante de la médecine régénérative qui
s’inspire des capacités intrinséques de I'organisme a se réparer (cf. figure 2).

Les thérapies cellulaires portent I'espoir de proposer un traitement vivant qui s’intégre a I'organisme et
répare la fonction déficiente. Les cellules ainsi greffées délivreraient un effet prolongé, potentiellement
pendant des décennies et libéreraient le patient de prises médicamenteuses itératives. Au-dela d’'un
traitement symptomatique, les thérapies cellulaires offriraient une réparation, une régénération, voire
une guérison (Chakradhar, 2016; Kahn, 2002).

Leur portée est vaste, concerne tous les organes et potentiellement toutes les maladies. Elles sont
particulierement adaptées au traitement des maladies chroniques (Blau & Daley, 2019). Les cellules
greffées comblent alors la perte de fonction de certaines cellules par vieillissement ou maladie.
e Diabete de type 1 : élimination auto-immune des cellules B des flots de Langerhans entrainant
une perte de la sécrétion d’insuline.
e Maladie de Parkinson : dégénération des neurones dopaminergiques A9 de la substance noire
pars compacta provoquant la perte de la sécrétion de dopamine.
e Insuffisance cardiaque : lors d’un infarctus du myocarde, par perte ischémique principalement de
cardiomyocytes amenant une perte de la contractilité cardiaque.

e (Cancer: systéeme immunitaire dépassé par la progression tumorale, apport de cellules
immunitaires modifiées pour éliminer les cellules cancéreuses et induire une rémission durable.

Figure 2. Prométhée
Dans la mythologie grecque, le foie de Prométhée se régénére a chaque fois qu’il est mangé par l'aigle (Power &
Rasko, 2008; Tiniakos et al., 2010). Peinture : Prométhée supplicié (Pierre Paul Rubens, 1618).


https://context.reverso.net/traduction/francais-anglais/Prom%C3%A9th%C3%A9e+encha%C3%AEn%C3%A9

La dénomination « thérapies par remplacement cellulaire » parfois utilisée, évoque également d’autres
disciplines médicales. Les thérapies cellulaires font partie de la médecine régénérative ; elles ont hérité
des avancées pionnieres de la greffe d’organe et de la transfusion sanguine (thérapie cellulaire par
perfusion de globules rouges). Les thérapies cellulaires peuvent prendre différents formats et les
domaines ont tendance a se chevaucher. Par exemple, a mi-chemin entre la greffe d’organe et la thérapie
cellulaire en suspension, la greffe d’unités fonctionnelles tissulaires pancréatiques a été pratiquée pour
traiter le diabéete (greffe d’ilots de Langerhans issus de donneurs (Shapiro, 2000).

En effet, la transfusion, la greffe d’organe et la thérapie cellulaire partagent des problématiques
communes :

o |astratégie de remplacement cellulaire ;

e lasource de cellules ou d’organes ;

e |e manque de donneurs;

e |a conservation des cellules ou des organes ;

e |e mode d’administration ;

o |intégration fonctionnelle et la vascularisation du greffon au receveur;

o lerejet.

L'immunologie, la biologie et I'ingénierie génétique ont été les trois premiéres disciplines scientifiques qui
tentent de répondre a ces problématiques.



1.2 INTEGRATION IMMUNOLOGIQUE DU GREFFON

Le systéme immunitaire et le rejet

Les progres de la transplantation et de la transfusion sont indissociables de ceux de I'immunologie. Les
systémes immunitaires inné et adaptatif sont capables de reconnaitre le « soi » du « non-soi ». Cette
défense naturelle permet par exemple d’éliminer des agents infectieux ou des cellules cancéreuses, mais
est également responsable du rejet des greffes.

Les premiéres tentatives de greffe sans immunosuppression se sont soldées par une dysfonction précoce
du greffon et un décés des patients. En 1954 et 1955, aux Etats-Unis et en France, des greffes rénales sans
immunosuppression entre jumeaux monozygotes sont couronnées de succes. La réussite de cette
thérapie pseudoautologue montre alors qu’en I'absence d’'immunosuppression, il est nécessaire d’avoir
une correspondance parfaite entre donneur et receveur.

Pour aller au-dela du périmétre limité des greffes autologues et permettre au patient de tolérer des
cellules ou organes qui ne proviennent pas de lui-méme (allothérapies, thérapies allogéniques), il a fallu
comprendre le fonctionnement du systéme immunitaire puis développer des stratégies adaptées.

Découverte des groupes sanguins et tissulaires et premiéres allothérapies

Les utilisations thérapeutiques du sang documentées historiquement, telles que la transfusion ou
ingestion de sang de jeunes hommes par le pape Innocent VIl en 1492 sont au mieux douteuse et au pire
mortelles. Plus récemment les interventions documentées de James Blundell en 1818 permirent la survie
de 5 patientes sur 10. Il a fallu attendre la découverte des groupes sanguins ABO et Rhésus par I’Autrichien
Karl Landsteiner, a partir de 1901, pour éclairer les compatibilités transfusionnelles. Le Francais Jean
Dausset décrit quant a lui dés 1958 le systéme majeur d’histocompatibilité humain (systéeme HLA, Human
leukocyte antigen). L'identification de ces motifs antigéniques a la surface des cellules par I'organisme lui
permet de reconnaitre le soi du non-soi. Les thérapies allogéniques ont pu émerger lorsqu’il a été possible
d’apparier donneurs et receveurs par groupes sanguins ou tissulaires.

L'immunosuppression et la greffe d’organe

Les prémices d'immunosuppression consistaient en une irradiation totale suivie d’'une greffe de moelle
provenant du méme donneur d’organe. Cette pratique, tres lourde pour le patient, a toutefois permis
d’induire une « tolérance » du greffon et de montrer que la barriére de la défense immunitaire pouvait
étre franchie. A partir des années 1960, les progrés de I'immunologie clinique sont nombreux. Les
molécules immunosuppressives ou immunomodulatrices contribuent a une tolérance et une
fonctionnalité prolongée des greffons (Bruno Moulin; Marie-Noélle Peraldi, 2018; Evolution du
traitement immunosuppresseur en transplantation rénale, 2004). Mais, encore aujourd’hui, ces
traitements immunosuppresseurs ont de nombreux effets secondaires et limites. lls ne peuvent pas étre
interrompus et doivent étre pris pendant toute la durée de fonctionnement du greffon (a vie pour les
organes vitaux). L'immunosuppression est non spécifique et entraine une augmentation du risque
d’infection et de cancer post-transplantation. En outre, il existe des toxicités spécifiques en fonction des
traitements prescrits (hypertension artérielle, diabéte, dyslipidémie, diarrhées, néphrotoxicité,
neutropénie, anémie, thrombopénie, tremblements, etc.). Enfin, elle demeure imparfaite a cause de la
persistance d’une réaction immunologique dirigée contre le greffon. Celle-ci peut étre responsable en
partie d’un dysfonctionnement chronique de la greffe, méme en I’'absence d’épisode de rejet aigu.



La transfusion et les greffes d’organes aujourd’hui
Les progres conjoints de I'immunologie clinique, de la chirurgie, de la réanimation et une organisation des
soins spécialisés (Etablissement francais du sang, Agence de la biomédecine) ont permis le déploiement a
grande échelle de la transfusion sanguine et des greffes d’organes en France. Progressivement, des greffes
de rein (1955), de moelle (1956), de coeur (1967), de pancréas (1967), de foie (1972), des poumons (1981)
sont réalisées. En France, on dénombre désormais :
e 530980 patients transfusés en 2019 (rapport d’hémovigilance de ’ANSM, 2019) ;
e 4640 patients greffés par moelle osseuse/cellules souches hématopoiétiques en 2020
(Agence de la biomédecine, agence-biomedecine.fr) ;
e 5901 greffes d’organes par an en 2019, dont 3 643 reins, 1 355 foies, 425 coeurs, 384 poumons,
9 coeur-poumons, 107 pancréas, 1 intestin
(Agence de la biomédecine, https://www.dondorganes.fr ).

La plupart des greffons sont issus de dons d’organes sur des personnes en état de mort cérébrale. La
transplantation d’organes est ainsi limitée par le nombre restreint de donneurs. Plus de 20 000 personnes
sont sur liste d’attente de greffe en France, et chaque année plus de 500 personnes meurent faute d’avoir
été greffées.

Les cellules souches pluripotentes, une source infinie de cellules et de tissus

A partir des années 2000, grace a I'essor de la biologie des cellules souches pluripotentes, il devient
envisageable de créer a la demande des greffons in vitro pour tout type de pathologie (cf. tableau 1). Ces
cellules ont la capacité naturelle de se renouveler infiniment et de se différencier dans toutes les cellules
de l'organisme. En utilisant une partition de plus en plus précise de facteurs de transcription et de
molécules de signalisation, des protocoles de différenciation cellulaire de plus en plus efficaces sont
établis.

A I'origine, les cellules souches pluripotentes sont extraites a partir d’embryons humains. La maitrise de
la reprogrammation cellulaire contribue progressivement a remplacer ces cellules souches embryonnaires
par des cellules souches pluripotentes induites, appelées « cellules iPS » (K. Takahashi et al., 2007). Le
développement de thérapies cellulaires produites entiérement a partir d’iPS permet de contourner le
manque de donneurs d’organes et les limites éthiques posées par I'utilisation des embryons. Il devient
alors possible de privilégier des approches autologues, allogéniques, haplotypées, génétiquement
modifiées.

Tableau 1. Pourquoi des cellules souches pour les thérapies cellulaires ?
La capacité naturelle des cellules souches pluripotentes a s’autorenouveler et a se différencier en tout
type cellulaire a deux avantages majeurs pour la thérapie cellulaire :

- D’une part, c’est une source robuste, reproductible, potentiellement illimitée de cellules.

- D’autre part, les protocoles et les controles qualité peuvent étre standardisés.


https://rams.agence-biomedecine.fr/activite-nationale-de-greffe-de-csh-0
https://www.dondorganes.fr/

Thérapies autologues

Le principe de la thérapie autologue est de prélever des cellules somatiques issues du patient, de les
reprogrammer par un stade pluripotent (iPS), de les différencier dans le type cellulaire d’intérét, puis de
les lui greffer (cf. figure 3). Les iPS permettent en théorie de créer des thérapies cellulaires autologues sur
mesure pour chaque patient. Cependant, le processus en découlant est a ce jour trop laborieux pour étre
généralisé, et ce pour plusieurs raisons.

e Le médicament cellulaire autologue doit étre produit et qualifié pour chaque patient, ce qui
entraine un co(t et un délai de production trés importants. On estime a 1 million de dollars le prix
d’une thérapie cellulaire autologue issue d’iPS, dont 500 000 dollars seraient dévolus au contréle
qualité (Chakradhar, 2016).

e Dans certains cas, lors de maladies génétiques, les thérapies produites a partir des cellules du
patient peuvent dysfonctionner car elles portent les anomalies qui ont causé la maladie initiale.
Dans ce cas, il faudrait non seulement générer des iPS sur mesure pour chaque patient, mais
également les « corriger » par édition génique.

Toutefois, ces difficultés pourront en partie étre surmontées, et « il est raisonnable de penser que les
greffes issues de cellules souches autologues sont une bonne opportunité de thérapies cellulaires sans
rejet, sans immunosuppresseurs » (Yamanaka, 2020).
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Figure 3. Thérapies cellulaires autologues et allogéniques

La visée des thérapies cellulaires allogéniques est de produire a grande échelle, a moindre colt et de maniére
reproductible des doses cellulaires prétes a I’'emploi. Le défi des thérapies cellulaires autologues est de dépasser la
variabilité et le fardeau logistique actuel, pour permettre une médecine régénérative personnalisée.



Thérapies allogéniques

Les cellules greffées ne sont pas issues du patient, et la différence des profils antigéniques
donneur/receveur nécessite dans la plupart des cas une immunosuppression compléte et prolongée (cf.
figure 3). Les greffes dans des organes a « privilege immun », les thérapies allogéniques haplotypées ou
I'ingénierie génétique peuvent étre des stratégies avantageuses pour diminuer ces traitements.

>

Les organes ou tissus a « privilege immun » permettent aux greffes allogéniques qui y sont faites
de se maintenir de maniére prolongée sans nécessiter de traitement immunosuppressif (Hong &
van Kaer, 1999). Le cerveau et la rétine, par exemple, sont particulierement isolés des cellules
immunes par la barriére hémato-encéphalique et la barriére hémato-rétinienne. Si ces barrieres
sont intactes et fonctionnelles — ce qui n’est pas trivial en cas de pathologie ou de chirurgie —, ces
tissus sont alors trés avantageux et susceptibles de tolérer plus facilement des allogreffes
(Spadoni et al., 2017). D’autres sites bénéficient également de cette spécificité : la capsule rénale,
les testicules, la cornée, le foie, le placenta/foetus (Arck et al., 2014 ; Mdlzer et al., 2020). Ce
privilege immun a I'échelle d’'un organe inspire certaines stratégies récentes qui tentent de
reproduire cette tolérance localement au niveau vasculaire (Siren et al., 2021) ou cellulaire
(Elisseeff et al., 2021).

Thérapie allogénique haplotypée

Grace a la constitution de grandes banques de cellules souches, il est possible d’apparier donneurs
et receveurs en fonction de leur typage HLA (cf. figure 4). Cette correspondance
d’histocompatibilité, semblable a celle réalisée pour les greffes d’organes, est encore peu
développée aujourd’hui, car il faut sélectionner et gérer des dizaines, voire des centaines de
donneurs-iPS. Afin de réduire le nombre de lignées nécessaires pour couvrir 'ensemble de la
population, ces haplobanques engendrent des cellules souches pluripotentes induites a partir de
super-donneurs homozygotes HLA (cf. figure 4). En Angleterre par exemple, il a été montré qu’une
dizaine de lignées HLA homozygotes offrent une excellente concordance pour 37,7 % de la
population et une correspondance partielle pour 67 % de la population (Taylor et al., 2005). Ces
haplobanques améliorent la tolérance et l'efficacité des thérapies cellulaires, et réduisent
I'intensité et la durée des traitements immunosuppresseurs (Morizane et al., 2013). En
mutualisant les lignées a I’échelle internationale, comme cela a été fait pour les répertoires de
moelle osseuse, il est permis d’espérer une bonne couverture de la population mondiale dans les
années a venir (S. Lee et al., 2018 ; Liedtke et al., 2021 ; Turner et al., 2013 ; Wilmut et al., 2015).
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Figure 4. Banques cellulaires haplotypées

(A) Adapté de « Pluripotent stem cell-based cell therapy — Promise and challenges » par Yamanaka, 2020. Les
haplotypes de 10 individus sont illustrés par différentes combinaisons de couleurs (en haut). Aucun d’entre eux n’a
de correspondance identique ou parfaite. En revanche, une lignée iPS obtenue a partir d’un super-donneur HLA-
homozygote (en haut) permet de faire un appariement correct pour 4 des 10 individus. (B) Adapté de « Repurposing
the cord blood bank for haplobanking of HLA-homozygous iPSCs and their usefulness to multiple populations » par
S. Lee et al., 2018. Ce schéma illustre le pourcentage de la population coréenne couverte par une haplobanque de
cellules souches en fonction du nombre de donneurs HLA homozygotes (nombre d’haplotypes en abscisse).

>

Ingénierie génétique et lignées cellulaires universelles

La tolérance immunitaire des thérapies cellulaires peut théoriquement étre obtenue par édition
génique. En supprimant I'expression d’antigénes HLA et en forgant I'expression de molécules
immunorégulatrices a la surface des cellules (HLA E, HLA G, CD 47, etc.). |l serait possible d’obtenir
un échappement immun quasi complet (Yamanaka, 2020). Une lignée de cellules souches
pluripotentes pourrait étre modifiée pour exprimer un profil immunitaire favorable. Ainsi tous les
greffons qui en seraient issus obtiendraient ce méme bénéfice. En théorie, produire une ou
plusieurs lignées de cellules « universelles » compatibles avec une tres large portion de la
population aiderait a réduire drastiquement les colts et les freins logistiques des thérapies
cellulaires. Cette approche permettrait également aux malades d’éviter la prise chronique de
médicaments immunosuppresseurs et leurs effets indésirables. Il faut toutefois rappeler que ces
cellules indétectables par le systeme immunitaire du patient présenteraient des risques
nouveaux. En cas d’évolution tumorale des cellules greffées (génétiquement modifiées et
cultivées in vitro) ou d’infection de celles-ci, elles ne pourraient pas étre repérées ou éliminées
par les défenses immunitaires.
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Edition génique pour des cellules augmentées

Pour répondre aux exigences d’efficacité et de sécurité prolongées, mais également aux réalités
logistiques et économiques des thérapies cellulaires, les modifications géniques sont de plus en plus
utilisées (X. Tan et al., 2021) (Elisseeff et al., 2021 ; Kimbrel & Lanza, 2020 ; Rafiq et al., 2020). Du c6té de
la sécurité, elles peuvent permettre de controler I'activité thérapeutique aprées la greffe ; en cas de
probléme, I'incorporation de genes suicides (« safety switch ») permet d’éliminer les cellules greffées.

Les progres synergiques de la génétique, de I'immunologie et de la biologie sont a I'origine d’'une nouvelle
génération de thérapies cellulaires plus efficaces, slres et accessibles (cf. figure 9). Dans cette these, nous
ne traitons pas des thérapies géniques. Toutefois, la frontiére est parfois mince entre thérapie génique et
thérapie cellulaire, comme avec les stratégies de « reprogrammation in vivo » (Palfi et al., 2014).
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Number of cell therapy trials

1.3 LES DEBUTS DES THERAPIES CELLULAIRES

Une synergie médico-scientifique

Les précurseurs du domaine des thérapies cellulaires démontrent bien I'interdisciplinarité nécessaire au
développement de ces nouveaux médicaments cellulaires : médecine-chirurgie, immunologie, biologie,
génétique.

1% génération : des greffons cellulaires « natifs » issus de donneurs

A partir des années 1970, la greffe de moelle osseuse a permis de sauver de nombreuses personnes
souffrant de cancers hématologiques. Ces thérapies cellulaires de cellules souches hématopoiétiques
(HSC) sont un franc succés (Chabannon et al., 2018). A ce jour, on dénombre plus de 1 million de
transplantations déja réalisées dans le monde (Josep Carreras Foundation, 2020).

A partir des années 2000, plus d’un millier d’études cliniques ont tenté de prouver le potentiel
thérapeutique des cellules souches mésenchymateuses (MSC) (Wong et al., 2015). Ces cellules extraites
principalement du tissu adipeux ou de la moelle osseuse du patient lui sont réinjectées directement (Hass
et al., 2011 ; Lazarus et al., 1995). Ces thérapies ont suscité beaucoup d’espoir pour le traitement de
pathologies extrémement variées (GVHD, arthrose, infarctus du myocarde, infections, autisme, etc.).
Toutefois, leurs mécanismes d’action ne restent a ce jour que partiellement élucidés (Caplan, 2017b) et
peu de bénéfices thérapeutiques ont été prouvés (Galipeau & Sensébé, 2018 ; Rodriguez-Fuentes et al.,
2021).

Ces thérapies HSC et MSC constituent la premiere vague de thérapies cellulaires initialement issues de
donneurs. Leur développement se poursuit actuellement (cf. figure 5).

1,500 Figure 5. Premiéres vagues de thérapies cellulaires

Adapté de « Biomanufacturing for clinically advanced cell
CAR-T cell trial in CLL therapies » par Aijaz et al.,, 2018. MSCs est mis pour
1,000+ - Mesenchymal stem cells (cellules souches
/ mésenchymateuses), GvHD pour Graft versus host

MSCs trial in GvHD ¥ 4 disease (maladie du greffon contre I'héte), CAR-T pour

U~ — —

5004 o = Chimeric antigenic receptor-T (lymphocyte T modifié
génétiquement ex vivo) et LLC pour leucémie lymphoide
chronique.

———

2000 2005 2010 2015
Year
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28me génération : des greffons de synthése issus de cellules souches

L'émergence de ces greffons de synthese peut étre illustrée par le domaine de la thérapie cellulaire pour
la maladie de Parkinson (Obeso et al., 2017). Pallier la perte chronique de neurones dopaminergiques par
la greffe de nouvelles cellules directement dans le cerveau représente un front thérapeutique prometteur
pour les 7 millions de patients dans le monde (Barker et al., 2015 ; Pires et al., 2017).

A partir des années 1980, les premiéres preuves de concept ont été réalisées a partir de fragments de
cerveaux foetaux (Lindvall et al., 1989 ; P. Brundin, O. G. Nilsson, R. E. Strecker, O. Lindvall, B. Astedt,
1986). Ethiquement et techniquement trés difficile & généraliser, cette source foetale a tout de méme
contribué a démontrer le potentiel clinique de cette stratégie (Barker et al., 2013 ; Kefalopoulou et al.,
2014 ; W. Li et al., 2016). A partir des années 2000, les progrés de la biologie des cellules souches
pluripotentes et I'établissement des premiers protocoles de différenciation dopaminergique (Arenas et
al., 2015 ; Kawasaki et al., 2000; J. H. Kim et al., 2002 ; Park et al., 2005 ; Zeng, 2004) permettent
d’envisager des greffes sans recours aux donneurs foetaux. Plus récemment, des cellules souches
pluripotentes induites ont également été utilisées comme matériel de départ pour la différenciation
neurale des greffons (J. F. Loring, 2018 ; J. Takahashi, 2017). Grace a I’essor de la transcriptomique, les
protocoles de différenciation sont ajustés pour maximiser |'efficacité et la sécurité thérapeutique (Doi et
al., 2020 ; Kirkeby, Nolbrant et al., 2017 ; Osborn & Hallett, 2017). Grace a ces greffons de synthése issus
d’iPS, on peut désormais se passer de donneur pour créer in vitro un médicament cellulaire allogénique,
sur mesure, plus facilement reproductible, efficace et slr (Barker et al., 2017 ; Kirkeby, Parmar, et al.,
2017 ; Natalwala & Kunath, 2017; Studer, 2017). Ce parcours montre que certaines stratégies
thérapeutiques ne pouvaient réellement se concrétiser sans le développement synergique des sciences
et des techniques (Barker, 2014).
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3%me génération : des greffons cellulaires génétiquement modifiés

A partir des années 2000-2010, la modification génique permet de reprogrammer les lymphocytes T pour
gu’ils ciblent des cellules cancéreuses (Labanieh et al., 2018). Emily Whitehead, une Américaine de 7 ans
atteinte d’'une leucémie aiglie lymphoblastique, fut l'une des premiéres a recevoir ce type
d’'immunothérapie cellulaire, en 2012 (Caldwell et al., 2021). Le principe de ces cellules CAR-T est de
reprogrammer le systéme immunitaire ex vivo et de le réimplanter dans le patient pour cibler le cancer.

Depuis, cette stratégie a permis de sauver la vie de nombreux patients en impasse thérapeutique et a
suscité un engouement majeur. Profitant du développement d’outils de modifications géniques comme
CRISPR et TALEN, I'ingénierie génétique est utilisée dans ce domaine a des fins multiples : tolérance
immune (allothérapies), augmentation de I'efficacité, persistance, switch on/off, combinaison de cibles,
etc. (Cortés-Selva et al., 2021 ; Minutolo et al., 2019 ; Mitwasi et al., 2020 ; Morandi et al., 2020 ; Picanco-
Castro et al., 2020 ; Rafiq et al., 2020 ; Valton et al., 2018). Ces cellules augmentées, de plus en plus
souvent issues de cellules souches pluripotentes (Y. Li et al., 2018), ciblent désormais un large panel
d’indications (MacKay et al., 2020 ; Marofi et al., 2021 ; Moreno-Cortes et al., 2021 ; Raffin et al., 2020 ;
Weber et al., 2020; J. X. Yu et al., 2020).

L'immuno-oncologie est aujourd’hui I’'exemple d’une thérapie cellulaire contemporaine : un intégrateur
pluridisciplinaire de la biologie, de I'immunologie, de la génétique (Depil et al., 2020 ; Elisseeff et al., 2021).
Elle apporte aussi la preuve que malgré certains échecs, les thérapies cellulaires ne sont pas qu’un mythe
et que les promesses qu’elles portent sont atteignables (cf. figure 6).
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Figure 6. Essais cliniques en immuno-oncologie cellulaire en 2020
Adapté de « Cancer cell therapies: The clinical trial landscape » par Yu et al., 2020.
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1.4 ETAT DE L’ART DES THERAPIES CELLULAIRES ET LIMITES ACTUELLES

Les prémices de la thérapie cellulaire

A ce jour, le nombre de patients traités par des thérapies cellulaires augmente, mais le nhombre de
médicaments commercialisés reste faible (Quinn et al., 2019 ; Upadhaya et al., 2021). Les essais cliniques
issus de cellules souches pluripotentes sont encore plus rares (cf. figure 7 & Yamanaka, 2020).
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Figure 7. Principales thérapies cellulaires issues de cellules souches pluripotentes

(A) Adapté de de « Pluripotent stem cell-based cell therapy — Promise and challenges » par Yamanaka, 2020. Essais
cliniques en thérapies cellulaires issues de cellules souches pluripotentes induites (a gauche) et embryonnaires (a
droite), menés en septembre 2020 et listées sur clinicalTrials.gov. (B) Carte des thérapies cellulaires
interventionnelles en 2020. Adapté de « Global trends in clinical trials involving pluripotent stem cells: A systematic
multi-database analysis » par Deinsberger et al., 2020.

« Injecter une suspension de cellules pure a 100 % »

Historiquement, les transfusions sanguines ou les suspensions cellulaires injectées pour
I’'oncohématologie correspondent a des cellules qui sont naturellement des cellules isolées circulant dans
le sang. Les standards de contréle qualité des thérapies cellulaires héritent, au moins partiellement des
normes historiques de I'industrie du médicament ; il est souvent exigé du produit cellulaire injecté qu’il
soit parfaitement défini, pur a 100 %, et qu'il ne contienne qu’un seul type de cellules effectrices, qu’un
seul principe actif.
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Artefacts d’identités et fonctions cellulaires
La fonction d’un organe comme celles des cellules qui le composent est intiment liée a la structure
tissulaire.

L'essor de la transcriptomique de cellules uniques a permis d’éclairer les protocoles de différenciation
d’une lumiére nouvelle. On sort progressivement du modele classique d’arbre de différenciation avec un
nombre fini de stades cellulaires pour aller vers un modeéle continu plus réaliste ou les cellules empruntent
des chemins, des continuums de différenciation (cf. figure 8). Cette hétérogénéité cellulaire est tres
difficile a appréhender. Méme au sein d’'une population cellulaire apparemment pure, exprimant
uniformément les mémes marqueurs, il y aura toujours un certain degré d’hétérogénéité (Haas et al.,
2018 ; Velten et al., 2017).

Figure 8. Transcriptomes de cellules uniques
et identités cellulaires

Adapté de « A new view of embryo development
and regeneration » par Harland, 2018, revue
Science, percée scientifique de I'année en 2018.
Profil transcriptionnel en cellules uniques d’un
embryon de poisson-zebre. Chaque point
représente un apercu de ['état cellulaire au
premier jour du développement. Les cellules de
I'embryogenése précoces sont au centre; les
cellules en cours de différenciation se déploient en
branches neurales (rouge), épidermiques (bleu),
mésendodermiques (vert).

Pour la maladie de Parkinson, les essais cliniques en cours utilisent tous des progéniteurs neuraux issus
de cultures 2D axés sur la pureté cellulaire ; une suspension homogéne de ces cellules est injectée dans le
cerveaux et il est attendu que la différenciation initiée in vitro se termine correctement in vivo. Le groupe
de Malin Parmar, en pointe dans ce domaine, utilise la transcriptomique de cellules uniques pour vérifier
les identités cellulaires. Dans un modeéle préclinique de rats parkinsoniens, la population de cellules
greffées, pourtant pures a l'origine, laisse place six mois aprés a plusieurs types cellulaires inattendus
(Tiklova et al., 2020). L’hétérogénéité des cellules se révéle dans ce cas tardivement : aprés le contréle
qualité, apres la greffe.

De nombreux essais cliniques sont menés actuellement avec des cellules immunitaires obtenues a partir
de cellules souches pluripotentes (cf. Fate, Carisma, Allogene, Century, Cytovia, Notch, Adaptimune,
Astellas, Takeda, Caribou, Shoreline, CIRA etc.). La correspondance physiologique et I'homogénéité de ces
cellules immunes artificielles, sont établies typiquement par cytométrie de flux et la présence de
marqueurs de surface. Malgré des caractéristiques plus ou moins proches de leurs équivalents naturels,
la fonctionnalité n’est pas toujours compléte. La compréhension du lien entre identité cellulaire et effet
thérapeutique est ici aussi une problématique importante pour les années a venir.
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Mortalité cellulaire lors de I'injection

Le taux de survie cellulaire post-greffe des thérapies cellulaires actuelles est un enjeux majeur.
Traditionnellement, les cellules cultivées en 2D sont récoltées par détachement et dissociation avant
d’étre injectées chez le patient. Ces étapes entrainent jusqu’a 75 % de morts cellulaires.

e ladissociation peut provoquer un dommage cellulaire important. La mortalité cellulaire peut étre
directe, engendrée par stress mécanique, ou indirecte, par apoptose due a la perte du contact
cellule/cellule ou cellule/matrice, ou par manque de facteurs de croissance/survie (anoikis). Dans
le cas de la greffe de neurones matures, la dissociation aboutit a la détérioration massive des
neurites, et la mort cellulaire atteint presque 100 %. C’est pour cette raison que les greffes
dopaminergiques pour la maladie de Parkinson expérimentées jusqu’a présent n’ont pu étre
constituées que de progéniteurs dopaminergiques et non de neurones matures pleinement
différenciés et stables. Et, malgré cela, jusqu’a 90 % des progéniteurs injectés meurent dans les
suites de l'injection (Sortwell et al., 2000). Certains types cellulaires sont plus fragiles que
d’autres ; cette sensibilité au détachement et a la dissociation limite grandement les indications
impliquant des cellules adhérentes.

e Lamanipulation et I'injection des cellules peuvent produire un stress mécanique intense. Le stress
de cisaillement lors du passage des cellules dans I'aiguille est souvent cité. La stratégie de
transplantation (Amer et al., 2017 ; Ng & Thakor, 2020) implique souvent la création de matériel
spécifique et constitue un maillon indispensable de chaque projet thérapeutique (Mitrousis et al.,
2018 ; O’Cearbhaill et al., 2014 ; Wahlberg et al., 2018).

e Une troisieme cause de mortalité cellulaire lors de la greffe est due a I'inhospitalité du site
d’injection. Les cellules ayant survécu au détachement, a la dissociation et a l'injection arrivent
dans un environnement inflammatoire, ischémique (effet de I'injection) et souvent pathologique
(maladies chroniques, dégénératives, etc.). Dans ce contexte de microenvironnement dégradé,
Par conséquent, la survie et I'intégration des cellules greffées sont difficiles.

Vers une 4°™ génération de thérapie cellulaire : biophysique et biomimétisme

Au-dela des défis immunologiques biologiques et génétiques évoqués précédemment, des difficultés
persistantes de survie tant au niveau de la production que de la greffe questionnent la stratégie globale
des thérapies cellulaires. Les techniques organoides et plus largement les avancées en biophysique
permettent d’envisager de nouveaux formats de culture et de greffe en 3D. Cette stratégie pourrait
bénéficier a I'identité, au fonctionnement, a la survie et a l'intégration des greffons (cf. figure 9). Ce travail
de these s’inscrit dans cette approche récente des thérapies cellulaires.
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Figure 9. Interdisciplinarité de la médecine régénérative
Frise schématique illustrant les débuts cliniques de la médecine régénérative. Cette derniere est a la croisée de

guatre sciences fondamentales (voir en bas) et recouvre quatre champs d’application médicale (voir en haut).
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2. BIOMIMETISME ET ORGANOIDES

2.1 LE BIOMIMETISME

Le mot « biomimétique » vient du grec bios (vie) et de mimésis
(imitation). Le biomimétisme désigne un processus d’innovation
ou d’ingénierie qui s’inspire des formes, matiéres, propriétés, and still is the embryo,
processus et fonctions du vivant (Wikipédia, n.d.). Le Centre who is, incidentally,
d’études et d’expertises dédié au déploiement du biomimeétisme NN P Fers PR A APy (Tenr R Tt N 2
en France décrit le biomimétisme comme « une coopération
interdisciplinaire de la biologie et de la technologie ou d’autres
domaines d’innovation dans le but de résoudre des probléemes
pratiques par le biais de I'analyse fonctionnelle des systemes
biologiques, de leur abstraction en modeéles ainsi que le transfert
et I'application de ces modeles a la solution ». Il le définit comme
«une philosophie et des approches conceptuelles
interdisciplinaires prenant pour modele la nature afin de relever
les défis du développement durable » (CEEBIOS, 2021).

“ Our real teacher has been

Le biomimétisme englobe différents domaines d’application
techniques, médicaux, industriels ou économiques. Il comprend
des sous-domaines tels que la bionique ou l'architecture
biomimétique, par exemple. Il peut concerner des échelles Viktor Hamburger
nanométriques et biomoléculaires ainsi que des échelles
macroscopiques et écosystémiques.

Figure 10. Biomimétisme et embryologie
Portrait et citation de Viktor Hamburger,

) ) embryologiste germano-américain (1900-2001).
Il est difficile de dater I'émergence du biomimétisme tant

I'inspiration du vivant est présente de longue date. On peut citer Léonard de Vinci (1452-1519) et sa
machine volante qui devait permettre aux hommes de voler grace a des ailes inspirées de celles des
oiseaux. C'est I’Américain Otto Schmitt qui aurait forgé le néologisme anglais biomimetics pour décrire la
notion de transfert de processus de la biologie a la technologie (Schmitt, 1984). Janine Benyus I’a ensuite
vulgarisé dans son livre de 1997 Biomimicry: innovation inspired by nature, ou elle invite a considérer la
nature comme « modele, mesure et mentor » (Pathak, 2019).

Appliquée aux thérapies cellulaires, I'inspiration vient de I’étude de la biologie du développement et de
I’histologie qui permettent des avancées majeures pour la biophysique, la science des matériaux, la
culture cellulaire, la différenciation (Ingber et al., 2006 ; Nava et al., 2015; Vincent, 2009). Viktor
Hamburger disait en 1968 : « Our real teacher has been and still is the embryo, who is, incidentally, the
only teacher who is always right.» (The emergence of order in developing systems: The twenty-seventh
symposium the society for developmental biology, 1968) (cf. figure 10).
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2.2 LA BIOCHIMIE DU DEVELOPPEMENT

La biologie du développement reste aujourd’hui la premiére ressource pour guider la création de greffons
cellulaires issus de cellules souches pluripotentes. C'est une science pluridisciplinaire qui décrit les
mécanismes expliquant la transformation d’une cellule unique en organisme pluricellulaire complexe. Le
programme développemental entraine les cellules a proliférer, rentrer en apoptose, se différencier,

migrer pour former un organisme.

La biologie du développement et les travaux précoces sur les batraciens (cf. figure 11) ont permis
d’identifier des signaux biochimiques clés. Une chorégraphie (combinaison spatio-temporelle précise) de
molécules diffusives, appelées « morphogénes », guident chaque cellule dans I’expression d’'un
programme développemental spécifique (French flag model, Lewis Wolpert, 1960). La compréhension de
cette communication cellulaire a permis d’élaborer des protocoles de différenciation de plus en plus

proches de I'in vivo et de plus en plus efficaces.
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Figure 11. Différenciation dirigée

(A) Gradient de morphogénes et centres
inducteurs de Nieuwkoop et Spemann
lors de I'embryogenese du xénope.
Adapté de «The establishment of
Spemann's organizer and patterning of
the vertebrate embryo » par de Robertis
et al, 2000. (B et C) Approche
biomimétique pour [|'optimisation des
protocoles de différenciation de
neurones dopaminergiques in vitro. La
caudalisation des progéniteurs
mésencéphaliques ventraux et leur
orientation précise vers une identité
dopaminergique sont obtenues comme
dans des conditions in vivo, grace a
l'utilisation précise du facteur de
croissance FGF8. Adapté de « Generation
of high-purity human ventral midbrain
dopaminergic progenitors for in vitro
maturation and intracerebral
transplantation » par Nolbrant et al,,
2017.
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2.3 LA BIOPHYSIQUE DU DEVELOPPEMENT

L'étude du développement révele également I'importance du role du microenvironnement. La dualité
chimique/mécanique de 'embryon avait été pressentie par Alan Turing alors méme qu’il décrivait sa
théorie « biochimique » de réaction/diffusion (Saunders, 2013).

En plus des gradients de morphogeénes et des mécanismes d’induction/compétence, les signaux
mécaniques éclairent les trajectoires d’identité cellulaire (cf. figure 12) (Chen, 2008 ; Eyckmans et al.,
2011 ; Hannezo & Heisenberg, 2019 ; Muncie & Weaver, 2018 ; Shao et al., 2015 ; Vining & Mooney, 2017).
La biophysique et la mécanobiologie ont permis de faire des avancées significatives dans la biologie du
développement, I'établissement de protocoles de différenciation, la reprogrammation cellulaire ou la
biologie des cancers (Hayward et al., 2021).

In vitro, la physique du microenvironnement cellulaire peut étre utilisée pour guider la différenciation
cellulaire (cf. figure 12). La rigidité de la matrice est un parameétre clef (Chen, 2008). Les cellules souches
mésenchymateuses, par exemple, cultivées sur des substrats plus ou moins rigides, vont se différencier
préférentiellement vers des destins osseux, cartilagineux, adipeux ou éventuellement nerveux (Cameron
etal., 2011 ; Chaudhurietal., 2016 ; Das et al., 2016). Lors de la reprogrammation cellulaire, les propriétés
mécanobiologiques et le microenvironnement en 3D participent également aux changements d’identités
cellulaires (Caiazzo et al., 2016).
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Figure 12. Dualité physico-chimique lors du développement

(A) Les cellules intégrent des signaux biochimiques et biophysiques multiples. Adapté de « Recent advances in
engineering the stem cell microniche in 3D » par Bao et al., 2018. Les cellules convertissent les stimulations
mécaniques en signaux biochimiques, ce qui leur permet de sentir leur microenvironnement physique et d’y
répondre. Cette mécanotransduction est essentielle in vivo et in vitro. (B) La différenciation des MSCs en types
cellulaires est régulée par la rigidité de leur microenvironnement (Bao et al., 2018). (C) Le cytosquelette d’actine
s’organise en fonction de la rigidité du substrat; les différentes couleurs indiquent I'orientation des filaments
d’actine. Adapté de « Adaptive rheology and ordering of cell cytoskeleton govern matrix rigidity sensing » par Gupta
et al., 2015.
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2.4 LES CELLULES SOUCHES RESIDENT DANS DES NICHES

Les identités cellulaires ne sont pas qu’une addition simple de signaux physiques et chimiques. Elles
existent de maniére complexe et dynamique au sein de structures supracellulaires hautement organisées,
que I'on nomme « niches » (cf. figure 13).

Les niches sont définies comme : « des microenvironnements spécialisés d’un tissu ou les cellules souches
résident. Elles exercent une influence majeure sur les fonctions des cellules souches et peuvent étre
définies par la somme des interactions cellules-cellules, cellule-matrice, cellules-facteurs solubles, dans
un contexte de contraintes physiques et géométriques qu’une cellule rencontre a un temps précis »
(Simian & Bissell, 2017). Il n’est pas certain que le caractére « souche » soit intrinséque ou extrinseque et
gu’il puisse étre définit en dehors de la niche (Mesa et al., 2015 ; Schofield, 1978). Une cellule souche
sortant de sa niche peut perdre son caractére souche ; une cellule différenciée qui intégre ou colonise une
niche peut reprendre une identité de cellule souche.

Les niches sont composées de plusieurs types cellulaires qui interagissent : vaisseaux sanguins,
fibroblastes, cellules immunitaires, cellules nerveuses, cellules lymphatiques. Les cellules souches sont
intégrées aux unités fonctionnelles tissulaires, aux tissus, et, de maniere générale, a 'ensemble de
I’organisme. L'interaction de la cellule souche avec son microenvironnement va influencer son maintien
ou son engagement dans un stade quiescent, prolifératif ou de différenciation.

Figure 13. La niche cellulaire
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On peut décrire des niches lors du développement (cellules souches pluripotentes et progénitrices,
Kyprianou et al., 2020), mais également dans des tissus adultes. Les niches et leurs cellules souches sont
indispensables pour I’homéostasie des unités tissulaires (cf. figure 14) (Chacon-Martinez et al., 2018 ;
Morrison & Spradling, 2008).

Le maintien ou I'établissement d’une structure tissulaire est intiment liés au destin des cellules souches
au sein des niches. La biologie en 3D tente de mimer ces structures supracellulaires et leurs fonctions
associées in vitro. La culture dite « organoide » intégre les notions de niches, de signalisations chimiques
et mécaniques dans une approche globale biomimétique.
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Figure 14. Exemple de cellules souches adultes et leurs niches
Niches des cellules souches intestinales (A), cutanées (B) et des voies respiratoires (C). LGR5 + ISC : cellules souches
intestinales ; HFSC : cellules souches du follicule pileux ; Basal stem cell : cellules souches des voies aériennes.
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2.5 ORGANOIDES : L’IN VITRO BIOMIMETIQUE

Cellule isolée Culture 2D Culture 3D Organoide In vivo
Figure 15. Danse des cellules
La chorégraphie tissulaire inspirée de « La danse » Henri Matisse 1909.

Les organoides sont des assemblages pluricellulaires cultivés in vitro qui ressemblent a des mini-organes.
lls découlent des cultures en 2D classiques et des protocoles de différentiation historiques et intégrent les
progres de la biologie des cellules souches (M. Li & Belmonte, 2016), de la génétique et de la biophysique.
La culture des organoides est, par nature, bio-inspirée (cf. figure 15). Elle tente de récapituler in vitro les
mécanismes décrits par la biologie du développement en intégrant a la fois des parameétres biochimiques
et biophysiques. Différentes définitions existent (Simian & Bissell, 2017 ; cf. figure 16)

e Shamir et Ewald, 2014 : « Various subfields use these terms either interchangeably or distinctly; for
example, in the field of mammary gland biology, the term organoids refers to primary explants of
epithelial ducts into 3D extracellular matrix (ECM) gels. Conversely, in studies of intestinal biology,
organoids can refer to clonal derivatives of primary epithelial stem cells that are grown without
mesenchyme or can refer to epithelial-mesenchymal co-cultures that are derived from embryonic stem
cells or induced pluripotent stem cells » (Shamir & Ewald, 2014).

e Lancaster et Knoblich, 2014 : « Thus, we would like to define an organoid as containing several cell
types that develop from stem cells or organ progenitors and self-organize through cell sorting and
spatially restricted lineage commitment, similar to the process in vivo » (Lancaster & Knoblich, 2014).

e Clevers, 2016 « An organoid is now defined as a 3D structure grown from stem cells and consisting of
organ-specific cell types that self-organizes through cell sorting and spatially restricted lineage
commitment » (Clevers, 2016).

e Fatehullah, 2016 : « Here we define an organoid as an in vitro 3D cellular cluster derived exclusively
from primary tissue, embryonic stem cells, or induced pluripotent stem cells, capable of self-renewal
and self-organization, and exhibiting similar organ functionality as the tissue of origin » (Fatehullah et
al., 2016).

Figure 16. Caractéristiques des organoides :
v’ Culture 3D pluricellulaire
v Agencement de plusieurs types cellulaires
v’ Dérivés a partir de cellules souches
v Auto-organisation
v’ Similarités avec un organe :
o Développement
o Histologie
oFonction

Lancaster et al., 2013.
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Ce systéme de culture permet des interactions complexes, semblables a celles observées dans les niches
cellulaires in vivo. Le concept d’auto-organisation est clef (cf. figure 17). Dans les bonnes conditions
physico-chimiques, les cellules et groupes de cellules vont reprendre leur programme développemental
intrinseque et recréer elles-mémes leur propre niche. Plus I'organoide avance dans son auto-organisation,
plus il développe sa propre niche, sa propre signalisation locale. Idéalement cette organisation permet a
I’organoide de s’affranchir en partie de signaux artificiels.

Starting cell conditions and stages in organoid derivation

Self-organization

Homogeneous cell " Differentiation and Interaction between cell
population generation of asymmetry types and further maturation
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@& — O —

Starting from a Homogeneous cell aggregate (optic cup organoids)

Organoid

o

Single cell

Starting from Co-culture of different cell types
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Figure 17. Auto-organisation des organoides

L’auto-organisation des cultures organoides peut étre initiée a partir d’une cellule unique, d’'un groupe de cellules
homogenes ou d’un regroupement de différents types cellulaires. Adapté de « Progress and potential in organoid
research » par Rossi et al., 2018.

L’organoide se situe a une échelle intermédiaire entre I'échelle cellulaire et I’échelle de 'organe (cf. figure
18). Il reconstitue une unité fonctionnelle tissulaire similaire a I'in vivo (lwasawa & Takebe, 2021). Nous
ne sommes pas capables a ce jour de réellement recréer in vitro des organes de synthése, mais I'organoide
est ce qui s’en rapproche le plus.

Figure 18. Echelle microtissulaire
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1°°Premiére génération d’organoides issus de cellules souches adultes ou d’explants

Les premiers succes de cultures en 3D biomimétiques ont pu éclore grace a la culture d’explants contenant
ades degrés variables des cellules souches adultes. En 1952, Moscona montrait, au travers de la technique
du « verre de montre », que la dissociation et la réagrégation de cellules issues de I'embryon de poulet
pouvaient mener a des structures pseudotissulaires in vitro (Moscona & Moscona, 1952).

Mina Bissell et son équipe, furent ensuite parmi les premiers a utiliser des matrices extracellulaires pour
développer des modeéles tissulaires complexes. En utilisant du Matrigel® et des cellules issues de glandes
mammaires, ils réussirent a décrire une morphogéneése in vitro avec interaction avec la membrane basale,
polarisation épithéliale et sécrétion dirigée (Barcellos-Hoff et al., 1989 ; Petersen et al., 1992).

Le groupe de Hans Clevers a été I'un des premiers a provoquer un engouement pour cette technologie en
démontrant que les cellules souches intestinales dissociées pouvaient produire a elles seules des
organoides intestinaux (Sato et al., 2009).

A 3000~ 2021 B nature ’ methOds

2903 articles
“ORGANOIDES”

Techniques for life scientists and chemists

2000+

1000 p/
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T T . :
2010 2015 2020 g o 22 1a0]

Figure 19. L’essor récent des organoides

(A) Nombre d’articles référencés sur PubMed mentionnant le mot « organoid ».

(B) Couverture de la revue Nature Methods illustrant la méthode de I'année 2017, les organoides. « Organoids, the
body builders » par Eisenstein, 2018.
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L'émergence de la technologie des organoides s’est intensifié a partir des années 2010 (cf. figure 19) et
s’appuie sur des avancées dans deux domaines: les systémes de culture en 3D et les matrices
biomimétiques (Bao et al., 2018 ; Simian & Bissell, 2017 ; Velasco et al., 2020).

Des progres techniques ont été réalisés avec les techniques de gouttes suspendues (Harrison, 1907), de
puits non adhérents (Sutherland et al., 1971) ou avec les bioréacteurs (cf. partie dédiée bioréacteur).
L'inclusion des cellules dans diverses matrices extracellulaires par les techniques « gel embeding » ou
« sandwich » supporte également le raffinement des cultures en 3D.

Par ailleurs, la mise au point du Matrigel® est un tournant majeur. Encore aujourd’hui, la quasi-totalité
des organoides est réalisée par inclusion dans du Matrigel®. Cette matrice de membrane basale solubilisée
est extraite du sarcome murin d’Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), une tumeur riche en protéines de matrice
extracellulaire (Barcellos-Hoff et al., 1989 ; Danielson et al., 1992 ; Hayashi et al., 2004 ; Kibbey, 1994 ;
Kleinman & Martin, 2005 ; Orkin et al., 1977 ; Swarm, 1963). Ses principaux composants sont la laminine,
le collagéne de type IV, I'entactine et I’héparane sulfate protéoglycane. Elle contient également des
facteurs de croissance présents dans la tumeur EHS. A température ambiante, le Matrigel® se polymérise
pour produire une matrice semblable a la matrice basale des mammiferes. Son utilisation relativement
simple facilitera la large diffusion des modeles en 3D (Simian & Bissell, 2017).

La découverte de la fibronectine et de la laminine, deux protéines clefs de I'interaction cellule-membrane
basale, marque une étape importante (Gahmberg & Hakomori, 1973 ; Hynes, 1973 ; Ruoslahti et al., 1973 ;
Timpl, 1979). Les progres des biomatériaux de synthése tendent a améliorer encore les cultures en 3D.
Toutefois, il demeure parfois difficile de se passer du Matrigel® (cf. discussion Partie 1)
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28meSeconde génération d’organoides : des cellules souches pour tous les organes

La capacité des cellules souches a s’auto-organiser et a générer des structures ressemblant a I'in vivo a
ensuite été reproduite a partir de cellules souches pluripotentes. Yoshiki Sasai et al ont ainsi pu obtenir
des structures corticales et des cupules optiques a partir de PSC (Eiraku et al., 2011). Les « mini-brains »
et les « mini-guts » sont précurseurs puis un nombre croissant d’organes sont reproduits in vitro a partir
de cellules souches pluripotentes (cf. figure 20) (Clevers, 2016 ; M. A Lancaster et al., 2013 ; M. A.
Lancaster & Knoblich, 2014).

Les organoides deviennent donc une boite a outils servant un large éventail d’objectifs (cf. figure 20)
(Hofer & Lutolf, 2021; M. Li & Belmonte, 2016 ; Madl et al.,, 2018; H. Xu et al., 2018) : modeles
développementaux et pathologiques, stratégies de screening thérapeutique, médecine régénérative,
médecine personnalisée (Lensink et al., 2021 ; Mebarki et al., 2018).
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Figure 20. Applications multiples des organoides

(A) La technologie organoide est adaptable a tous les organes. Adapté de « Modeling development and disease with
organoids » par Clevers, 2016. (B) Les organoides peuvent étre utilisés en thérapeutique humaine et en recherche
fondamentale.
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3%me génération d’organoides : des cocultures de plus en plus complexes

Bien qu’ils se rapprochent toujours plus fidelement de la physiologie, les organoides en différent toutefois
beaucoup. lls n’atteignent pas la complexité et la maturité des tissus in vivo. Leur absence de
vascularisation, d’innervation, de systeme lymphatique, de cellules immunitaires les éloigne de
I'intégration a I’ceuvre dans un organisme complet.

Les stratégies de coculture entreprises récemment permettent cependant d’intégrer la composante
vasculaire (M. A. Lancaster, 2018 ; Mansour et al., 2018 ; McGuigan & Sefton, 2006 ; Nishiguchi et al.,
2018 ; Pham et al., 2018 ; Takebe et al., 2014), de faire interagir deux organoides, « assembloids » (Pas,
2018 ; Sloan et al., 2018), voire de mimer le fonctionnement d’un organisme « body-on-a-chip » (Novak et
al., 2020) (cf. figure 21).
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Figure 21. Cocultures et organoides

(A) En utilisant des cocultures de progéniteurs d’endoderme hépatique (iPSC-tHE), endothéliaux (iPSC-EC) et
mésenchymaux (iPSC-STM), Takebe et al. produisent des « bourgeons hépatiques » vascularisés qui sont
transplantés chez la souris. Le panel de gauche présente une imagerie confocale illustrant le réseau vasculaire en
rouge et les hépatocytes en vert. Le panel de droite montre la connexion vasculaire entre les cellules greffées issues
d’iPS humaines et les cellules endothéliales de la souris. Adapté de « Massive and reproducible production of liver
buds entirely from human pluripotent stem cells » par Takebe et al., 2017. (B) Pasca et al. proposent des
« assembloides » pour étudier les interactions tissulaires lors du développement neural. Adapté de « The rise of
three-dimensional human brain cultures » par Pasca, 2018. (C) Organes sur puces interconnectées. Adapté de
« Robotic fluidic coupling and interrogation of multiple vascularized organ chips » par Novak et al., 2020.
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Prochaine génération d’organoides

Le développement des prochaines cultures organoides repose sur la biophysique, l'ingénierie, la
microfabrication, les biomatériaux (Garreta et al., 2021). Ces approches prennent mieux en compte la
topologie, les interfaces liquides/gaz, les propriétés physico-chimiques des biomatériaux de culture, la
pression tissulaire, les stimulations mécaniques et électriques (cf. figure 22).

Les premiers organoides reposaient sur le principe d’auto-organisation spontanée qui mene dans certains
cas a des structures complexes et désorganisées. Certains organoides développés récemment bénéficient
d’une auto-organisation dirigée, grace a la précision des outils de bio-ingénierie actuels (Andrique et al.,
2019; J. Laurent et al., 2017 ; Nikolaev et al., 2020 ; Gjorevski et al., 2022). Takebe appelle cette stratégie
« organoids by design»: en s’inspirant de l'organogénése, grace a une démarche globale et
interdisciplinaire, la culture des organoides se veut rationalisée, controlée et reproductible (Hofer &
Lutolf, 2021 ; Takebe & Wells, 2019) (cf. figure 22).
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Figure 22. Sophistication des cultures organoides
(A) Les différentes approches en bio-ingénierie pour surmonter les limites actuelles des organoides. Adapté de
« Progress and potential in organoid research » par Rossi et al., 2018. (B) L'ingénierie narrative permet de développer
de fagon contrélée des systemes qui s’auto-organisent ; il implémente des parametres rationalisés pour maximiser
la reprise d’un programme développemental. Adapté de « Organoids by Design » par Takebe & Wells, 2019.
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2.6 LES ORGANOIDES CONTRIBUENT A PRESERVER L'INTEGRITE DU GENOME

« Why don’t we get more cancer? »

La biologie des cancers a permis de mieux comprendre le réle du microenvironnement dans la
préservation du génome. Les tumeurs présentent souvent une disruption de leur microenvironnement
avec une augmentation de la rigidité de leur matrice extracellulaire qui avoisine 4 kPa (Hayward et al.,
2021 ; Pickup et al., 2014). Mina Bissell, dans son article Why don't we get more cancer? A proposed role
of the microenvironment in restraining cancer progression (M. J. Bissell & Hines, 2011), suggere que le
microenvironnement et I'architecture tissulaire forment une barriere a la tumorigenése. Cette approche
pondeére les analyses centrées sur le génome et les mutations (cf. figure 23)

Le r6le du microenvironnement et du confinement cellulaire sur la croissance tumorale a été étudié dans
des microcapsules par Pierre Nassoy et Kevin Alessandri en 2013. Ainsi, la technologie des capsules
cellulaires que nous avons utilisée dans cette thése a, initialement été développée et appliquée pour la
cancérologie.
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Figure 23. Role clé du microenvironnement dans la tumorigenése
(A) Adapté de « Why don’t we get more cancer? » par M. J. Bissell & Hines, 2011. (B) TED Talk « Des expériences
qui laissent entrevoir une nouvelle fagon de comprendre le cancer » (M. J. Bissell, 2012).
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Le potentiel génétiquement stabilisant de la culture en organoides

Le microenvironnement joue un réle important dans la tumorigeneése in vivo. In vitro, I'intégrité génétique
des cellules dépend également du microenvironnement et de la biophysique du systeme de culture (Ben-
David & Amon, 2020). Comme cela I'a été décrit par Mina Bissell, la qualité de la niche cellulaire peut
contenir I'avancée des cellules mutantes ou au contraire favoriser leur expansion (cf. figure 24). Dans un
microenvironnement adapté, les cellules souches exploiteraient leur potentiel développemental de
maniére contrélée ; dans un environnement inadapté, le risque de dérive cancéreuse s’exacerberait.
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Figure 24. Role primordial de la niche pour le contréle du destin cellulaire
(A) Adapté de « Epigenetic modulators, modifiers and mediators in cancer aetiology and progression » par Feinberg
et al., 2016. Une trajectoire de différenciation « normale » (boules grises) et une trajectoire néoplasique sont
illustrées. (B) Un microenvironnement cancérigéne entraine les cellules souches vers la voie des cellules souches
cancéreuses (CSCs), alors qu’une niche normale induit une différenciation correcte. Hypothese adaptée de « A model
of cancer stem cells derived from mouse induced pluripotent stem cells » par Chen et al., 2012.

Une série d’articles soutient I'idée que « les cultures organoides permettent une culture tres prolongée
sans dérive génétique » (Fatehullah et al., 2016) :
e Foie : Long-Term Culture of Genome-Stable Bipotent Stem Cells from Adult Human Liver (Huch et al.,
2015).
e Pancréas : Long-term expansion, genomic stability and in vivo safety of adult human pancreas
organoids (Georgakopoulos et al., 2020).
e Intestin : Growing self-organizing mini-guts from a single intestinal stem cell : Mechanism and
applications (Sato & Clevers, 2013).
e Prostate : Identification of multipotent luminal progenitor cells in human prostate organoid cultures
(Karthaus et al., 2014) & Single luminal epithelial progenitors can generate prostate organoids in
culture (Chua et al., 2014).
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D’autres études s’interrogent sur les mécanismes d’action de cette stabilité génétique tissulaire :

Diminution des aberrations chromosomiques

Dans un article paru en 2018, Knouse et al. comparent la qualité de la ségrégation chromosomique avec
ou sans architecture tissulaire épithéliale (Knouse et al., 2018 ; Neahring & Dumont, 2018). lls observent
que les agrégats (non polarisés sans lumiére interne) ont un fort taux d’erreurs. Ce dernier est comparable
a celui observé dans les cultures en 2D. Les cultures organoides, avec une architecture épithéliale
polarisée et des jonctions matures, restaurent une ségrégation chromosomique aussi efficace qu’in vivo
(cf. figure 25). Un article de 2019 de Dias Gomes et al. souligne I'importance de la polarisation épithéliale
pour la bonne ségrégation chromosomique et celle du lien entre biomécanique et intégrité génomique
(Dias Gomes et al., 2019).

Elimination des cellules mutantes et contréle qualité tissulaire

La compétition cellulaire joue un réle important lors du développement, ’homéostasie tissulaire et la
cancérogenese (Claveria & Torres, 2016). Cette forme de contrdle qualité naturel participe au maintien
de la vitalité tissulaire et a I’élimination des cellules mutantes (cf. figure 25). L’étude de I'interaction entre
cellules normales et mutées dans les épithéliums (Coloff & Brugge, 2017 ; Hogan et al., 2009 ; Kajita et al.,
2014 ; Leung & Brugge, 2012) a permis a la biologie des cancers de décrire des mécanismes
d’autodéfense : EDAC, Epithelial defense against cancer (N. E. Baker, 2020 ; Kajita & Fujita, 2015;
Tanimura & Fujita, 2020 ; Vishwakarma & Piddini, 2020). Ces mécanismes fortement dépendants des
parametres biophysiques soulignent I'intérét de la structure microtissulaire pour le maintien de I'intégrité
génétique (cf. figure 25).

Les cultures organoides ont donc potentiellement un avantage qualitatif par rapport aux cultures
conventionnelles, qui ne récapitulent pas le microenvironnement et I’histologie naturelle.

33



molecular

kinetochore

3

cellular

Tissue Quality Epithelial Defense

Against Cancer (EDAC)

Glucose

Glucose
uptake

Apical

t

Mitochondrial ‘
membrane potential

Normal cell
Absence of cell competition

Y

Tissue degeneration

Figure 25. Mécanismes de I'intégrité génétique des organoides (page suivante)

(A) En reproduisant I'architecture tissulaire, les organoides permettent de restaurer une ségrégation
chromosomique correcte. Adapté de « Chromosome segregation fidelity in epithelia requires tissue architecture »
par Knouse et al., 2018. (B) Le bon ancrage du fuseau mitotique aux kinétochores des chromosomes permet des
divisions cellulaires et une croissance tissulaire correctes. Inversement, I’échelle tissulaire influence également ces
mécanismes moléculaires et cellulaires. Adapté de « Chromosome segregation fidelity integrates information across

scales » par Neahring & Dumont, 2018. (C) La compétition cellulaire comme vecteur d’un contréle qualité
tissulaire, Adapté de « Cell competition: mechanisms and physiological roles » par Claveria & Torres, 2016. (D)
Mécanismes de défense épithéliale contre le cancer, Adapté de « Epithelial defense against cancer (EDAC) ». FLN est
mis pour Filamin, VIM pour Vimentin (filament intermédiaire), EPLIN pour Epithelial protein lost in
neoplasm (Tanimura & Fujita, 2020).
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3. EMBRYOLOGIE

3.1 EMBRYOLOGIE IN VIVO/EX VIVO

L'observation des embryons, leur culture ex vivo puis I'essor de la procréation médicale assistée ont
permis d’effectuer des descriptions précises des stades du développement embryonnaire humain et ont
contribué a I'établissement des premieres lignées de cellules souches embryonnaires (ES) (cf. figure 26).

[} Descriptive and TOP-DOWN Culture of Genome editing Correction of a pathogenic
approaches pre-implantation in embryos mutation in embryos
embryos
Carnegie Single-cell sequencing Culture of
collection Attempt Embryo culture of pre-implantation embryos
of embryos of IVF IVF at implantation embryos until day 13

[C]BOTTOM-UP approaches Derivation of Self-organizing 3D model of Derivation
ESCs patterns of ESCs the gastrulating of TSCs
epiblast e

Epiblast-like
structures

EB
formation
Figure 26. Chronologie de I'’embryologie humaine
Approches « descendante » (top-down) et « ascendante » (bottom-up). IVF : fécondation in vitro, ESCs : cellules
souches pluripotentes embryonnaires, EB : corps embryoides, TSCs : cellules souches trophoblastiques. Adapté de

« Deconstructing and reconstructing the mouse and human early embryo » par Shahbazi & Zernicka-Goetz, 2018a.

Il'y a 2400 ans, Aristotle fit la premiere description du développement embryonnaire animal. En
observant des embryons de poulets puis en les disséquant, il remarqua que leurs développements ne se
faisaient pas par une augmentation continue de la taille, mais par des changements majeurs de formes
(Platt, 2014).
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Dés 1914, I'Institut Carnegie de Washington collecta des embryons humains afin d’en faire une description
histologique fine (cf. figure 27). L’analyse de ces embryons humains a des stades multiples compleéte les
observations qui ont pu étre faites chez I'animal (Luckett, 1975).

Figure 27. Stades embryologiques Carnegie et structuration de I’épiblaste

Adapté de la collection Carnegie (« The virtual human embryo», 2022). (A) Stades Carnegie et jours
postfécondation : série du haut (1, J1) (2,2 -J 3) (3.1, J4) (3.2, J4 - 15) (4, J6) et série du bas (5al, J7) (5a2, J8) (5b,
19) (5¢, J12) (6, J13 - J17). (B) Embryon Carnegie stade 7, jours 16 a 19. Le disque épiblastique est légérement
convexe ; a ce stade, la gastrulation a déja commencé, mais elle n’est pas visible sur cette section (référence 7802,
localisation 43-02-01).

Les premieres tentatives de fécondations in vitro chez ’'homme ont eu lieu a partir de 1944. Les travaux
pionniers de John Rock, Miriam Menkin et Landrum Shettles, aux Etats-Unis, et de Robert Edwards, Barry
Bavister et Patrick Steptoe, en Angleterre, sont progressivement améliorés. Le début de I'embryogenéese
peut étre observé in vitro. La naissance, le 25 juillet 1978, du premier « bébé-éprouvette » issu d’une
fécondation in vitro (FIV), Louise Brown, ouvre la voie a la procréation médicalement assistée. Cette
derniere marque I'avenement de progrés technico-scientifiques en embryologie : micromanipulation et
micro-injection, milieux de culture sans sérum, conditions hypoxiques, etc. (Niakan et al., 2012 ; Shahbazi
& Zernicka-Goetz, 2018a ; Wamaitha & Niakan, 2018).

La culture d’embryons ex vivo a permis de faire une description microscopique et histologique des cellules
et des structures (Deglincerti et al., 2016a; O’Leary et al., 2012) (cf. figure 28). Conjointement a la
transcriptomique de cellules uniques, en plein essor, la culture d’embryons in vitro fournit toujours des
indices sur 'embryogenése (Xiang et al., 2020). Toutefois, cette recherche sur les embryons ne peut
dépasser la limite des 14 jours de développement ; limite éthique historique qui renforce le besoin de
modeles expérimentaux non issus d’embryons (Taniguchi et al., 2019 ; Warnock, 1985).
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Figure 28. Développement embryonnaire humain ex vivo (prégastrulation)
(A) Fécondation in vitro, vidéomicroscopie avec Embryoscope™ & partir de la cellule zygote jusqu’au stade
blastocyste tardif. Adapté de « Human pre-gastrulation development » par Wamaitha & Niakan, 2018.

(B) Adapté de « Self-organization of the in vitro attached human embryo » par Deglincerti et al., 2016.

(C) Adapté de « Ex utero mouse embryogenesis from pre-gastrulation to late organogenesis » par Aguilera-Castrejon
et al,, 2021.

EX vivo
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Au cours du développement embryonnaire précoce, différents types cellulaires organisés en structures
tridimensionnelles interagissent biochimiguement et mécaniquement. Les cellules souches pluripotentes
sont issues de la masse cellulaire interne et constituent I'épiblaste (cf. figures 29 et 30). L'établissement
de cette structure épiblastique est essentiel a la formation de I'embryon. Ce phénomeéne, préservé au
cours de I'évolution, est commun a une grande variété d’espéces (Mole et al., 2020 ; Sheng, 2015).

Compaction
- 8-cell Morula
Major EGA —
—

3 dpf 4d f7 Early

" \ P blastocyst

4-ce \
2 dpf Inner cell mass
5 dpf Blastocoel cavity
1 dpf
\ Trophectoderm
er 4
2-cell \\ 7 SR, o Epiblast
/ e 5 Primitive endoderm

Zygote

’ C | Il
Polar body HRiea

Pronuclei ~ Zona pellucida

Expansion and hatching

Late

7-10 dpf blastocyst

14 dpf
Implantation

Figure 29. Développement embryonnaire humain précoce
EGA est mis pour activation du génome embryonnaire, DPF pour jour postfécondation. Adapté de « Human pre-
gastrulation development » par Wamaitha & Niakan, 2018.

I Limit for in vitro culture l

Les cellules souches pluripotentes humaines et la structure épiblastique sont observées au stade péri-
implantatoire ; plus précisément au cours de la seconde semaine de développement, entre le stade
blastocyste et le stade de gastrula. (Molé et al., 2020 ; Shahbazi, 2020c ; Taniguchi et al., 2019 ; Wamaitha
& Niakan, 2018 ; Zhai et al., 2021). Deux étapes importantes encadrent cette fenétre développementale
(cf. figure 30)

e Laformation de la cavité proamniotique : les futures cellules épiblastiques sont issues de la masse
cellulaire interne. La luminogénese et I'épithélialisation du cyste pluripotent sont associées a une
sortie de la pluripotence naive et au passage au stade de «cellules souches pluripotentes
amorcées » (Shahbazi et al., 2017).

e Lagastrulation : les cellules souches pluripotentes, organisées en disque épiblastique, commencent

une transition épithélio-mésenchymateuse associée a un début de différenciation vers les
trois feuillets primordiaux (ectoderme, mésoderme, endoderme). Cette différenciation marque la
fin des cellules souches pluripotentes embryonnaires.
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blastocyst implantation.

Pre-implantation embryo ; consists of three cell types:
trophoblast, primitive endoderm, and inner cell mass.
Unpolarized pluripotent stem cells that are considered to be in
the naive pluripotent state.

Pluripotent stem cells that transition from naive to primed state
as cells of the ICM undergo apico-basal polarization.

Extraembryonic cells that give rise to the chorion.

Extraembryonic cells that give rise to the yolk sac.

Derived from epiblast cells underlying the invading
trophectoderm during implantation.

An asymmetric cyst formed by lumenal polarization of epiblast
cells, with squamous amnion cells on one side and pluripotent
epiblast cells on the other side.

Lumenal cavity enclosed by the amniotic sac.

Lumenal cavity surrounded by recently polarized epiblast cells,
before amnion fate determination.

Developmental process by which all three embryonic germ layers
are established.

Streak-shaped domain that forms in the posterior of the
embryonic disc, marking the beginning of gastrulation.

Figure 30. Développement péri-implantatoire de I’épiblaste humain

Primitive streak?

Vue d’ensemble de I'épiblastogenése. L'épiblaste émerge a partir de la masse cellulaire interne qui se répartit en
une partie hypoblastique et en une partie épiblastique. TE est mis pour Trophectoderm, PGCs pour Primordial germ
cells, E pour Embryonic day. Adapté de « Deconstructing and reconstructing the mouse and human early embryo »
par Shahbazi & Zernicka-Goetz, 2018a. Tableau adapté de « Opening the black box : Stem cell-based modeling of
human post-implantation development » par Taniguchi et al., 2019.
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3.2 LES DEBUTS DES MODELES EMBRYONNAIRES

A l'inverse de la biologie du développement descriptive, qui adopte une approche descendante (« top
down »), 'embryologie de synthése a pour ambition de reconstruire des embryons ou des structures
embryonnaires in vitro ; Elle découle d’une approche ascendante (« bottom up ») (Metzger et al., 2018 ;
Shahbazi & Zernicka-Goetz, 2018a) (cf. figure 26).

Comme pour les cultures organoides, c’est I'isolement in vitro des lignées de cellules souches qui a permis
d’amorcer I'embryologie de synthése : cellules ES de souris (M. J. Evans & Kaufman, 1981 ; G. R. Martin,
1981), cellules ES humaines (Thomson, 1998), iPS (K. Takahashi et al., 2007 ; K. Takahashi & Yamanaka,
2006). Les études chez la souris sont nombreuses et précedent habituellement les expérimentations avec
les cellules humaines (Molé et al., 2020).

Initialement, des approches par compartimentalisation en 2D ont pu mimer certains aspects de
I'embryogenése comme la gastrulation (cf. figure 31) (Peerani et al., 2007 ; Rico-Varela et al., 2018 ;
Warmflash et al., 2014).

Figure 31. Modeéles embryonnaires en 2D
L’ajout de BMP4 sur des colonies en 2D de cellules
souches pluripotentes cultivées sur un substrat de
forme circulaire permet de reproduire certains
aspects de la différenciation ecto-meso-
endodermique lors de la gastrulation. Adapté de
« Stem-cell-based embryo models for
fundamental research and translation » par Fu et
al.,, 2021; «In vitro microscale models for
embryogenesis » par Rico-Varela et al., 2018
TE-like=CDX2+BRA-SOX17-SOX2- et « A method to recapitulate early embryonic
Endoderm=50X17+NANOG+50X2- spatial patterning in human embryonic stem
cells » par Warmflash et al., 2014.

EOMES/

Ectoderm=SOX2+NANOG-BRA-SOX17-
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L'un des premiers modeles embryonnaires en 3D fut I'établissement des corps embryoides (Embryoid
bodies, EBs, cf. figure 32) (ltskovitz-Eldor et al., 2000 ; Merleau-Ponty, 2019 ; Ten Berge et al., 2008). Ces
EBs issus de la différenciation d’agrégats de cellules souches comportent des cellules représentatives des
trois feuillets et présentent certains aspects de la gastrulation (Brickman & Serup, 2017 ; S. D. Sheridan et
al., 2012 ; van Winkle et al., 2012 ; Zeevaert et al., 2020). Bien gu’ils ne récapitulent pas fidelement la
structuration de I’embryon, ils révelent les propriétés d’auto-organisation des cellules souches
pluripotentes (Shahbazi & Zernicka-Goetz, 2018 a ; Simunovic & Brivanlou, 2017). Ces EBs ont souvent été
utilisés comme points de départ pour la culture de différents organoides (M. A. Lancaster et al., 2013 ;
Nakano et al., 2012). Ils sont toutefois tres hétérogeénes et plus proches du tératocarcinome que de la

gastrulation.

Expression Level

|
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. ]
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A%e
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(TBXT, PAX6, GATA6)

Pluripotency gene network
(OCT4, NANOG, SOX2)
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Figure 32. Culture des corps embryoides
(A) Apercu de différents systemes de culture
en 3D permettant d’obtenir des EBs in vitro :
culture en suspension simple, culture en
suspension agitée, cultures rotatives, gouttes
suspendues au couvercle d’une boite de Petri,
micropuits en U a faible attachement,
microsurfaces indentées, culture incluse en
hydrogel. Adapté de « Analysis of embryoid
bodies derived from human induced
pluripotent stem cells as a means to assess
pluripotency » par Sheridan et al.,, 2012. (B)
Exemple d’EBs en microscopie
conventionnelle, Adapté de « Techniques in
embryoid body formation from human
pluripotent stem cells » par Shevde & Mael,
2013. (C) Différenciation des EBs vers les
trois feuillets primordiaux; Adapté de « Cell
Mechanics in Embryoid Bodies » par Zeevaert
et al., 2020.
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Grace aux techniques organoides (paragraphe 2.5), les structures biologiques en 3D artificielles se sont
affinées, ce qui a permis de mieux modéliser les différentes étapes clés du développement (cf. figure 33).
Ainsi les dynamiques d’identités cellulaires, 'auto-assemblage, |’auto-organisation et la signalisation
physico-chimique sont particulierement étudiés pour les étapes suivantes (Fu et al., 2021 ; Popovic et al.,
2021 ; Ravindran, 2021 ; Resto lIrizarry et al., 2020 ; Shahbazi et al., 2019 ; Simunovic & Brivanlou, 2017 ;
Taniguchi et al., 2019).
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Figure 33. Mécanismes développementaux précoces
Lien entre les événements morphologiques et I'identité cellulaire au cours du développement précoce humain.
Adapté de « Mechanisms of human embryo development: From cell fate to tissue shape and back » par Shahbazi,

2020.
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3.3 MODELES EPIBLASTIQUES

Les cellules souches pluripotentes sont associées a la structure épiblastique (cf. paragraphe 3.1). Les
modeles épiblastiques en culture sont donc traités en profondeur comme une base technologique de
cette thése (cf. tableau 2 et 3).

Les premiers modeles d’épiblastes issus de cellules souches pluripotentes ont été réalisés en enrobant
des cellules dans une matrice extracellulaire. Grace au Matrigel®, de premiers sphéroides ressemblant a
I’épiblaste (épiblastoides) sont générés chez la souris dés 2014 par le groupe de Magdalena Zernicka-
Goetz (Bedzhov & Zernicka-Goetz, 2014). Le Matrigel® est une bonne approximation de la membrane
basale séparant I'épithélium épiblastique de I'endoderme primitif (Futaki et al., 2019 ; Lietal., 2017 ; Molé
et al., 2021 ; Nakaya et al., 2013 ; Sanders, 1984).

Des expériences similaires sont menées a partir d’ES et d’iPS humaines en 2016 par le méme groupe
(Shahbazi et al., 2016). Un article trés important de Marta Shahbazi et de Magdalena Zernicka-Goetz de
2017 (Shahbazi et al., 2017) souligne le lien entre identité cellulaire et conformation des cellules souches
pluripotentes. Il associe la sortie de la pluripotence naive a la luminogénése (cf. paragraphe 4.6).

En paralléle, Tanigushi et al. décrivent en 2015 et 2017 que la luminogéneése est une propriété intrinséque
des cellules souches pluripotentes isolées (Taniguchi et al., 2015a). Ce phénomene repose sur la sécrétion
apicale de vésicules appelées « apicosomes » (Taniguchi et al., 2017). En 2015, un autre groupe montre
gue ces colonies de cellules souches 3D organisées autour d’un lumen central préservent le caractere
souche et la pluripotence des cellules au-dela de 10 passages consécutifs (Freedman et al., 2015a). Les
recherches de Zhu et al., parues dans Lab on a Chip en 2020, suggérent également que la viabilité des
cellules souches est beaucoup plus importante dans une configuration cystique-épiblastique que dans la
configuration agrégat (Y. Zhu et al., 2020).

D’autres expérimentations vont permettre d’étudier leur rupture de symétrie et leur différenciation.
Grace a des matrices relativement rigides, des puits ou des micropoches microfluidiques, ces modeles
permettent d’étudier de maniere beaucoup plus fidéle et biomimétique que les EBs :
e lamise en place et la différenciation de I'amnion (Shao, Taniguchi, Gurdziel et al., 2017 ; Shao,
Taniguchi, Townshend et al., 2017 ; Zheng et al., 2019 ; Y. Zhu et al., 2020) ;
e |'établissement d’un axe embryonnaire antério-postérieur (Simunovic et al., 2019) ;
e les interactions tissulaires lors de la périgastrulation (Girgin et al., 2021).
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Tableau 2. Epiblastoides, des colonies de cellules souches pluripotentes 3D autour d’un lumen central
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Bedzhov et al. 2014

Cell
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Journal of Cell Biology
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Tableau 3. Epiblastoides, rupture de symétrie et différenciation

Self-organized amniogenesis by
human pluripotent stem cells in a
biomimetic implantation-like niche
Shao et al. 2017

Nature materials

A pluripotent stem cell-based
model for post-implantation human
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Nature Communications
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Nature
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Amnion-on-a-chip: modeling
human amniotic development in
mid-gestation from pluripotent
stem cells

Zhu et al. 2020

Lab on a Chip

Bioengineered embryoids mimic
post-implantation development in
vitro

Girgin et al. 2021

Nature com.

Glass-2D Glass-3D Gel-3D

Gel-2D

§fﬂ 7y,

Day 5

X-Y section

Initial cell plating density

Asym. cyst
(day 5)

g

o
o Low Intermediate High Carnegie stage

", =mSquamous cysts
. mm Columnar cysts

olo 5¢c
~1oo%l £ l~5—1o% ~100%l

Squamous ~ Asymmetric  Columnar

cyst

Percentile (%)

@ Human ES cell

& AMLC

® racLc
] PrePS-EPI-like cell

=36h

t

BM + noggin + IWP2
EPI-like cyst P-ELS A-ELS
Hydrogel mix
Plate and top with medium
Single-cell

dissociation

Medium

Gel

BMP4
l >2d
% w3

N

Cell seeding

Media Inlet Media Inlet

Live/Dead

. + Outlet
hPSCs Matrigel Chio et — —
p design
o @ 25€5/25TS 25E5/100TS 100ES/25TS 100ES/100TS
£ Ry =
.
=
R
pusil +matrigel | -matrigel .
> i : r als
e7h y H 3
515 e ] - ; E @
Sl W 2 : = |-
ESCs EPl aggregates

45



Self-assembly of embryonic and
two extra-embryonic stem cell
types into gastrulating embryo-like
structures

Sozen et al. 2018

Nature cell biology

Blastocyst-like structures generated
solely from stem cells

Rivron et al. 2018

Nature
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primitive endoderm and epiblast-
like niche supports post-
implantation progression from
blastoids

Vrij et al. 2019

Biorxiv
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3.4 UEMBRYOLOGIE DE SYNTHESE

Grace aux progres acquis dans la reprogrammation cellulaire, il devient possible de produire des cellules
souches extraembryonnaires : cellules trophoblastiques et d’endoderme extraembryonnaire (Benchetrit
et al., 2019 ; Sozen et al., 2018). Les modeles développementaux auto-organisés les intégrent et miment
le développement de I'embryon au stade du blastocyste : les blastoides. D’autres modeles élaborés
reproduisent des stades plus avancés, tels que la gastrulation ou la neurulation : les gastruloides (Beccari
et al., 2018; van den Brink et al., 2020) et les neuruloides (Karzbrun et al., 2021) (cf. tableau 4).

Progressivement, ces modeles et organoides du développement précoce se rapprochent d’embryons
artificiels entiers in vitro (Pera et al., 2015 ; Pfeffer, 2018). Certains travaux concernant |'étude de
I'implantation de blastoides (Kagawa et al., 2021) ou sur la gamétogénese (Yoshino et al., 2021),
guestionnent sur les limites éthiques de I'embryologie de synthése.
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4. LES CELLULES SOUCHES

Self-Renewal

4.1 DIFFERENTS TYPES DE CELLULES SOUCHES

Une cellule souche est une cellule indifférenciée capable a la fois de W Differentiation = e
générer des cellules spécialisées par différenciation cellulaire et de se ~ Stem Cell

renouveler (cf. figure 34). Les cellules souches sont présentes chez  Figure 34. Cellule souche

tous les étres vivants multicellulaires. Elles jouent un réle central au

cours du développement, mais aussi dans I'homéostasie tissulaire et la régénération. La croissance des os
pendant I'enfance, le gain musculaire d’un sportif, les phénomenes de cicatrisation montrent leur
omniprésence dans l'organisme et leur importance dans son bon fonctionnement. Les thérapies
cellulaires de remplacement miment des phénomenes naturels. Les cellules qui vieillissent et meurent
dans I'organisme sont remplacées grace aux cellules souches, qui interviennent dans le renouvellement
continu de la peau, de la muqueuse intestinale ou du pool de globules rouges, entre autres.

Il existe de nombreux types de cellules souches. L'autorenouvellement et la différenciation sont les
deux caractéristiques communes fonctionnelles qui les distinguent des cellules postmitotiques
entierement différenciées. En fonction de leur potentiel de différenciation, on distingue :
o La cellule souche totipotente a I'origine de I'embryon en entier et aussi le placenta et les tissus
extraembryonnaires :
la cellule ceuf issue de la fertilisation ;
e dans une certaine mesure, les cellules souches pluripotentes naives.
o Lacellule souche pluripotente a I'origine de toutes les cellules de I'embryon :

les cellules souches pluripotentes embryonnaires (ES ou ESC) ;
les cellules souches pluripotentes induites (iPS ou iPSC).
o Lacellule souche multipotente a I'origine de plusieurs types cellulaires :

les cellules souches mésenchymateuses (MSC) : os, adipocytes, cartilage ;

les cellules souches hématopoiétiques (HSC) : cellules sanguines (lignées blanches et rouges) ;

les cellules souches neurales (NSC) : neurones, cellules gliales, oligodendrocytes.

o Lacellule souche oligopotente a I'origine d’un ou deux types cellulaires.

o La cellule unipotente a l'origine d’un seul type de cellules différenciées (cellules souches
musculaires).

o La cellule progénitrice est un type cellulaire situé entre les cellules souches et les cellules

différenciées. Elle peut engendrer un nombre limité de types cellulaires et surtout elles ont a une
capacité de division réduite (pas d’auto-renouvellement a I’exact identique).

Certaines cellules souches pluripotentes sont présentes uniquement lors de I'embryogenése précoce,
contrairement aux cellules souches dites « adultes » ou « somatiques », qui persistent dans les tissus. D’un
point de vue histologique, certaines sont épithéliales, alors que d’autres sont mésenchymateuses.
Certaines sont « quiescentes », la ol d’autres sont dans un état « activé », engagées dans la prolifération
cellulaire et la régénération. Enfin, I'identité et les fonctions biologiques des cellules souches dépendent
grandement de leur contexte, soit in vivo soit in vitro. Les MSC, par exemple, sont décrites comme des
cellules se différenciant in vitro alors qu’elles ont davantage des propriétés immunomodulatrices in vivo
(Caplan, 2017a).
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4.2 LES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES

Les cellules souches pluripotentes utilisées par la recherche médico-scientifique correspondent in vivo a
|’épiblaste lors de I'embryogenese.

Les cellules souches pluripotentes ont la capacité naturelle de changer d’identité et de devenir différents
types cellulaires. Grace a une configuration de chromatine semi-ouverte « poised chromatin », I’entiereté
du génome est accessible aux facteurs de transcription et aux outils de modification génique (Feng et al.,
2021 ; Gaspar-Maia et al., 2011 ; Meshorer & Misteli, 2006) (cf. figure 35).

Figure 35. Chromatine semi-ouverte

Euchromatin Stemcells Heterochromatin
{opened) “Poised chromatin” (locked) L'entiereté du génome des cellules
(semi-opened)

souches pluripotentes est globalement
W % accessible. La conservation de cet état
semi-ouvert est importante pour

maintenir la pluripotence. Lors de la
différenciation, I’évolution vers
I’hétérochromatine est associée a une
spécialisation de I'expression génique.

Genome Engineering ranscription Factor

Lors de la gastrulation, le futur embryon passe d’une monocouche de cellules souches pluripotentes a une
structure tridimensionnelle multicouche. L’apparition des trois feuillets primordiaux marque le début de
la différenciation cellulaire. L’ectoderme (feuillet externe) permet la genése du systéme nerveux et de la
peau ; le mésoderme (feuillet moyen) contribue aux muscles, aux os et aux reins ; I'endoderme (feuillet
interne) donne le systeme digestif, les poumons, le foie (cf. figure 36).

Les cellules souches pluripotentes sont a I'origine de toutes les cellules de I'organisme (soma), a
I’exception des cellules germinales (cf. figure 36). On représente historiquement la différenciation
cellulaire par une succession d’identités cellulaires aux nombres finis. Grace a la génomique de cellules
uniques (Harland, 2018 ; Kester & van Oudenaarden, 2018 ; Pennisi, 2018a, 2018b ; Pijuan-Sala et al.,
2018), ce modele classique d’arbre de la différenciation a récemment été complété par un modele de
continuum de différenciation. Ce modele continu, héritier des vallées épigénétiques de Waddington,
retranscrit mieux le caractére dynamique de l'identité cellulaire. Ainsi il propose des chemins de
différenciation plutot que des étapes de différenciation.

Au stade pluripotent, il existe également d’un continuum d’identité cellulaire entre ces cellules naives au

stade morula/blastocyste et les cellules amorcées/primées au stade épiblastique (Blakeley et al., 2015 ;
Meistermann et al., 2021 ; Tyser et al., 2020 ; Xiang et al., 2020) (cf. paragraphe 4.6).
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ter epithelium .. ECtoderm Mesoderm

Endoderm

A

Embryonic stem cells

Figure 36. Arbre de la différenciation

(A) Représentation conventionnelle d’une différenciation qui passe par une succession d’étapes, de la cellule
pluripotente a la cellule différenciée. (B) Grace aux modeles continus de la différenciation, inspirés des vallées de
potentiel épigénétique de Waddington, on peut représenter des chemins de différenciation plutét que des étapes.
(Conrad Waddington, 1957).
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4.3 CARACTERE SOUCHE : UNE CAPACITE INFINIE D’AUTORENOUVELLEMENT

Les cellules souches pluripotentes sont des cellules adaptées a la multiplication cellulaire. Leur cycle
cellulaire est extrémement rapide avec une durée estimé de dix a seize heures (Kapinas et al., 2013 ; L. Liu
et al., 2019 ; Orford & Scadden, 2008 ; Padgett & Santos, 2020 ; White & Dalton, 2005 ; Yiangou et al.,
2019), alors qu’une cellule somatique a un cycle de pres de vingt-quatre heures lorsqu’elle est en phase
de division cellulaire (cf. figure 37).

embrss:i):: cells ES cells Somatic cells Post-mitotic cells Figure 37. Cycle cellulaire
des cellules souches

Adapté de « From clocks to

dominoes: Lessons on cell

cycle remodelling from

embryonic stem cells» par

Padgett & Santos, 2020.

M

Leur volume cytoplasmique est extrémement faible, le noyau pouvant atteindre 95 % de l'espace
intracellulaire (Aiken et al., 2004 ; Wakui, 2017) (cf. figure 38). Ainsi une cellule souche pluripotente ne
doit pas créer autant de cytoplasmes qu’une cellule différenciée quand elle se divise. Le temps et I'énergie
utilisés pour la multiplication cellulaire sont ainsi minimisés.

S

Ty Figure 38. Syncytium pluripotent

: La microscopie électronique par transmission x 35 000
montre des cellules souches pluripotentes embryonnaires,
des noyaux larges et des cytoplasmes maigres. Adapté de
« Digital imaging of stem cells by electron microscopy » par
Sathananthan & Nottola, 2007.
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Les télomeres d’une cellule somatique se raccourcissent lorsqu’elle se divise et I'engagent
progressivement dans la voie du vieillissement cellulaire, de la sénescence programmeée voire de
I"apoptose (cf. figure 39). Les cellules souches pluripotentes expriment la télomérase, qui allonge les
télomeéres et permet de maintenir leur potentiel multiplicatif (N. Desai et al., 2015 ; Fathi et al., 2019 ;
Marion et al., 2009 ; Rohani et al., 2014).
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Figure 39. Homéostasie télomérique des cellules souches pluripotentes

Les télomeres sont des régions nucléoprotéiques a I'extrémité des chromosomes qui raccourcissent a chaque fois
gu’une cellule se divise. Quand les télomeéres sont trop courts, les voies de la sénescence ou de I'apoptose s’activent.
Les cellules souches pluripotentes (embryonnaires ou induites) contrebalancent le raccourcissement des télomeéres
par 'activation de I'enzyme télomérase. Les mécanismes de maintenance des télomeéres participent a la régulation
de Iétat pluripotent (F. Li et al., 2020 ; J. S. Z. Li & Denchi, 2018).

Leur capacité a se renouveler indéfiniment est indispensable au bon déroulement des premieres étapes
de la croissance exponentielle du corps, qui va passer d’une cellule a plus de 30 trillions pour un étre
humain adulte. Plus du quart des cycles de divisions nécessaires s’effectue ainsi au stade pluripotent (0 a
10000=2%; 0 & 10 trillions =2%, donc 13 divisions jusqu’a 10000 cellules et 45 divisions jusqu’a
30 000 milliards).

Il a été montré qu’elles sont génétiquement plus stables que des cellules somatiques ou d’autres types
cellulaires en culture (Kuijk et al., 2018 ; Weissbein et al., 2014) (cf. Partie 2, introduction, génétique des
cellules souches pluripotentes). Elles ont également un systeme d’apoptose pré-amorcée qui leur permet
probablement d’éliminer les cellules souches pluripotentes qui seraient trop mutées (Dumitru et al.,
2012). Ce systeme les rend particulierement sensibles aux conditions de culture : si ces dernieres ne sont
pas optimales, elles se différencient ou s’engagent dans I'apoptose.

Ces fonctions fondamentales (autorenouvellement rapide et illimité, intégrité génétique, pluripotence,
malléabilité génétique et transcriptomique, etc.) permettent aux cellules souches de jouer le rdle in vivo,
d’ «usine de bioproduction cellulaire » mettant en place la masse critique nécessaire a la gastrulation. In
vitro, ces mémes caractéristiques en font une tres bonne source de cellules thérapeutiques.
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4.4 LES FACTEURS INTRINSEQUES ET EXTRINSEQUES DE REGULATION DE LA PLURIPOTENCE

Facteurs intrinséques

Le maintien du stade pluripotent dépend de la régulation de I'expression d’un réseau de gene, et en
premier lieu des facteurs de transcription OCT4, SOX2 et NANOG. Ces « génes maitres » régulent a leur
tour de nombreux genes de pluripotence et participent indirectement au maintien de I'ouverture de la
chromatine. Toute déstabilisation de ces trois génes essentiels provoque la différenciation (cf. figure 40).

Without With
Differentiation cues Differentiation cues
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S"”_“)”P“‘*l pluripotency TFs
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Figure 40. Facteurs intrinséques : NANOG, OCT4, SOX2, les génes clés de la pluripotence

Le réseau de régulation génique de la pluripotence peut étre considéré comme optimal s’il y a une expression
équilibrée des principaux facteurs de transcription de la pluripotence, OCT4, SOX2, NANOG. PGRN est mis pour
Pluripotency gene regulatory network, TFs pour Transcription factors. Adapté de « Ground rules of the pluripotency
gene regulatory network » par M. Li & Belmonte, 2017.

Facteurs extrinséques

La pluripotence est également régulée par des facteurs extrinseques. In vivo ou en culture, les cellules
souches pluripotentes ont besoin de I'apport de facteurs exogenes (Lefort, 2015). Cette dépendance des
cellules vis-a-vis de facteurs exogeénes differe entre les cellules ES de souris et les cellules ES de primates
(homme et singe). Les cellules ES de souris répondent aux signaux LIF et BMP, alors que chez 'lhomme
elles répondent aux signaux bFGF, nodal et activine (Vallier et al., 2005). Cette différence de sensibilité
aux signaux cytokiniques s’expliquerait par le fait que la contrepartie murine des hESC serait les mEpi-ESC
(cellules issues de I'épiblaste tardif) et non les mESC (issues de la masse interne avant I'individualisation
de I'épiblaste et de I’hypoblaste). En effet, tout comme les hESC, les mEpi-ESC requiérent I’activine et le
bFGF pour maintenir leur pluripotence et se différencient en présence de LIF et de BMP.
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4.5 PLURIPOTENCE NAIVE FORMATIVE ET AMORCEE

Durant le développement de I'embryon, juste avant de s’engager dans la différenciation et la gastrulation,
les cellules souches pluripotentes passent d’un stade naif (masse cellulaire interne du blastocyste) a un
stade amorcé (partie épiblastique de la gastrula).

Ces deux états de pluripotence sont chacun définis par des attributs fonctionnels, transcriptomiques,
épigénétiques, métaboliques, etc. Par ailleurs, I’hypothése a été émise qu’un stade intermédiaire dit de
pluripotence « formative » existerait (Afanassieff et al., 2018 ; Kinoshita & Smith, 2018; Morgani et al.,
2017 ; Smith, 2017 ; Verfaillie et al., 2018 ; Yilmaz & Benvenisty, 2019 ; Zimmerlin et al., 2017). Cet état
intermédiaire correspondrait a celui de cellules pluripotentes qui ont été « capacitées » pour permettre
la différenciation, mais qui n’ont pas été « instruites » vers une voie précise (cf. figure 41). Les deux
moteurs de I'avancée des cellules souches dans ce continuum seraient I'épithélialisation compléte et
I’exposition a des signaux de différenciation. Le lien entre la forme et l'identité jouerait donc un réle clef
(Hamidi et al., 2020a ; Shahbazi, 2020a).

CAPACITATION

FORMATIVE
“ No fate allocation \ “No fate allocation
Resistant to differentiation ” Efficient differentiation”

&
PRIMED
“\»\e“alizatio,’ “ Reversible fate allocation
13 Q ‘Germ layer differentiation bias ”
ENGAGMENT
Q

entiation g;
\ el Ig,’e

A.B. POLARISATION J N

IMPLANTATION oL GASTRULATION
L&\ FULL EPITHELIALIZATION \ EM.T

M.E.T.
LUMINOGENESIS

EARLY LATE
EPIBLAST EPIBLAST

Figure 41. In vivo : I’hypothése d’un stade formatif de pluripotence (page suivante)

L’épithélialisation de I'épiblaste puis son exposition aux signaux de différenciation sont les deux principaux moteurs
de I'évolution d’identité des cellules souches pluripotentes in vivo. La présence d’un stade formatif associé a
I’épiblaste précoce est une problématique non résolue. Adapté de « Mesenchymal-epithelial transition regulates
initiation of pluripotency exit before gastrulation » par Hamidi et al., 2020a, « Pluripotency deconstructed » par
Kinoshita & Smith, 2018 ; « Formative Pluripotency: The executive phase in a developmental continuum » par Smith,
2017, « Capturing human naive pluripotency in the embryo and in the dish » par Zimmerlin et al., 2017 et de
“Amnion-specific markers demarcate the realm of various human pluripotent states » par Koto, 2021.
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In vitro, les cellules souches pluripotentes humaines amorcées sont les plus utilisées dans le domaine
biomédical. Elles ont permis d’établir 'ensemble des protocoles de différenciation. Plus récemment, les
biologistes ont tenté de stabiliser en culture des cellules souches formatives ou intermédiaires. Des
lignées ont été établies chez I'homme et la souris (Kalkan et al., 2017 ; Watts et al., 2018 ; Zhai et al., 2021)
(cf. figure 42).
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HUMAN CELL LINES

Formative pluripotency Capture of mouse and human stem cells with features of formative pluripotency (Kinoshita et al. , 2021)
Intermediate pluripotent Derivation of intermediate pluripotent stem cells amenable to primordial germ cell specification (L. Yu et al.
stem cells ,2021)

Naive-to-Primed Lipid Deprivation Induces a Stable, Naive-to-Primed Intermediate State of Pluripotency in Human PSCs
Intermediate (Cornacchia et al., 2019)

MOUSE CELL LINES

Formative pluripotent Formative pluripotent stem cells show features of epiblast cells poised for gastrulation (X. Wang et al., 2021)

Extended pluripotent stem Chemically defined and xeno-free culture condition for human extended pluripotent stem cells (B. Liu et al.

cells ,2021)

Rosette-stage pluripotency | In vitro capture and characterization of embryonic rosette-stage pluripotency between naive and primed
states (Neagu et al. , 2020); Bridging naive and primed pluripotency (Dundes & Loh, 2020)

High capacity for self- Unique properties of a subset of human pluripotent stem cells with high capacity for self-renewal (Lau et al.

renewal ,2020)

Intermediate pluripotent An Intermediate Pluripotent State Controlled by MicroRNAs Is Required for the Naive-to-Primed Stem Cell

state Transition (Du et al., 2018)

Alternative states Vitamin C and L-Proline Antagonistic Effects Capture Alternative States in the Pluripotency Continuum
(D’Aniello et al., 2017)

Alternative pluripotent An alternative pluripotent state confers interspecies chimaeric competency (J. Wu, Okamura, et al., 2015)

state

Alternative stem-cell states = Divergent reprogramming routes lead to alternative stem-cell states (Tonge et al., 2014)

Epiblast stem cells Derivation of pluripotent epiblast stem cells from mammalian embryos (Brons et al., 2007)
Epiblast stem cells New cell lines from mouse epiblast share defining features with human embryonic stem cells (Tesar et al.,
2007)

Figure 42. Lignées de cellules souches pluripotentes naives, formatives, amorcées

La frise présente les différentes lignées de cellules souches pluripotentes stabilisées in vitro a différents stades de
pluripotence. ESCs est mis pour Embryonic stem cells, EPSCs pour Expanded potential stem cells, fPSCs pour
Formative pluripotent stem cells, XPSCs pour Intermediate stem cells between naive and primed states, EpiLCs pour
Epiblast-like cells, EpiSCs pour Epiblast stem cells, iPSCs pour Induced pluripotent stem cells. Adapté de « Human
embryonic development: From peri-implantation to gastrulation » par Zhai et al., 2021.

Le tableau a la suite liste les publications liées a des stades formatifs ou intermédiaires.
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4.6 EVALUER LE CARACTERE SOUCHE ET LA PLURIPOTENCE

Les cellules souches pluripotentes humaines expriment un panel de marqueurs qui peuvent étre utilisés

pour caractériser leur statut indifférencié (cf. figure 43) :

e |es facteurs de transcription OCT4, SOX2 et NANOG ;
e desantigenes de surface : TRA-1-60 (TRA, Tumor rejection antigen), TRA-1-81, SSEA-3 (SSEA, Stage
specific embryonic antigens), SSEA-4 — mais pas SSEA-1, contrairement aux cellules souches

pluripotentes de souris — et le CD9 ;
e |a phosphatase alcaline.

A Epiblastoid
DAPI NANOG OCT4 SOX2

Figure 43. Marquage immunohistochimique
de colonies de cellules souches pluripotentes
(A) Marquages DAPI, NANOG, OCT4 et SOX2 d’un
épiblastoide, Adapté de « A 3D model of a human
epiblast reveals BMP4-driven symmetry breaking »
par Simunovic et al., 2019. (B) Colonies de cellules
souches pluripotentes humaines exprimant les
marqueurs TRA-1-60, OCT4 et DAPI, inspiré
d’« Instabilité génomique des cellules souches
pluripotentes humaines et de leurs dérivés » par
Lefort, 2015.

In vitro, au-dela de I'expression de ces marqueurs, la réalisation de tests de pluripotence est nécessaire
pour évaluer la pleine capacité de différenciation des cellules (Lefort, 2015). Il existe différents tests.

e In vivo: linjection chez I'animal permet d’observer la formation de tératomes avec des
contingents cellulaires des trois feuillets embryonnaires (Wesselschmidt, 2011).

e In vitro : idéalement, des différentiations compléetes vers plusieurs types de tissus sont menées
pour prouver le caractére fonctionnel complet des cellules. Une solution plus simple consiste a
rechercher les marqueurs des trois feuillets embryonnaires a la suite de la formation de corps

embryoides.
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5. SYSTEMES DE CULTURE DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES

5.1 LES DEBUTS DE LA CULTURE IN VITRO

Les propriétés des cellules souches et en particulier leur
capacité de multiplication et de différenciation — intensément
optimisée par I'évolution —en font la matiére premiere idéale
pour la bioproduction des thérapies cellulaires (K. G. Chen et
al., 2014 ; Cyranoski, 2018 ; M. Evans, 2011 ; Karagiannis et al.,
2019 ; Rowe & Daley, 2019 ; Yamanaka, 2020).

L'émergence des premiéres lignées de cellules souches
pluripotentes embryonnaires est due aux observations faites
par la biologie des cancers. Les cellules de tératocarcinome
(forme maligne de tératome des gonades) présentent, en
effet, des similarités avec les cellules souches. A partir d’une
origine cellulaire unique, elles engendrent des structures
tissulaires appartenant aux trois feuillets embryonnaires
primitifs. Ces cellules indifférenciées, a I'origine des
tératocarcinomes, ont été identifiées chez la souris dés 1964
par Kleinsmith et Pierce (Kleinsmith & Pierce, 1964), puis
cultivées in vitro assez rapidement (Pierce et al., 1967). Ces
expérimentations pionnieres ont forgé le concept de
« pluripotence » (Feyeux, 2011) et ont également permis de
constituer un milieu conditionné propice a la culture des
cellules souches pluripotentes.

En 1981, Evans, Kaufman et Martin établissent les premiéres
lignées de cellules souches embryonnaires de souris en
disséquant et en cultivant en 2D de la masse cellulaire
interne d’embryons au stade blastocyste (M. J. Evans &
Kaufman, 1981 ; G. R. Martin, 1981). A I'origine, ces lignées
sont cultivées sous forme de colonies circulaires compactes
en 2D sur un tapis de fibroblastes embryonnaires de souris

Embryonic Stem Cell Lines
Derived from Human
Blastocysts

James A. Thomson,* Joseph Itskovitz-Eldor, Sander S. Shapiro,
Michelle A. Waknitz, Jennifer . Swiergiel, Vivienne S. Marshall,
Jeffrey M. Jones

Human blastocyst-derived, pluripotent cell lines are described that have normal
karyotypes, express high levels of telomerase activity, and express cell surface
markers that characterize primate embryonic stem cells but do not characterize
other early lineages. After undifferentiated proliferation in vitro for 4 to 5
months, these cells still ined the develop | potential to form tro-

phoblast and derivatives of all three embryonic germ layers, including gut
epithelium (endoderm); cartilage, bone, smooth muscle, and striated muscle
(mesoderm); and neural epithelium, embryonic ganglia, and stratified squamous
epithelium (ectoderm). These cell lines should be useful in human develop-
mental biology, drug discovery, and transplantation medicine.

Induction of Pluripotent Stem Cells
from Adult Human Fibroblasts
by Defined Factors

Kazutoshi Takahashi,! Koji Tanabe,! Mari Ohnuki,’ Megumi Narita,'-2
Tomoko Ichisaka,'-2 Kiichiro Tomoda,® and Shinya Yamanaka'-23.4.*
. . = s

N ‘"}‘ﬁ:\-"

Figure 44. Premieres lignées de cellules
souches pluripotentes humaines

Articles historiques des premieres lignées de
cellules souches pluripotentes embryonnaires
(en haut, Thomson, 1998) et induites (en bas,
Takahashi et al., 2007).

(MEF Feeder cells), en boite de Petri, et avec un milieu conditionné par tératocarcinome (G. R. Martin,
1981). Chez ’lhomme, les premiéres lignées de cellules souches pluripotentes embryonnaires sont
produites par Thomson et al. en 1998 a partir d’embryons issus de fécondation in vitro (Thomson, 1998)
(cf. figure 44). Ces premiéres lignées ouvrent la voie aux thérapies cellulaires. Toutefois, leur dépendance
a une source embryonnaire fait que des frontieres éthiques médicales et scientifiques importantes

subsistent.
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En 2007, Shinya Yamanaka décrit la génération de cellules souches pluripotentes induites humaines par
reprogrammation de cellules somatiques différenciées adultes: «iPS» (K. Takahashi et al., 2007 ;
K. Takahashi & Yamanaka, 2006) (cf. figure 44). Cette découverte majeure, héritiere des expériences de
reprogrammation cellulaire par transfert nucléaire de Gurdon (Gurdon, 1962), ouvre de nombreuses
possibilités. Les iPS permettent de se passer de la source embryonnaire et de générer des cellules
haplotypées, voire d’envisager des thérapies autologues. Gurdon et Yamanaka recgoivent le prix Nobel de
médecine en 2012.

Ces premieres cultures in vitro reproduisent des signaux biochimiques et cellulaires suffisants au maintien
prolongé des cellules souches en culture, mais leur topologie en 2D ne récapitule que partiellement leur
niche. Aussi, leur usage thérapeutique est limité par I'utilisation de cellules nourriciéres animales et de
milieux de culture non définis peu reproductibles.

Grace aux progrés de la biochimie et des biomatériaux, le tapis nourricier de fibroblastes embryonnaires
est progressivement remplacé par du Matrigel® (C. Xu et al., 2001), de la fibronectine (Y. Liu et al., 2006),
de la vitronectine (Braam et al., 2008), ou de la laminine (Rodin et al., 2010). Le milieu de culture est
également raffiné, caractérisé et défini sans élément d’origine animale (G. Chen et al., 2011 ; Ludwig et
al., 2006 ; Vallier et al., 2005). La découverte de I'inhibition de la voie ROCK, qui permet d’augmenter la
survie cellulaire lors de la dissociation au moment des passages, améliore également la culture des cellules
souches in vitro, en 2007 (Ohgushi & Sasai, 2011 ; Watanabe et al., 2007).

Figure 45. Morphologie typique d’une colonie
de cellules souches pluripotentes in vitro

Les cellules souches pluripotentes ont, in vitro, des
caractéristiques morphologiques et phénotypiques
particulieres. Ce sont des cellules d’environ 14 um,
organisées en colonies circulaires compactes. Sont
représentées ici des cellules souches pluripotentes
embryonnaires WA16 cultivées avec un milieu TeSR1
et un revétement Matrigel®. Echelle de 100 pm.
Adapté de « Derivation of human embryonic stem
cells in defined conditions » par Ludwig et al., 2006.
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5.2 LIMITES DE LA MONTEE EN ECHELLE DES CULTURES EN 2D

Ces vingt derniéres années, les conditions de culture se sont progressivement améliorées, ce qui a permis
de se passer d’embryons, de coculture nourriciere, de facteurs animaux ou non définis (Adil & Schaffer,
2017 ; K. G.Chenetal., 2014 ; W. Liu et al., 2019). Néanmoins, la production demeure encore insuffisante
pour les applications médicales. Les besoins en thérapie cellulaire augmentent, ainsi que le nombre de
patients concernés. Pour chacun d’entre eux, la dose cellulaire requise se situe entre 100 000 et
10 milliards de cellules. A terme, il faudra donc &tre en mesure de produire des trillions de cellules
dérivées d’ES/iPS pour des millions de patients.

Pour augmenter le volume de production, deux stratégies peuvent étre employées : la montée en échelle
(« scale-up ») et la parallélisation (« scale-out ») (Eaker et al., 2017 ; Hourd et al., 2008). Dans la premiere,
on augmente le volume ou on modifie le systéme de culture unitaire afin d’augmenter le nombre de
cellules produites par lot. Dans la deuxiéme, on multiplie en paralléle le nombre d’unités de culture pour
augmenter le nombre total de cellules produites.

La bioproduction de cellules souches en 2D, qui repose sur une stratégie de parallélisation (« scale-out »
cf. figure 46), permet de produire quelques milliards de cellules. Au-dela de cette échelle, la surface
requise, le consommable plastique, la main-d’ceuvre nécessaire et les colts croissent de facon tres
importante. Afin d’éviter ces écueils, les cellules souches ont été adaptées a des outils de bioproduction
en 3D.

Figure 46. Stratégie de
SCALE OUT 2D o hiat
= B parallélisation en 2D :
= = | g Scale-Out
pESSEURIS PEoSEN N Adapté de «Progress and
challenges in  large-scale
a N
. 5P expansion of human
g ; g pluripotent stem cells » par

s o Kropp et al., 2017.

e
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5.3 BIOREACTEUR ET CULTURES EN SUSPENSION 3D

Contrairement a 'approche de parallélisation des systémes en 2D, les cultures en suspension en
bioréacteur permettent une montée en échelle par une augmentation directe du volume de culture
(« scale-up » cf. figure 47).

Les bioréacteurs régulent activement I'environnement de culture: pH, température, oxygénation,
renouvellement ou complémentation du milieu de culture, glucose, lactate, etc. Cette stabilité des
parametres clefs mime I’homéostasie de I'organisme, qui permet aux cellules du corps humain d’étre dans
un environnement stable et régulé.
Les bioréacteurs ont été développés dans une optique de culture cellulaire a grande échelle. Il en existe
plusieurs types (cf. tableau 5). Les bioréacteurs a agitation mécanique horizontale sont les plus utilisés
pour la culture en suspension ; ils présentent de nombreux avantages :
e une montée en échelle jusqu’a des volumes de 2 000 litres, voire bien plus (SamsungBiologics,
2018 ; WuXi, 2021) ;
e une culture de haute densité avec un ratio surface/volume important ;
e une automatisation partielle ou compléte limitant les interventions et les erreurs manuelles ;
e une configuration close et a usage unique diminuant le risque de contaminations;
e une augmentation de la reproductibilité ;
e une diminution des rejets de lots et des colts ;
e une optimisation par I'industrie pharmaceutique et les régulateurs, ce qui contribue a respecter
les criteres de bonnes pratiques pharmaceutiques (Good Manufacturing Practices, GMP).

Cultures Rotating Erlenmeyer flask | Rotating Wall Bioreactor Wave Bioreactor
Agitées — e
(Indirecte) ’ . ', i ‘ r”‘ AR
AV )
- e . -
Bioréacteur  Spinner flask Horrizontal Blade Bioreactor | Vertical Wheel Bioreactor
a cuves s
agitées ) - -
(Directe) ! & ==
EAL -. -
s
Bioréacteur | Fixed Bed Bioreactor Rotating Bed Bioreactor
Cellules | |
adhérentes ‘ I L B
|

Tableau 5. Différents types de bioréacteurs

Adapté de « Progress and challenges in large-scale expansion of human pluripotent stem cells » par Kropp et al.,
2017 et « Single-use bioreactors for human pluripotent and adult stem cells: Towards regenerative medicine
applications » par Nogueira et al., 2021.
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5.4 CULTURES DE CELLULES SOUCHES EN BIOREACTEUR

L'adaptation des cellules souches pluripotentes aux cultures en suspension prend principalement
deux formes, celles de microporteurs et d’agrégats (Adil & Schaffer, 2017 ; Kropp et al., 2017 ; McKee &
Chaudhry, 2017 ; Polanco et al., 2020 ; Torizal et al., 2019) (cf. figure 47).

Microporteurs

Il s’agit de cellules souches pluripotentes cultivées sous une forme épithéliale a la surface ou dans des
biomatériaux en suspension (A. K. L. Chen et al., 2011 ; Nie et al., 2009). Leur culture permet d’augmenter
le rapport surface de culture/volume de milieu et de monter en échelle mais ce procédé a plusieurs des
limites. D’une part, les microporteurs forment des agglomérats difficiles a cultiver, récolter et dissocier.
D’autre part, ils subissent une exposition directe a des stress mécaniques (Pandey et al., 2020 ; Rodrigues
et al., 2019). Conjointement cela nuit a I'homogénéité des conditions de culture a I’échelle de la cellule.

Agrégats

Dans cette configuration, les cellules souches sont inoculées en suspension de cellules uniques ou par
petits amas dans le bioréacteur. Progressivement, par agglomération et division cellulaire, ces amas
grossissent jusqu’a former des agrégats composés exclusivement de cellules (Amit et al., 2011 ; Steiner et
al., 2010). La couche de cellule la plus a I’extérieur a un acces direct au milieu, alors que toutes les cellules
internes adoptent un phénotype non épithélial et ont un acces réduit a I'oxygéne et aux nutriments (Sart
et al.,, 2017). Cette configuration en agrégats n’a pas d’équivalent naturel. Les cellules sont donc
maintenues dans cet état métastable grace au milieu de culture qui empéche la différenciation. Les
principaux freins de la culture en agrégats sont liés a ces problemes d’homogénéité et a I'exposition
directe des cellules aux contraintes mécaniques.

Le tableau 6 présente les meilleures performances quantitatives de ces cultures en suspension. Malgré
les optimisations récentes, la culture d’agrégats et de microporteurs ne peut pas outrepasser une échelle
de production de quelques litres ou de quelques milliards de cellules. Au-dela de ce volume, les forces
mécaniques entravent la croissance cellulaire.
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Figure 47. Stratégie de montée en échelle 3D : Scale-Up

(A) Culture en suspension de cellules souches pluripotentes en formats microporteurs ou agrégats. Adapté
de « Progress and challenges in large-scale expansion of human pluripotent stem cells » par Kropp et al., 2017. (B)
Microporteurs agglomérés et structure des agrégats. Adapté de « Dissolvable microcarriers allow scalable expansion
and harvesting of human induced pluripotent stem cells under xeno-free conditions » par Rodrigues et al., 2019, « A
3D sphere culture system containing functional polymers for large-scale human pluripotent stem cell production »
par Otsuji et al., 2014 ; « Progress and challenges in large-scale expansion of human pluripotent stem cells » par
Kropp et al., 2017 ; « Characterization of 3D pluripotent stem cell aggregates and the impact of their properties on
bioprocessing » par Sart et al., 2017. (C) Montée en échelle de la culture en bioréacteur : petite échelle, échelle
paillasse, production. Adapté de communications commerciales des entreprises Eppendorf et Sartorius.
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Tableau 6. Meilleures performances quantitatives des cultures de cellules souches

2D x170/7 jours PDT 23h Efficient Large-Scale 2D Culture System for Human Induced Pluripotent
multilayer culture Stem Cells and Differentiated Cardiomyocytes
plates (CPs) with Tohyama et al. 2017, Stem Cell Reports
. Activegas CO2 ~ Cell numbers
active gas day0y gofuimn  9TH oo N ventlaton 4 5 )(* k ac u e
ventilation (AGV) 4 / p S— PHON .
_ — LSRRI
) — L1 I (BT I
Q = X
5 Medium 1200 mi / 10 layers (6320 cnv) — EEEEEEEEE WAL ax g )
5 Agrégat x20/5 jours PDT 33h A fully defined and scalable 3D culture system for human pluripotent stem
9 | Gel embeding 20 M/mL cell expansion and differentiation
Yuguo Lei & David Schaffer 2013, PNAS
. ‘ A R T i MK e o
Spheroids Single cells Single [ A .
|n gel |n gel cells & i85 %o ooy
- 8% ooy AN T
ttx—’ e". o] T R
Microporteur x90/16 jours PDT 60h End-to-end platform for human pluripotent stem cell manufacturing
HB-STBR la3L Pandey et al. 2020, International Journal of Molecular Sciences
=
1
|
» v
Cryopreserved 20 seed train 2D seed train cell expansion
cells (T-75 flask) (one layer CellStack) (Stirred tank bioreactor)
Agrégat x40/12 jours PDT 44h Process development and scale-up of pluripotent stem cell manufacturing
HB-STBR 10L STBR Huang et al. 2020, Cell and Gene Therapy Insights
pré-ampli en 2D
Jusqu’a 36 B/batch
High-density AOL Keellerex )" {r }l Lf
seed banks -
i ’ - fe 8 a4
I oy i u ‘:_l
% LR Y I | 3‘
5' Agrégat x32/6 jours PDT29h Optimized serial expansion of human induced pluripotent stem cells using
5 Vertical Wheel Pré-clusturrisation static low-density inoculation to generate clinically relevant quantities in vertical-
» | STBR 100ml VWBR wheel bioreactors
Borys et al. 2020, Stem Cells Translational Medicine
000 . .
— .0 =*% — e 1:
@
hiPSC aggregates pre-formed Expanded for 6-8 days s 2 5 'i 4
Agrégat x70/7 jours PDT28h High density bioprocessing of human pluripotent stem cells by metabolic
Surfactant 35 M/mL, 5.25 B/batch control and in silico modeling
150 mL STBR Manstein et al. 2021, Stem Cells Translational Medicine
. ' ?‘ A0
// - 1 2 3 4 5 mar
Pluronic i L T T T
F68 * 6 7 8B 9 1 # 12
- n oW on = 1t
ﬁ 2 13 14 15 16 17 18
(A T o

STBR : Stirred Tank Bioreactor, HB : Horizontal blade, PDT : Population Doubling Time, B : billion

63



5.5 LA LIMITE MECANIQUE DES SYSTEMES EN SUSPENSION NON PROTEGES

Les systémes de culture en suspension exposent directement les cellules aux stress mécaniques dus a la
culture agitée: impacts cellules/cellules, cellules/hélice, cellules/bioréacteur, cellules/turbulences
hydrodynamiques, cellules/bulles d’aération (cf. figure 48). Ce stress mécanique entraine une
augmentation de la mortalité et de la différenciation des cellules souches en culture (Kinney et al., 2011a).
Plus la taille du bioréacteur augmente, plus l'agitation minimale nécessaire pour resuspendre et
homogénéiser la culture est élevée. Cela implique une augmentation de I’énergie d’agitation par unité de
volume et une diminution de la taille des turbulences dites « turbulence de Kolmogorov », (cf. figure 48)
(Croughan et al., 2016 ; Lawson et al., 2017 ; B. Lee et al., 2015 ; Ponnuru et al., 2014 ; Schnitzler et al.,
2016).

Ainsi, plus la taille du bioréacteur augmente, plus les cellules subissent un stress hydrodynamique
important. Les cultures en suspension ont une limite mécanique a leur passage a I'échelle : au-dela de
qguelques litres, elles deviennent inadaptées pour les configurations « non protégées ».

Afin de diminuer I'impact mécanique de I’agitation sur les cellules, deux stratégies ont récemment été
mises en place. D’'une part, les bioréacteurs a hélice verticale, vertical wheel (Borys et al., 2020),
permettent de diminuer I'énergie nécessaire pour resuspendre les cellules. D’autre part, I'ajout de
surfactant dans le milieu de culture (Manstein et al., 2021) contribue a modifier ses propriétés physiques
et a diminuer I'impact cellulaire. Toutefois, dans I'article précédemment cité, les auteurs laissent entrevoir
I'omniprésence des contraintes mécaniques (cf. figure 48E). Leur culture d’agrégats de cellules souches
atteint une densité record de 35 millions de cellules/mL dans un bioréacteur de 150 mL, et 5 milliards de
cellules souches produites en sept jours. Le passage a un réacteur de plus grande taille, 500 mL, abaisse
la densité maximale atteinte a 10 millions par mL; la culture est arrétée plus tot (J4) ; le rendement
maximal reste finalement inchangé a 5 milliards de cellules. Ainsi, les groupes les plus en pointe de la
bioproduction de cellules souches en bioréacteur ont témoigné encore récemment de la limite mécanique
des cultures en suspension non protégée

Figure 48. Limites mécaniques des cultures en 3D non protégées (page suivante)

(A - D) L'augmentation de volume du bioréacteur induit une augmentation de I'agitation minimale nécessaire pour
la resuspension des colonies en 3D. L'accroissement de I'énergie d’agitation par unité de masse entraine une
diminution de la longueur des turbulences de Kolmogorov et la montée des forces de cisaillement et du stress
mécanique. Cela aboutit a3 une mortalité plus élevée. Adapté de « Bioprocessing of human mesenchymal
stem/stromal cells for therapeutic use: Current technologies and challenges » par Schnitzler et al., 2016 ; de « Scale-
down model screening study of key process parameters for anchorage-dependent stem cells using Vertical-Wheel
Bioreactors » par B. Lee et al., 2015, de « Process development for expansion of human mesenchymal stromal cells
in a 50 L single-use stirred tank bioreactor » par Lawson et al., 2017 et de « Novel single-use bioreactors for scale-
up of anchorage-dependent cell manufacturing for cell therapies » par Croughan et al., 2016. (E) La limite mécanique
des cultures d’agrégats de cellules souches pluripotentes est illustrée par I'article « High density bioprocessing of
human pluripotent stem cells by metabolic control and in silico modeling » par Manstein et al., 2021.
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PARTIE 1 : LA CAPSULE DE CELLULES SOUCHES




MOTIVATIONS

Grace aux avancées majeures accomplies dans les domaines scientifique et médical et a un travail
interdisciplinaire mené depuis plusieurs décennies, nous avons une meilleure connaissance et une
compréhension approfondie des cellules souches, de I'embryologie et des systémes de culture (Torizal et
al., 2019). Toutefois, aucun systéme de culture de cellules souches pluripotentes ne réunit pour l'instant
I'ensemble des critéres inhérents a la production de thérapies cellulaires de qualité a une échelle
industrielle. Un cahier des charges idéal pourrait contenir les parametres suivants (cf. figure 49).

MAXIMUM BATCH SIZE GENETIC INTEGRITY
(billion of cells) (Composite Score, risk of batch rejection)
TOTAL COST OF PRODUCTION AMPLIFICATION FACTOR STEMNESS PLURIPOTENCY
($) (apparent PDT, hours) (% of OCT4*/NANOG* cells) (Robust, Unbiased & Reproducible)
MEDIA CONSUMPTION MAX. CELL CONCENTRATION VIABILITY BIOMIMETIC
(ml of media / million of cell) (Million of cells / ml) (%) (Biology Chemistry Physics)
MAX. CULTURE VOLUME G.M.P. & AUTOMATION COMPLIANCE
(liters) (Defined media, animal free origins, ... )

Figure 49. Proposition de cahier des charges et notation des systemes de culture de cellules souches
pluripotentes a visée clinique (Panneau de gauche, quantitatif) : facteur d’amplification, taille des lots produits
(entre 10% et 10'? cellules), volumes totaux de culture (litres), concentration cellulaire maximale (millions de
cellules/mL), colt total, consommation de milieux de culture (mL consommés/milliard de cellules produites).
(Panneau de droite, qualitatif) : pourcentage élevé et reproductible de cellules pluripotentes, fraction négligeable
de différenciation spontanée en culture, identité cellulaire pertinente biologiquement, viabilité élevée
qguotidiennement et lors des passages, intégrité génétique préservée en culture prolongée, automatisation, systeme
clos a usage unique, compatible avec les standards réglementaires cliniques, différenciation robuste, sans biais et
reproductible.

Nous avons cherché a allier les avantages de la culture en bioréacteur (contréle continu des parametres
de culture, montée en échelle, automatisation, reproductibilité, etc.) a ceux des modeles
développementaux issus de cellules souches (structures épithéliales, pertinence biologique,
homogénéité, viabilité, etc.). Afin de combiner ces briques technologiques, nous avons utilisé
I’encapsulation microfluidique. Les microcompartiments permettent de concevoir par génie biologique
une niche cellulaire interne protégée des contraintes mécaniques externes.

La premiere partie de cette theése illustre la bioproduction a grande échelle de cellules souches
pluripotentes encapsulées, auto-organisées en épiblastoides (cf. figure 48). Nous avons choisi d’utiliser le
terme « épiblastoides encapsulés » pour y faire référence (cf. paragraphe 4.2, figures 57 et 58).

Les résultats présentés dans cette partie ont été prépubliés le 5 juillet 2021 sur la plateforme BioRxiv,
dans l'article C-Stem™: engineering niche-like micro-compartments for optimal and scale-independent
expansion of human pluripotent stem cells in bioreactors (Cohen et al., 2021).
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1. ENCAPSULATION : UN MICROENVIRONNEMENT CONTROLE ET PROTEGE

. Figure 50. Microcompartiment
COMPARTIMENT cellulaire protégé pour la
CELLULAIRE 3D f culture en 3D
. DIFFUSION

Gaz, Nutriments
Facteurs de croissance

PROTECTION
MECANIQUE

Les dommages hydrodynamiques empéchent une montée en échelle efficace des cultures cellulaires en
2D ou 3D. lIs induisent également une baisse de la robustesse des procédés du fait de I'inhomogénéité
des conditions de culture. En associant la microfluidique a la biologie en 3D Il a été possible de développer
des cultures cellulaires encapsulées (Shah et al., 2008 ; W. H. Tan & Takeuchi, 2007 ; van Duinen et al.,
2015 ; H. Zhang et al., 2006). L’encapsulation cellulaire consiste a contenir des cellules dans un matériel
semi-perméable. Les cellules ne peuvent pas le traverser, alors que les nutriments, gaz et facteurs de
croissance peuvent diffuser de maniére bidirectionnelle.

L’encapsulation a été employée dans la production d’anticorps par culture d’hybridomes ou dans le
criblage de molécules anticancéreuses (Bafié et al., 1991 ; Dubrot et al., 2010 ; Joseph E. Tyler, 1990;
Selimoglu & Elibol, 2010). En sus de la culture initiale, la capsule peut aussi protéger les cellules lors de la
greffe. L'encapsulation a d’abord été utilisée pour 'immunoprotection de greffon insulino-sécreteurs
dans le cadre du diabete (Algire, 1949 ; Ashimova et al., 2019 ; Bisceglie, 1933 ; Bochenek et al., 2018 ;
T. Desai & Shea, 2017 ; Dolgin, 2016 ; Duvivier-Kali et al., 2001 ; Hering et al., 2006 ; Lim & Sun, 1980;
Vegas et al., 2016).

Le principe d’encapsulation remonte a 1964 (Chang, 1964). Depuis, différentes formes et techniques
d’encapsulation ont été développées (Aijaz et al., 2018 ; Alessandri, 2013 ; Ching et al., 2017 ; Murua et
al., 2008 ; Sanchez et al., 2013 ; Whelehan & Marison, 2011). Il estimportant de les distinguer, car le terme
« encapsulation » (surtout en anglais) peut recouvrir plusieurs acceptions. Il ne désigne pas uniqguement
les capsules creuses décrites dans cette thése, mais également des cultures en « gel embedding », des
tubes, des billes pleines et par extension, des contenants cellulaires beaucoup plus gros, comme des
dispositifs médicaux d’un centimeétre ou plus (T. Desai & Shea, 2017) (cf. tableau 7).
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Tableau 7. Types d’encapsulation
Billes pleines. Adapté de « Cell microencapsulation technology: Towards clinical application » par Murua et al., 2008
et « Differentiation of encapsulated embryonic stem cells after transplantation » par Dean et al., 2006. Capsules
creuses. Adapté de « A 3D printed microfluidic device for production of functionalized hydrogel microcapsules for
culture and differentiation of human neuronal stem cells (hNSC) » par Alessandri et al., 2016. Tubes. Adapté de
« Metre-long cell-laden microfibres exhibit tissue morphologies and functions » par Onoe et al., 2013. Dispositifs
médicaux. Adapté de « Advances in islet encapsulation technologies » par Desai & Shea, 2017.
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De nombreuses techniques permettent de former des capsules ou des billes contenant des cellules (cf.
figure 51). Les gouttelettes peuvent étre produites en phase gazeuse (goutte-a-goutte simple [dripping],
extrusion avec rupture de jet dans un champ électrostatique, jet avec injecteur vibrant, fragmentation de
jet par disque tournant, coextrusion liquide/gaz, etc.) ou en phase liquide (puce microfluidique, émulsion).
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Figure 51. Méthodes d’encapsulations

Liquid flow

Encapsulations avec interface air/liquide (A), interface liquide/liquide (B) et émulsion (C). Adapté de « Alginate gel

particles — A review of production techniques and physical properties » par Ching et al., 2017.
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Pour nos expériences, nous avons choisi d’utiliser des capsules creuses d’alginate. Elles ont I'avantage
d’assurer a la fois une protection mécanique, grace a leur coque externe, et de fournir un
microenvironnement cellulaire favorable, congu par génie biologique dans leur partie interne creuse. Les
parametres critiques sont entre autres les types cellulaires associés, la matrice extra-cellulaire et ses
propriétés physicochimique (Cordero-Espinoza et al., 2021).

La technique d’encapsulation la plus utilisée, « en puce microfluidique phase liquide », ne fonctionne que
pour des débits faibles et utilise des huiles peu biocompatibles, difficiles a manipuler a grande échelle (H.
F. Chan et al., 2013 ; McClements & Decker, 2000 ; Sah, 1999 ; H. Zhang et al., 2006 ; K. Zhu et al., 2019).
Nous avons donc opté pour la technique de coextrusion microfluidique et d’électrodispersion décrite par
Kevin Alessandri et Pierre Nassoy (cf. figure 52) (Alessandri, 2013 ; Alessandri et al., 2013 ; Alessandri,
Feyeux, Gurchenkov, Delgado, Trushko, Krause, Vignjevi¢, Nassoy, & Roux, 2016). Ses principales
caractéristiques sont les suivantes.

e Méthode : les cellules et les éléments de matrices sont injectés au coeur de gouttelettes d’alginate
liguide. Quand I'alginate réticule au contact d’'un bain de gélation contenant des cations divalents
(calcium par exemple), la couche externe d’alginate se rigidifie et capture les cellules dans le
microcompartiment interne.

e Bioproduction : ces capsules sont homogenes et de taille optimale pour la diffusion des nutriments
(200 a 600 um). Elles sont générées a trés haut débit (> 3000 capsules/seconde/injecteur) et
n’impactent pas les cellules. Ces capsules réticulées sont toutefois facilement dissoutes pour la collecte
cellulaire (chélateur calcium, alginase, rincage par solution sans cation divalent...).

o Mécanique : composée a 98 % d’eau, la coque externe d’alginate est hautement résistante et protege
les cellules des stress hydrodynamiques (E. S. Chan et al., 2011 ; Fattahi et al., 2021). La taille de la
capsule, sa rigidité, la finesse du maillage, I’épaisseur de la coque ou bien encore la fonctionnalisation
de I'hydrogel sont autant de parameétres ajustables en fonction des besoins biologiques ou de
production.

e Biologie : I'alginate est un biopolymere biodégradable et biocompatible qui n’est pas toxique pour les
cellules (Ching et al., 2017 ; Isabelle Goujon, 2004). La porosité de la coque d’alginate réticulé laisse
diffuser I'oxygeéne, les nutriments et les facteurs de croissance de moins de 150 kDa. Du fait de sa
transparence, il est facile d’observer directement la croissance cellulaire. Par ailleurs, I’alginate est déja
utilisé dans I'agroalimentaire et dans la pharmacopée humaine.
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Figure 52. Microencapsulation en haut débit par coextrusion et électrodispersion (page précédente)
(A) Dispositif d’encapsulation en haut débit par coextrusion et répulsion électrostatique des gouttes. Adapté de
« Cellular capsules as a tool for multicellular spheroid production and for investigating the mechanics of tumor
progression in vitro » par Alessandri et al., 2013 et « Controlled production of sub-millimeter liquid core hydrogel
capsules for parallelized 3D cell culture » par Doméjean et al., 2017. La puce microfluidique permet la coextrusion
d’un flux laminaire contenant au centre les cellules. Adapté de « A 3D printed microfluidic device for production of
functionalized hydrogel microcapsules for culture and differentiation of human neuronal stem cells (hNSC) » par
Alessandri et al., 2016. (B) Images confocales du plan équatorial de capsules, créées avec différents pourcentages
de matrice Matrigel® : respectivement 10 %, 25 % et 50 % du volume interne (Alessandri, Feyeux, Gurchenkov,
Delgado, Trushko, Krause, Vignjevi¢, Nassoy, & Roux, 2016). (C) Vue en microscopie électronique a balayage
d’hydrogels d’alginate réticulés de différentes rigidités (5, 25 et 40 kPa). Ce panel est obtenu en faisant varier la
concentration de calcium réticulant et le pourcentage d’alginate utilisé. Adapté de « T-cell activation is modulated
by the 3D mechanical microenvironment » par Majedi et al., 2020.
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2. ENCAPSULATION DE CELLULES SOUCHES

Les premiers essais d’encapsulation ont eu lieu peu apres la découverte des cellules souches
pluripotentes. lls furent d’abord conduits avec des billes pleines contenant des cellules souches
embryonnaires de souris (cf. tableau 8), puis avec des capsules creuses et des cellules humaines (cf.
tableau 9). Les cellules souches ont également été encapsulées en tubes creux, une méthode différente
de celles citées précédemment (cf. Tableau 10). Ces expériences novatrices ont été menées par les
groupes de Robert Langer, Douglas Melton, Shoji Takeushi, Xiaoming He, Minglin Ma, Jianping Fu ou
Yuguo Lei. Leurs travaux de génie biologique démontrent que I’encapsulation cellulaire pourrait
permettre de répondre a une série de défis comme se passer de cellules nourriciéres, cryopréserver
efficacement les cellules, paralléliser et uniformiser la cultures 3D, étudier les interactions entre cellules
souches et microenvironnement, etc.

Dans ces travaux, les cellules souches encapsulées dans les billes et les capsules s’agglomérent et forment
des agrégats similaires a ceux obtenus avec les cultures en suspension libre (cf. figure 47). Les facteurs
d’amplification n’y sont pas toujours précisés, car ces articles n’avaient pas pour objectif la bioproduction.
De maniere générale, ces approches ne permettent pas de dépasser un facteur d’amplification de x 20
par encapsulation (5 a 10 jours), ce qui est comparable ou inférieur a la culture classique en 2D.

Dans nos expériences, nous avons utilisé du Matrigel® comme matrice extracellulaire, le standard utilisé
pour les modeles épiblastiques.
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microbeads

Magyar et al. 2001

Annals of the New York Academy of Sciences
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Tableau 8. Encapsulation de cellules s es en billes pleines \
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Differentiation of encapsulated embryonic stem
cells after transplantation

Dean et al. 2006

Transplantation

hESC & mESC

Bioactive hydrogel scaffolds for controllable
vascular differentiation of human embryonic
stem cells

Ferreira et al. 2007

hESC

The benefit of human embryonic stem cell
encapsulation for prolonged feeder-free
maintenance

Siti-Ismail et al. 2008

Biomaterials

hESC

Microencapsulation technology: A powerful tool
for integrating expansion and cryopreservation of
human embryonic stem cells

Serra et al. 2011

Plos

hESC

Ismail et al., 2008)

hESC pour cellules souches pluripotentes embryonnaires humaines, mESC pour cellules souches pluripotentes embryonnaires
murines. Adaptés respectivement de (Dean et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Magyar et al., 2001; Malpique et al., 2011; Siti-
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Tableau 9. Encapsulation de cellules souches en caspsules creuses et en culture d’aggregats

Proliferation and Differentiation of Mouse
Embryonic Stem Cells in APA Microcapsule: A Model
for Studying the Interaction between Stem Cells and
Their Niche

Wang et al. 2006

mESC

A novel core-shell microcapsule for encapsulation
and 3D culture of embryonic stem cells

Zhang et al. 2013

Journal of Materials Chemistry

mESC

One-step microfluidic generation of pre-hatching
embryo-like core-shell microcapsules for
miniaturized 3D culture of pluripotent stem cells
Agarwal et al. 2013

Lab on chip

mESC

Coaxial electrospray of liquid core-hydrogel shell
microcapsules for encapsulation and miniaturized
3D culture of pluripotent stem cells

Zhao et al. 2014

mESC

Core—shell hydrogel microcapsules enable formation
of human pluripotent stem cell spheroids and their
cultivation in a stirred bioreactor

2021

hESC & hiPS

Bioinspired 3D Culture in Nanoliter Hyaluronic Acid-
Rich Core-Shell Hydrogel Microcapsules Isolates
Highly Pluripotent Human iPSCs

Xu et al. 2021

hiPS

Agarose microgel culture delineates lumenogenesis
in naive and primed human pluripotent stem cells
Schindler et al. 2021
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Tableau 10. Encapsulation de cellules souches en tubes

Cell fiber-based three-dimensional culture Core-shellmicrofiber culture system
system for highly efficient expansion of human Day 4 Day 8
induced pluripotent stem cells
Ikeda et al. 2017

Scientific Reports

hiPS

Scalable and physiologically relevant
microenvironments for human pluripotent stem F

cell expansion and differentiation / ;‘\ , \ : =
Liet al. 2018 <" . ' o
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A Scalable and Efficient Bioprocess for
Manufacturing Human Pluripotent Stem Cells-
Derived Endothelial Cells

Lin 2018

hESC & hiPS

hESC pour cellules souches pluripotentes embryonnaires humaines, hiPS pour cellules souches pluripotentes humaines
induites. Adapté respectivment de (H Lin, Q Du, Q Li, O Wang, 2018; lkeda et al., 2017; Q. Li et al., 2018)
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ABSTRACT

Human pluripotent stem cells (hPSCs) have emerged as the most promising cellular source for cell
therapies. To overcome scale up limitations of classical 2D culture systems, suspension cultures have been
developed to meet the need of large-scale culture in regenerative medicine. Despite constant
improvements, current protocols relying on the generation of micro-carriers or cell aggregates only
achieve moderate amplification performance. Here, guided by reports showing that hPSCs can self-
organize in vitro into cysts reminiscent of the epiblast stage in embryo development, we developed a
physio-mimetic approach for hPSC culture. We engineered stem cell niche microenvironments inside
microfluidics-assisted core-shell microcapsules. We demonstrate that lumenized three-dimensional
colonies maximize viability and expansion rates while maintaining pluripotency. By optimizing capsule size
and culture conditions, we scale-up this method to industrial scale stirred tank bioreactors and achieve
an unprecedented hPSC amplification rate of 282-fold in 6.5 days.

TEASER

Optimizing human pluripotent stem cells amplification by recapitulating and protecting biomimetic
colonies in a bioreactor
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INTRODUCTION

Following pioneering works targeting Parkinson’s disease (Lindvall et al., 1989; Parmar et al., 2020),
diabetes (Shapiro, 2000; Sneddon et al., 2018), macular degeneration (Mandai et al., 2017) or heart failure
(Menasché et al., 2001; Murry & Maclellan, 2020), cell therapies are now addressing an increasing
diversity of indications (Deinsberger et al., 2020; J. X. Yu et al., 2020). Therapeutic cells represent a hope
for millions of patients worldwide with chronic diseases or unmet medical needs. For each of those
patients, the number of required cells range between 10° and 10%° cells. While academic pre-clinical
studies or small-scale clinical trials have already been proved to be successful, a transition to true clinical
scale is now urgently needed. To enable treatment of thousands to millions of patients, production
capacity must scale while maintaining high-quality cells compatible with transplantation.

Due to their unlimited self-renewal capacity and potency to give rise to any cell type in the body, human
pluripotent stem cells (hPSCs) hold great promise to provide the required quantities of therapeutic cells.
In vivo, a few embryonic stem cells can give rise to the 30x10*? cells of the adult human body (Sender et
al., 2016) while maintaining their genome integrity. As a consequence, much effort has been dedicated to
the isolation and in vitro culture of these cells in physiological conditions.

Historically, the first stem cell lines were established by micro-dissecting embryos and manual passaging
as two-dimensional (2D) adherent epithelial colonies on a layer of feeder cells (Evans & Kaufman, 1981;
Martin, 1981; Thomson, 1998). Cell proliferation and pluripotency maintenance were thus achieved in
vitro. The need for an embryonic source was then alleviated with the discovery that differentiated cells
could be reprogrammed into induced pluripotent stem cells (iPSC) (Takahashi et al., 2007). This
breakthrough led to pioneer works in developmental cell biology and catalyzed the development of cell
therapy applications. Even though a lot of work has been devoted to the development of media and
substrate compatible with clinical use, topology of hiPSCs cultures has not been gathering the same
attention. Nevertheless, 2D in vitro cultures suffer high mortality rates, spontaneous differentiation and
genetic drift (Adil & Schaffer, 2017). An estimated 40-fold increase in the number of mutations compared
to in vivo conditions (Kuijk et al., 2018) often results in rejection of clinical batches due to safety concerns
(Garber, 2015; Yamanaka, 2020). In addition, 2D culture systems have limited “scale-out” possibilities: for
example, generating 1 trillion pluripotent stem cells, would require almost 1000 m? of plastic dishes and
countless handmade passaging (Adil & Schaffer, 2017). The non-scalability and the inability to conserve
high quality cells remain the main limitations of 2D culture systems for clinical applications (Yamanaka,
2020).

More recently, 3D hPSCs cultures have been developed to model developmental processes. After seeding
stem cells in bulk extracellular matrix (ECM) (Shahbazi et al., 2017; Taniguchi et al., 2015a) or using
microfluidic chips (Zheng et al., 2019), cell clusters self-organize into a monolayered epithelium
recapitulating numerous features of an epiblast that generates in vivo all tissues in an amniote embryo
through gastrulation. Even though these elegant approaches allowed to gain much insight into
morphogenesis mechanisms (Shahbazi, 2020b), they are not designed for the production of hPSCs per se.

From a bioproduction perspective, significant advances have been achieved by developing 3D suspension
cultures and bioreactors. Whether hPSCs are grown as floating aggregates or adherent at the surface of
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microcarriers, those systems provide increased surface-to-volume ratio and scale-up potentialities.
Additionally, the use of stirred-tank bioreactors (STBR) allowed better control of the culture parameters
without direct human intervention. Indeed, stirring-mediated mechanical agitation avoids sedimentation
of the aggregates or microcarriers onto the bottom of the culture vessel and heterogeneities in the culture
medium compositions. Nonetheless, one intrinsic drawback of agitation is that hydrodynamic shear
induces cellular damages (Kinney et al., 2011). This effect is all the more dramatic as the vessel increases
in size: the larger the volume of the bioreactor is, the more power per unit of volume needs to be injected
for effective homogenization. Even though expansion rates with hPSC aggregates are regularly increased
and could reach up to 70-fold within 7 days (Borys et al., 2020; Manstein et al., 2021), the ability of scaling
up the volume of the production is still restricted. Typically, this mechanical upper limit makes it difficult
to reach batches larger than 1 liter or equivalently few billion cells. Finally, the current bottleneck for
industrial scalability is the difficulty to fulfill simultaneously high amplification rate, volume and
physiological quality.

In this work, by bridging the gap between two distinct communities, namely developmental biology and
stem cells bioprocessing, we show that recapitulation of hPSC niche-like micro-environments allows to
optimize the suspension culture of hPSC in STBRs. More precisely, we propose a system that utilizes a high
throughput microfluidic encapsulation technology compatible with suspension culture of stem cells in a
bioreactor and amenable to the production of large volume batches without any degradation of cell
survival in contrast with 2D colony-based systems for instance. Briefly, iPSCs are encapsulated in alginate
hollow microcapsules internally coated with ECM components at low cell seeding concentration. We
assess the maintenance of stemness and pluripotency upon 3D culture in suspension. We then
characterize the cell growth inside the capsules before showing that upscaling to 10 liter stirred-tank
bioreactor allows to reach unrivalled amplification factors. Altogether, the C-STEM technology overcomes
the scale-up bottleneck faced in cell therapy bioproduction. We discuss that the origins of this
performance could be related to unprecedented cell viability of 3D lumenized colonies within these
capsules.
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¢ HIGH-THROUGHPUT MICROFLUIDIC ENCAPSULATION OF hIPSCS

Using a microfluidic technique to generate hollow hydrogel spheres (Fig. 1A, Movie S1, and detailed
description in the Materials and Methods section) previously developed by us and others (Alessandri et
al., 2013; Alessandri, Feyeux, Gurchenkov, Delgado, Trushko, Krause, Vignjevi¢, Nassoy, Roux, et al., 2016;
Ma et al., 2013; Zhang et al., 2013) we encapsulated human induced pluripotent stem cells (hiPSC) in liquid
core capsules. Briefly, the working principle is the following: a three-layered cylindrical flow is generated
using a co-extrusion microfluidic device: the cell suspension is surrounded by an alginate solution. Both
solutions are separated by a sorbitol solution to prevent diffusion of calcium released from the cell
suspension towards the alginate solution. Upon exiting the microfluidic device at high flow rate (on the
order of 120 ml/h for all three solutions), the liquid jet is fragmented into small droplets due to the
Plateau-Rayleigh instability. By contrast with the dripping regime obtained at lower flow rate that gives
rise to droplets of size in the order of the capillary length (i.e. Y¥mm), the droplet radius is here dictated by
the extruder’s nozzle size (~200 microns diameter) (Tomotika, 1935). This reduced size, which is below
the distance over which oxygen and nutrients supply is limited within a tissue, allows to avoid the
formation of a necrotic core (Freyei & Sutherland, 1986). Once they fall in a calcium bath, the alginate
solution droplets undergo gelation and trap the cell suspension in their interior. Our routine protocol
produces capsules at a rate of about 3 kHz (Fig. S1), meaning that a 30 seconds operation generates
100,000 capsules. Morphological analysis shows that capsules are monodisperse in size with mean
external radius R = 205 um+39 um. and that their shape is close to spherical, with a circularity parameter
C=0.84 +0.04 (Fig. 1B).

In order to provide a niche-like environment to hiPSCs, Matrigel, an ECM mixture, is co-injected with the
cell suspension (Alessandri et al., 2013). Empirically, we found that a minimal volume fraction of 25% was
required to form a continuous matrix layer anchored to the inner wall of the capsule, with the excess (if
any) being found as floating gel pieces inside the capsule (Alessandri, Feyeux, Gurchenkov, Delgado,
Trushko, Krause, Vignjevi¢, Nassoy, Roux, et al., 2016). Most of the experiments reported in these works
were performed with 50% of Matrigel in volume fraction. The granularity seen in the core of the capsule
(Fig. 1E) thus corresponds to small floating aggregates of ECM. Most encapsulations reported hereafter
were performed with a density of 0.4x10° cells/ml in the cell/matrix suspension, unless otherwise stated,
and led to a mean number of cells per capsule right after encapsulation (day 0) of ~2.5 (Fig. 1C), meaning
that ~10% of the capsules are empty, consistently with a Poisson distribution. After 6 to7 days of culture,
practically defined as the harvest time under these seeding conditions, 3D colonies of hiPSCs were
observed, suggesting, not only that hiPSCs survive, but also that they could proliferate (Fig. 1D). Higher
magnification reveals the presence of a lumen (Fig. 1E).
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FIGURE 1. ENCAPSULATION OF HUMAN PLURIPOTENT STEM CELLS (HPSCS) AND SUSPENSION
CULTURE OF 3D LUMENIZED COLONIES (A) Working principle of the microfluidic encapsulation
technique. Co-extrusion of three co-axial flows generates composite cell-and extracellular matrix
(ECM)-laden droplets. The outer layer composed of alginate solution undergoes gelation upon contact
with a calcium bath. Cells are entrapped in the core-shell capsules and ECM condensates onto the
internal wall to form a niche-like environment. (B) Morphometric analysis of the capsules. Graph of
capsule circularity as a function of capsule radius for a representative batch of capsules (n=125). (C-D)
Phase contrast micrographs of the encapsulated hPSCs after seeding at day 0 (C) and before harvest at
day 7 (D) of the suspension culture course. Scale bar is 200um. (E) Magnified phase contrast image
showing the hollow alginate capsule revealing the cyst architecture of the encapsulated hPSC colony.
Scale bar=100 um.
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e CULTURE, EXPANSION AND STEMNESS OF ENCAPSULATED 3D HIPSC COLONIES

Using phase contrast imaging, we observed in more details the growth kinetics of these 3D hiPSC colonies.
First, hiPSCs form a small cluster (typically during the first 24h) before self-organizing in a cyst structure
around a central lumen (Fig. 2A, Movie S2 & S3). Then, the 3D hiPSC colonies grow within the capsules
while keeping the same spherical shape. In the early stages, the cells within the monolayer of the cyst
have a cuboid cell shape of about 10 um side (Fig. 2B left, ~5 days post-encapsulation). Before harvesting,
as seen in the confocal image of a representative 7 day-old hiPSC 3D colony immunostained for actin and
nucleus, cells exhibit an elongated morphology perpendicular to the surface of the cyst. Yet, the cyst
remains monolayered suggesting a transition towards a pseudostratified columnar epithelium with most
nuclei being located on the basal side opposing the lumen. In this stage, the cysts are characterized by a
thickness of about ~40 um (Fig. 2B right) and a radius of about ~100 um Fig. S2, day 7). Note that later
stages are ignored. Indeed, if cells are not harvested, cysts become confined by the capsules and further
grow inwards leading to a progressive loss of the lumen (Movie S4) and eventually the appearance of
“fractures” (Fig S2 ).

The maintenance of the stemness of the encapsulated 3D hiPSC colonies was then checked. The
expression of key self-renewal markers such as OCT4 and SOX2 was first assessed after capsule
dissolution, fixation and staining. The alginate shell was dissolved by adapting the protocol of (29): we
performed a short rinse of ReLeSR, which serves here as a calcium chelator that gently dissolves the
alginate gel. Fixation and immunostaining were carried out following standard protocols (see Materials
and Methods section) while preserving the 3D architecture. Image analysis of representative confocal
images of individual cysts (Fig. 2C (top row) and Fig. S2) allows to derive that the percentage of cells
positive for OCT4 and SOX2 is 97% (Fig. 2D top row). To further assess the consistency of stemness
phenotype, we applied the approach pursued in a different context for epiblast-stage hPSCs spheroids by
Freedman et al. (Freedman et al., 2015). “Naked” hiPSCs cysts were dissociated and replated into 2D
cultures (Fig. 2C). We observed that 2D colonies are readily formed and stemness markers are detected
(Fig. 2C-D, bottom row) with a percentage of OCT4 ansd SOX2 positive cells larger than 98%.

Following this characterization at the scale of individual capsules, we sought to assess the potential
variability between capsules and between hiPSC lines. We thus dissociated the bulk suspension cultures,
extended staining to OCT4, SOX2 and NANOG and performed flow cytometry (Fig. 2E-F). For 4 different
cell lines (see Materials and Methods section) by pooling all experiments (n = 42) of each hiPSC line, we
found that the mean percentage of positive cells is 93% OCT4, 98% SOX2 and 92% NANOG (Fig. 2F). This
finding is in good agreement with the above-described findings at the single 3D colony level, suggesting
an overall homogeneity of the stem cell culture.

Note that, if capsules culture was prolonged beyond 7 days, despite drastic changes of topology from cyst
to aggregate (Fig. S2 C-E and Movie S4), the stemness of the hiPSCs was not affected, as revealed by OCT4
and SOX2 staining before and after lumen collapse (Fig. S2 B-C), suggesting that harvest timing is not
critically stringent with respect to the stemness maintenance.
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FIGURE 2. MORPHOLOGY, GROWTH AND STEMNESS OF IN CAPSULO SELF-ASSEMBLED 3D HPSC
COLONIES (A) Snapshots of phase-contrast microscopy images showing the growth of an 3D hPSC colony. The time
interval between successive images is 12h. The scale bar is 50um. (B) Confocal image of the equatorial plane of a
hPSC colony grown in a capsule at day 5 (left) and day 7 (right)cytoskeletal actin is stained in purple (Phalloidin) and
nuclei in blue (Hoechst). Scale bar=50um. (C) Left: Cartoon explaining how 3D hPSC colonies are dissociated and
replated to form 2D colonies. Right: Immunostaining of a representative encapsulated 3D colony (upper panel, scale
bar=50um) and a 2D colony obtained after replating (lower panel, scale bar=100um): OCT4 (green) SOX2 (red) and
Merge (OCT4/SOX2). (D) Percentage of cells positive for markers of stemness among 4 representative colonies co-
stained for OCT4 and SOX2 in 3D capsules (upper panel) and in 2D (lower panel). Number of counted nuclei: n = 1159
for 3D and n=671 for 2D cells, see also Fig. S3). Error bars show the standard deviation of the mean. (E) Flow
cytometry dot-plots for stemness markers (OCT4 and NANOG) of a batch of 3D hPSC colonies after 7 days of culture
(T-Flask). (F) Histograms showing the percentage of OCT4, SOX2 and NANOG positive cells in 3D hPSC colonies
(culture in T-Flask) analyzed by flow cytometry at 7 days post encapsulation for 4 iPS cell lines (with n>=3
independent biological replicates per cell line, n=42 total number of experiments). Error bars represent the standard
error of the mean.

e  PLURIPOTENCY AND GENOMIC INTEGRITY OF ENCAPSULATED 3D HIPSC COLONIES

While OCT4, SOX2 and NANOG are often considred as pluripotency markers, they actually are stemness
markers. To assess more thoroughly the pluripotency and validate the quality of hPSCs upon 3D culture
in their ability to differentiate as bona fide pluripotent stem cells, the most commonly used assay is the
trilineage differentiation assay (Sheridan et al., 2012), in which stochastic differentiation is induced.
Following a standard protocol (Quelennec et al., 2020) (see Materials and Methods section), decapsulated
and dissociated hiPSC (from the three available cell lines) were driven towards early differentiation, as
shown by the stainings for specific markers of the 3 germ layers: namely b3-tubulin (TUJI) for ectoderm,
smooth muscle actin (a-SMA) for mesoderm and a-fetoprotein (AFP) for endoderm (Fig. 3A). Even though
the expression level may differ from one cell line to another, all stainings are positive and clearly reveal a
differenciation into the three germ layers.

To further quantify the differentiation potential after 3D culture within capsules, we used gPCR
Scorecard™ assay to evaluate the transcription profile of the cells obtained in the trilineage assay (Fig.
3B). The set of 94 previously validated qPCR markers of self-renewal, ectoderm, mesendoderm,
mesoderm and endoderm (Bock et al., 2011; Tsankov et al., 2015) was used to compare standard 2D
culture and 3D culture-in-capsules. Fig. 3B shows that, for a given marker and a given cell line, there is a
striking similarity between the transcription signatures in 2D and 3D culture conditions, indicating that
pluripotency assessed as the in vitro differentiation capability of hiPSC clonies is definitely not altered in
our encapsulated 3D colonies. A pooled analysis by germ layer (Fig. S4) confirms similar differentiation
profile between 2D and 3D stem cells.

Finally, to control genomic integrity of the 3D colonies, we performed high resolution SNP (single
nucleotide polymorphism) arrays before and after amplification within the capsules (Fig. 3C and Fig. S5)
(Assou et al.,, 2018). Comparative SNP analysis showed the absence of aneuploidies, deletions or
duplications, as evidenced by the superimposable karyotypes. The high degree of SNP concordance
(>99.8% for all hiPSC lines) before and after encapsulation confirms cell line identity (Fig. 3D).
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FIGURE 3. MAINTENANCE OF PLURIPOTENCY AND GENOMIC INTEGRITY IN 3D HPSC COLONIES

(A) Microscopy images of immunohistochemistry-based trilineage assay of 3 iPSC lines with 4 stainings: TUJ1 (White,
early ectoderm), a-SMA (green, early mesoderm), AFP (Red, early endoderm), Dapi (Blue). (B) Scorecard™
differentiation assay comparing 3 iPS cell lines expanded in 2D and 3D encapsulated hPSC colonies. (C) Comparison
of high-resolution SNP arrays before and after one-week of encapsulation for iPS013 cell line : Zoom on chromosome
20 for pre-encapsulation (red) and post-encapsulation (green). The merge (yellow) is shown to highlight the absence
of duplications and deletions. (D) Quantitative analysis yielding genotype SNP concordance before and after one-
week of amplification as encapsulated 3D colonies for 3 cell lines .
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e COMPARATIVE GROWTH OF 3D HIPSC COLONIES AT THE SCALE OF A SINGLE CAPSULE, IN A
STATIC SUSPENSION AND IN BIOREACTORS

To evaluate whether the strategy to produce 3D colonies in ECM-coated capsules impacts the growth and
expansion rates of hiPSC, we performed a series of sytematic experiments to probe the cell growth
kinetics. The standard 2D cell cultures were taken as a control. Since the amplification factor is defined as
AF=N(to+Dt)/N(to), where N(to) and N(to+Dt) are the cell numbers at the initial time to and to+Dt
respectively, direct cell counting at day 6 after passaging give a mean AF;p(t=6 days)~13. Since, by
definition, AF(Dt)=2P""°T with PDT the cell population doubling time, by pooling amplification factors at
different harvesting time, we obtain a mean PDT2p=34h 15 hours for iPS C line, which falls within the range
of data reported in the literature (Adil & Schaffer, 2017; Ludwig et al., 2006; Takahashi et al., 2007).

Then, in order to characterize the growth of individual encapsulated 3D hiPSC colonies, we cultured them
in 35 mm petri dishes (typically as few as 10 capsules in a volume of medium ~5ml, permitting to conserve
the same medium for the whole course of the experiment without any risk of nutrient depletion and
acidification). We performed time-lapse phase contrast imaging over a one-week period. We assume that
cell volume remains constant, which allows us to derive AFpsuie(Dt)= V(to+Dt)/V(to) by measuring the

volume of the cyst V(t) from image analysis:V (t) :%(Rgut - Ri::’]), where Ri, and Rou: are the average

internal and external radii of the cyst (see notations on Fig. 4A). Figure 4B shows the evolution of AFcapsule

as a function of time for individual encapsulated 3D colonies. One immediately observes that AFpsuie(t=7

In2.At

days)= 212. Additionally, since AF increases exponentially as AF(At) = exp ( ) , one finds

PDTcapsule
PDTcupsule= 22+1 hours.

With the perspective of scaling up the production of hiPSCs, we also investigated how the growth of
encapsulated 3D hiPSC colonies was impacted when cultured in conditions of i) static bulk suspension in
standard T-Flasks (Fig. 4B) and ii) stirred suspension in a benchtop bioreactor (Fig. 4C). STBRs are the most
common bioreactors used to culture biological agents for biotechnological applications. Besides ther
capacity to monitor and adjust the pH and oxygen partial pressure and to refresh the medium, the
mechanical agitation provided by the impellers allows better fluid mixing and oxygen transfer ability as
compared to static suspension (Kropp et al., 2017). However, the drawback may also be that the shear
stess induced by the impellers was shown to cause deleterious effects such as cell death or decrease in
cell growth in aggregate- or microcarrier-based cultures (Croughan et al., 1988; Hewitt et al., 2011).
Practically, we loaded capsules from a same batch in T-flasks and in a STBR at the same initial density. The
bioreactor impeller rotational speed was set to 150 rpm, which is sufficient to maintain medium
homogeneity and avoid capsule sedimentation. We could not detect any change in the shape of the
capsules and 3D colonies under these stirring conditions. Then, after dissolution of the alginate shell and
dissociation of the cysts, we counted the stem cells in both static and stirred culture conditions to derive
the amplification factors AF in time. We found AFpas(7 days)= 109 6 and AFpioreactor(7 days)= 104 + 18 (Fig.
4D). From the values of the characteristic times for the exponential variation of AF, we could calculate,
as explained above, PDTqs= 25+ 6h and PDTsrzr=25%3 h (Fig. 4E). Three remarks can be made. First, these
PDT values are significantly lower than the ones derived from 2D cultures, indicating again than the
expansion is greatly improved in 3D, as evidenced by the low number of dead cells in capsules (Fig. 4F) as
compared with 2D colonies (Fig. S6). Second, the AF values are about twice as low as the one derived from
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the masurements at the single capsule level. Third, the absence of statistical difference between the two
culture systems suggests that, while the impeler-induced shear stress does not affect cell viability, stirred
suspension culture in a benchtop bioreactor with expected better homogenization does not enhance the
expansion under the experimental conditions selected here.

Additionally, we performed flow cytometry analysis and found that more than 92% of the cells are positive
for SOX2, NANOG and OCT4. Stemness thus remains high and similar between static and stirred cultures
(Fig. S7), indicating that, by contrast with previous reports (Kehoe et al., 2010), shear stress does not
trigger the differentiation of hiPSC colonies grown in hollow capsules. Finally, in order to confirm that the
amplification factors reported above are not hiPSC line specific, we carried out the same series of
experiments for the other 3 cell lines in static culture (Fig. 4E). Not only are the differences between cell
lines not significant, but their PDT in 3D is also found very close to the value derived for the commercial
hiPSC line that we have extensively investigated in this section, i.e. PDTgqsk= 27+ 2 h by averaging over all
3 cell lines.

FIGURE 4. AMPLIFICATION OF 3D HIPSC COLONIES AT THE SCALE OF A SINGLE CAPSULE, IN A STATIC
SUSPENSION AND IN BIOREACTORS (A) Micrograph of a 3D hPSC colony in a capsule and notations used in the
next for the internal and external radii of the cyst. (B) Static suspension culture of encapsulated 3D hPSCs. Insert :
Phase contrast image showing 3D hiPSCs colonies in capsules. Scale bar is 1000 um. (C) Stirred suspension culture of
encapsulated 3D hPSCs in a 500 ml benchtop STBR. Insert : Picture of the flowing capsules in the bioreactor. Scale
bar is 4 mm. (D) Amplification factor as a function of time for single capsules (orange, n=6), static culture (blue, n=2),
stirred culture in a benchtop (volume 500ml) bioreactor (green, n=2), and conventional 2D cultures (grey). Last points
in the graph correspond to the harvest time. (E) Population doubling time of encapsulated hPSC colonies in single
capsules (S-CAP, orange), in a flask (FLASK, blue, n=42) and a benchtop bioreactor (STBR, green, n=2) and in standard
2D cultures (2D, grey). Error bars represent the standard error of the mean. (F) Fluorescence microscopy image of 4
representative encapsulated 3D hPSC colonies stained with Live/dead (green/red)). Scale bar is 100 um. All data
shown here were obtained with iPS C line, except panel 4D that collects data for the 4 available cell lines.
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e  OPTIMIZED CULTURE CONDITIONS: IMPACT OF CAPSULE SIZE AND OXYGEN TENSION

As shown above, the static or stirred batch cultures of hiPSC colonies in capsules yielded amplification at
day 7 about twice as low as the one measured at the single capsule level. Although this difference only
corresponds to a 3h difference in PDT, we sought to address this issue and find out solutions to further
improve the amplification of hiPSC in batch for large-scale production. We investigated the impact of two
possible parameters.

First, we tested whether hiPSC amplification depends on the cell seeding density. The most obvious way
would be to increase the volume fraction of cells in the core solution loaded to the microfluidic injector.
However, this would lead to earlier and more frequent harvesting. Instead, we pursued a different
strategy. We kept the cell density constant but increased the size of the capsules by changing the size of
the nozzle (Alessandri et al., 2013). Doing so, for a given volume of the encapsulation cell suspension, the
number of produced capsules is indeed reduced by (Rbig/Rsman)’ but the mean number of cells per capsule,
|, is increased by the same fold. In the context of sparse distribution, Poisson statistics applies and the
generation of 300 um in radius capsules instead of 200 um leads to an increase in | by about 3 fold. The
immediate consequence is that the probability to have capsules containing no cell is decreased from about
8% to negligible (~0.03%). But, more importantly, the probability to have capsules with only one cell that
may die or exhibit some lag phase before proliferation goes from 20% to 0.3%. High occurrence of capsules
loaded with only one cell is expected to lower the effective amplification factor and thus to increase the
doubling time of the cell population. Fig. 5A shows representative phase contrast images of 300 um in
radius capsules filled with hPSC colonies. Noteworthily, most capsules contain several cysts, suggesting
that cyst growth was nucleated from several cell aggregates. More quantitatively, after monitoring the
growth kinetics in benchtop STBR, derivation of the time constant reveals shorter doubling time in big
capsules: PDTyig =22h+1h < PDTmai=25h+1h (Fig. 5B).

Second, we pursued along our physiomimetic approach. Among all factors that make a stem cell niche,
we have already recapitulated interactions with the ECM. However, untill now, we have omitted to
consider oxygen tension, which is known to be naturally low in developping embryos (Simon & Keith,
2008). This low level of oxygen was further shown to be key to reduce mutation rates and epigenetic
alterations (Okazaki & Maltepe, 2006; Thompson et al., 2020) as well as to improve the expansion rate
(Abecasis et al., 2017) while reducing the probability of unwanted differentiation (Ezashi et al., 2005). We
thus performed the same culture experiments in big capsules (300 um radius) by decreasing the dissolved

oxygen level (DO) from 100% to 20%. (see Materials and Methods section). Under these hypoxic
Thypoxia _

big -
20.4h (Fig. 5B), i.e, slightly but significantly shorter than in normoxic conditions. Remarkably, this value is
better than the one found at the single capsule level in normoxia, suggesting that the optimization of
capsule size and oxygen tension allowed to upscale the production of hPSCs in a bench-scale bioreactor

without any degradation of the expansion efficiency.

conditions, the population doubling time derived from the growth kinetics was found to be PD

In order to assess whether this protocol is not only theoretically scalable but can be truly upscaled to an
industrial level, we carried out a final experiment in duplicate in a 10 L STBR (Fig. 5C, S8 and Movie S5) by
keeping all other parameters constant. Figure 5D shows the the expansion-fold as a function of time. The
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two curves from these two independent experiments are superimposable and we found AFio star(6.5
days)=277, corresponding to a doubling time PDTio; st82=19.6 h.
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FIGURE 5. IMPACT OF CAPSULE SIZE AND OXYGEN TENSION ON HPSC AMPLIFICATION AND SCALABILITY
IN STIRRED TANK BIOREACTORS (A) Phase contrast image showing 3D hiPSCs colonies in capsules referred to as
“big” in the main text (with an average radius of 300um). Scale bar = 500um. (B) Population doubling time of
encapsulated 3D hiPSCs colonies cultivated in benchtop bioreactors by varying the size of the capsules and the
oxygen tension conditions (normoxic versus hypoxic). Mean and standard deviation (* p<0,001 and ** p <0,01). (C)
Picture of a 10 liter industrial stirred tank bioreactor used to test the scalability of the stem cell capsule culture
system. (D) Graph of amplification factor of hiPSCs grown in 10 liter bioreactors over a week, in ‘Big capsules’ and
hypoxic conditions; Data were obtained from 2 independent batchs and from 2 independent encapsulations. Light
green band shows the 95% confidence interval of the fitting curve.
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These data were obtained without passaging. In order to assess the robustness of the approach for a seed
train of passaging and demonstrate that the technology can be integrated into a classical cell therapy
production, we performed serial passaging. At harvest after about 7 days, the capsules were dissolved,
the 3D colonies were dissociated and cells re-encapsulated following the same protocol (Fig. 6). We found
that expansion-fold and stemness were preserved over two consecutive encapsulations within 14 days
(Fig. S9).
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FIGURE 6. C-STEM PIPELINE: ENCAPSULATION AND SCALE-INDEPENDENT CULTURE OF ENCAPSULATED
3D HPSC COLONIES IN BIOREACTORS. After encapsulation using the microfluidic extrusion technique (left panel),
hPSC in matrix-laden capsules are transferred to suspension culture in a bioreactor (middle panel). Under controlled
conditions provided by the bioreactor, hPSC cells self-organize into cysts which are protected by the capsules. These
growing 3D colonies are harvested and dissociated after capsule dissolution. Subsequent cell suspension may then
serve for another encapsulation and expansion.
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DISCUSSION

In this work, we have developed an in vitro culture system for hiPSCs, that we named C-STEM (Fig. 6) and
combines the benefits of biomimetic 3D culture and scalable bioreactor-based production. By contrast
with other approaches using scaffold embedding in bulk matrix (Lei & Schaffer, 2013a) or hydrogel beads
(Serra et al., 2011; Swioklo et al., 2017), our hollow capsules allow in-situ engineering of stem cell niche-
like microenvironment. With biological and topological cues driving 3D self-organization of hiPSCs
colonies that are reminiscent of epiblasts (Shahbazi & Zernicka-Goetz, 2018b). While cell-cell interactions
are not impaired due to the absence of enwrapping scaffold, the presence of the shell also provides
mechanical protection against impeller damage and turbulence-induced so-called Kolmogorov eddies
during stirring (Ponnuru et al., 2014). Besides exploiting both the biomimetic and protective properties of
the developed C-STEM platform, we have finally refined the culture conditions by optimizing the initial
mean number of cells per capsule and the oxygen tension. Combination of all these critical factors allowed
us to upscale the production of hPSCs and demonstrate that the amplification efficiency is scale-
independent. In particular, we could reach 282-fold amplification in 6.5 days in a 10 L stirred-tank
bioreactor.

To the best of our knowledge, this level of both amplification and scalability is unmatched in the field (Adil
& Schaffer, 2017; Polanco et al., 2020). This technical and quantitative tour de force is actually related to
the higher cell viability obtained in our hollow capsules as compared with 2D cultures or other 3D
suspension cultures. Since the amplification factor AF(t) of a culture system is given by AF (t) = 2t/PPT,
where PDT is the population doubling time and accounts both for cell division and cell death, we may
rewrite itas AF (t) = 20—kt \where k, and k. are respectively the division and death rate of cells. Thus,
the upper theoretical limit for AF is obtained for k=0 (i.e. infinite death time), which then yields a minimal
PDTin value, equal to k.. Quite surprisingly, the measurement of k. or the duration of the cell cycle t.=1/k.
of hiPSC has been overlooked in the literature. The sole report we are aware of arises from a recent work
in which cell cycle kinetics was tracked using a rainbow reporter in primed pluripotent stem cells (El-
Nachef et al., 2020). The obtained cell cycle duration was found to be t.~14 h. While the question of
“gemellarity” between embryonic stem cells (ESC) and hiPSC is still under debate (Narsinh et al., 2011),
this value is also consistent with previous estimates of t.=11-16-h for the cell cycle duration in human and
mammalian ESC (L. Liu et al., 2019; Orford & Scadden, 2008; Padgett & Santos, 2020). By assuming that
the duration of the cell cycle in the 3D cyst topology is identical to the value obtained in 2D cultures with
AF(t=6.5 days)=282 corresponding to PDT=19h, we find that the doubling time of the encapsulated hiPSC
colonies is only 5ht2h longer than the intrinsic cell cycle duration. The difference corresponds to a death
rate k=1/53h. By comparison, in the seminal Yamanaka’s paper (14), doubling times in 2D hiPSC colonies

of about 45 h indicate that k.=1/20ht. More meaningful than the death rate k, the fraction of dead cells
k_t

can be roughly estimated as ¢geqq = 2 —=2.6% at t=6.5 days, while cell counting gives 1.30% in
2PDT

bioreactors and 1.97% in flasks (Fig.S6). In 2D cultures, we measured a fraction of dead cells of the order
of 12% at harvest, even though this value under-estimates the cumulated mortality which is drastically
impacted by cell passaging and confluency (Q. Li et al., 2018). Further expansion improvement is
theoretically within reach by vanishing the cell death rate. Taking again t.~14 h for the cell cycle length of
hiPSC, the glass ceiling is calculated to be AFnu«u(t=6.5 d)~2200. However, the value of t.~14 h cannot be
taken as granted. For instance, a cell density-dependence on the proliferation rate has been reported.
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Indeed, hPSC exhibit a decelerated proliferation due to a prolonged G1 phase as cell density increases (J.
Wu, Fan, et al., 2015). Similarly, smaller expansion folds were observed when the inoculation density
either as single cells or pre-clusters in a synthetic hydrogel exceeds 10° cells/mL (Lei & Schaffer, 2013a).
We may then anticipate that the actual average cell cycle duration could be longer than the one reported
above upon single-cell lineage tracking in small colonies of hPSCs. As a consequence, even though future
work should aim at a rigorous in situ measurement of the division rate within the encapsulated hiPSC
cysts, we cannot exclude that the unprecedented hiPSC expansion rates reported in this work are
approaching the glass ceiling.

Among other specificities of the C-STEM technology, we mentioned the protective role of the alginate
shell and the scale-independence of the culture conditions. By contrast with other suspension cultures
that need to design specific low-shear impellers (e.g. the vertical-wheel bioreactor, (Borys et al., 2021;
Nogueira et al., 2019), or to add shear-dampener polymers (e.g. pluronics, (Manstein et al., 2021)) in order
to avoid stirring-induced cell damages, our capsules permit the use of standard industrial scale
bioreactors.

However, all the benefits cannot be assigned to this sole shielding effect. Indeed, previous works had
already proposed to embed either hESC aggregates or microcarriers within hydrogel beads (which are
referred to as capsules in these original works) (Serra et al., 2011) to improve cell viability. Nonetheless,
expansion rates were not reported to be larger than 10 in 19 days. Similarly, two recent works describe
stem cells encapsulation in hollow capsules (Fattahi et al., 2021; Horiguchi & Sakai, 2015). However, the
absence of ECM leads to the formation of aggregates and a modest amplification (estimated to 70-fold in
8 days from the size of the encapsulated spheroids). We thus propose that the significant amplification
increase obtained with the C-STEM technology mostly originates from the stem cell niche-like
environment that is engineered within each capsule and that drives hiPSC multicellular organization into
cysts.

Interestingly, numerous studies have recently proposed biomimetic controllable environments that can
be used to develop hPSC-based embryo models and more specifically epiblast models (Resto Irizarry et
al., 2020; Shahbazi, 2020b; Vianello & Lutolf, 2019). In all cases, these 3D stem cell niche mimics drive
PSCs self-organization, luminogenesis, and polarization into pseudo-stratified epithelia (Shahbazi et al.,
2017; Taniguchi et al., 2015a; Zheng et al., 2019). This cyst configuration, which seems to be key in
developmental processes, may be regarded as an optimized configuration for hPSC expansion with
minimal loss of viability (Zhu et al., 2020). First, it is well accepted that 2D hiPSC cultures exhibit intra-
colony heterogeneities in pluripotency marker genes (Hamidi et al., 2020c), viability (Barbaric et al., 2014)
and cell morphology (Wakao et al., 2012), which are very striking between the center and the edges of
the colonies. In this respect, the closed spherical symmetry of a cyst intrinsically suppresses the “center-
edge phenotype” and may result in more homogeneous cell population (Hashimoto & Sasaki, 2019).
Additionally, whereas cellular crowding or compaction are known to inhibit proliferation or even trigger
apoptosis via caspase-dependent mechanisms (Levayer et al., 2016) a cyst configuration is less prone to
stress building in bulk due to the presence of a lumen. Similarly, fast proliferation rate may contribute to
stress relaxation and reduce cell extrusion occurrence as observed in epithelia under compression (Fadul
& Rosenblatt, 2018; Hannezo & Heisenberg, 2019). Besides mechanical stress, chemical stresses are
known to increase the mutation rate (Halliwell et al., 2020; Thompson et al., 2020). The use of bioreactors
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with precise adjustment of physioxia, pH, lactate, glucose and nutriments supply is thus instrumental and
could be optimized beyond the present achievement.

Finally, relying on the observation that chromosome segregation fidelity is unambiguously higher in native
contexts of epithelia of primary cells (Knouse et al., 2018; McKinley et al., 2018), it also becomes tempting
to speculate that, beyond the gain in amplification it provides, the preserved histology of our in-vitro
epiblast-like colonies could also be beneficial to the maintenance of the genetic integrity (Singla et al.,
2020).

In summary, our work has shown that hollow alginate capsules with reconstituted niche-like
microenvironement can promote the formation and growth of 3D hPSC colonies and provide the
necessary protection for scaling up the production in stirred tank bioreactors. Self-organized encapsulated
epiblast-like colonies seem to be instrumental for optimal expansion by preserving stem cells physiological
properties. We have demonstrated that our biomimetic stem cell platform C-STEM can deliver
unprecedented scalability and we anticipate that cell quality is preserved on the basis of extremely high
viability, which is taken as a primary signature of cell fitness. Future works should focus on assessing the
hPSCs quality in in vivo-like culture systems, since the emergence of mutations during culture may be the
last limitation to overcome for cell therapy bioproduction.
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Fig. S1. Optical measurement of the capsule production rate.

(A) Sketch of the experimental setup. The capsules exiting the nozzle are illuminated with a LED backlight
(PHLOX 200mx200mm) and imaged using a high-speed camera (HSC Phantom VEOQ1310L) at a frame rate
of 10,000 fps and a spatial resolution is 30px/mm. (B) Snapshot showing a typical shadow image of the
capsule spray. Scale bar is Imm. The algorithm increments the account of counts capsules every time one
of them crosses the detection line (dashed-white in (b)), and stores the time of the event. Details of the
detection algorithm are shown proposed in (c-e). (C) Space-time representation of the crossing events,
evidenced by stacking the intensity variations of the detection line over time. Each crossing event
corresponds to a black spot in the image. (D) Intensity threshold of (c). Elementary binary operations are
performed to ensure that each crossing event corresponds to a single white spot. (E) Particle analysis
(using ImagelJ plugin). Each white spot is counted independently, and its coordinates are stored by the
algorithm, providing details on the time and location of the crossing event. (F) Example of typical
production curves for three different spraying nozzles (chips A, B and C). The corresponding production
rates are included in the legend. The values are usually estimated with longer datasets (recordings >500
ms).
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Fig. S2. Phenotype of encapsulated 3D hPSC colonies

(A) Graph of hPSC cyst radius as a function of time. Radii were measured by monitoring n=25, 47, 52, 61
capsules at days 4, 5, 6 and 7 respectively. (B) 3D hPSC colony co-stained for stemness markers NANOG
(cyan) and OCT4 (green) and with Hoechst (blue). Projection of maxima (upper panel) and equatorial plane
(lower panel) of confocal images. Scale bar is 50um. (C) Confocal equatorial plane of a fully confluent hPSC
capsule (t=10 days post-encapsulation) co-stained for OCT4 (green), SOX2 (red), and nuclei (Hoechst, blue)
and showing that the lumen has collapsed. Scale bar is 100um. (D) Sequence of phase-contrast microscopy
images showing luminogenesis, growth and collapse of an encapsulated epiblast-like colony. The time
interval between successive images is 18h. Scale bar=100um. (E) Confocal equatorial plane of a collapsed
3D hPSC colony co-stained for F-actin (Phalloidin, magenta) and nuclei (Hoechst, blue), Scale bar=100um.
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A ocT4 SOX2 HOESCH B ocT4 SOX2 HOESCH

OCT4()=6  SOX2()=3 MERGE(-)=5  TOTAL =109 OCT4(-)=6  SOX2(-)=7 MERGE(-)=6 TOTAL = 108

D ocT4 HOESCH

C ocTt4 SOX2 HOESCH

OCT4(-)=6 SOX2(-) =7 MERGE(-) = 11 TOTAL =385 OCT4(-)=7 SOX2(-)=2 MERGE(-) =9 TOTAL = 557

Fig. S3. Stemness staining of encapsulated 3D hPSC colonies

Four different representative encapsulated hPSC colonies co-stained for OCT4 (green) SOX2 (red) and
nuclei (Hoechst, blue). The 2 colonies in the upper panels (A) and (B) are collected at day 5. The 2 colonies
in the lower panels (C) and (D) are collected at day7. White arrows and dots illustrate the quantification
method used to determine OCT4 (green) and SOX2 (red) co-staining and the percentage of positive cells
within the encapsulated cysts shown in Figure 2D of the main text. Scale bars are 50 um.
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Fig. S4. Scorecard quantitative comparison of gene expression profiles from trilineage differentiation
assays of 2D and 3D hPSC colonies

2D cultures and 3D in capsulo cultures of hPSC were assessed with trilineage differentiation assay and
scorecard gPCR panel. Three iPSC lines were differentiated and analyzed. Algorithm score generated by
the manufacturer confirm a consistent decreased of the self-renewal genes compared to the
undifferentiated reference. Up-regulation of the 3 germs layers means that both 2D and 3D stem cell
colonies can engage in differentiation. The grey box plot indicates the undifferentiated reference.
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Concordance of SNP Pre vs Post encapsulation
Number Informative Total
concordance  of match SNP SNP

iPS004 99,849% 304066 304527 305445
iPS005 99,991% 302217 302243 305445
iPS013 99,975% 300471 300546 305445
Fig. S5. Analysis of high-resolution SNP arrays before and after C-STEM amplification
(A) Qualitative analysis of high-resolution SNP arrays before and after one-week of encapsulation: pre-
encapsulation (left) and post-encapsulation (right). Absence of duplications and deletions for the 3 distinct
iPS cell lines (iPS004 top row, iPSO05 middle row, iPS013 lower row). (B)Table summarizing the SNP
concordance analysis.
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Fig. S6. Cell viability in 2D and encapsulated 3D hPSC cultures

Fluorescence microscopy image of a 2D stem cell colony stained for live (Calcein, green) and dead
(ethidium, red). Pictures were taken before daily media changes to avoid removal of free-floating cells.
Scale bar is 500 um. (B) Fluorescence microscopy image of live (green) & dead (red) staining of 3D hPSC
colonies at day 7 post encapsulation. Scale bar is 500 um. (C) Percentage of cell mortality at harvest for
2D culture and. encapsulated 3D hPSC colonies. Stem cells cultivated in 2D were harvested at day 4, 5 or
6 before reaching confluency. Stem cells cultivated for 6 to 7 days in capsules were harvested and
dissociated after capsule dissolution. Viability was assessed with Nucleo counter NC3000. The ‘count and
viability assay’ use the cell stain Acridine Orange for cell detection, and the nucleic acid stain DAPI for
detecting non-viable cells.
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Fig. S7. Encapsulated epiblast-like colonies resilience to hydrodynamic damages

From one encapsulation batch, 2 suspension cultures were seeded in parallel: capsules were cultivated
either in static suspension (flasks) or in constantly agitated suspension (500ml stirred tank bioreactor).
after 7 days of suspension culture, capsules were collected, dissolved; 3D stem cell colonies were
dissociated, fixed and stained for stem cell markers OCT4, SOX2 and NANOG. Fig. S7 shows flow cytometry
dot-plots of the two different culture conditions (static flask versus stirred suspension in a bioreactor)
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Target Oxygen Level
Max working volume
Min % Capsule Volume

Max Cells / ml of Capsules

Target Oxygen Level
Max working volume
Min % Capsule Volume

Max Cells / ml of Capsules

20% DO
10.2L
4,5-15%

33,92 m/ml

20% DO
9.7:L
39-14%

33.80 m/ml

hPSC seeded 56 millions
hPSC produced 15.2 billions
Amplification factor X271/ 6.59 days

Population Doubling Time 19.4 hours

Population Doubling Level 8.08
hPSC seeded 51 millions
hPSC produced 14.52 billions

Amplification factor x282/ 6.69 days
Population Doubling Time | 19.73 hours

Population Doubling Level 8.14

Viability at harvest
OCT4+ at harvest
SOX2+ at harvest

NANOG+ at harvest

Viability at harvest
OCT4+ at harvest
SOX2+ at harvest

NANOG+ at harvest

Fig. S8. Key parameters and results of C-STEM scale-up in 10 liter bioreactor
Encapsulation of hiPSCs and suspension culture was performed for 2 separated runs. Target oxygen level
of 20% Dissolved Oxygen is described as an hypoxic condition (conversely to bioreactors with 100%
dissolved oxygen level that are described as normoxic). A fed batch feeding strategy was applied resulting
in increasing working volume and decreasing capsule concentration. The cell density can be expressed in
millions of cells per milliliter of capsules. The volume of capsule harvested being measured in graduated
glass cylinder and reported to the cell quantity. Amplification factor (AF), and Population doubling time
(PDT) are defined following main text description. Population doubling level (PDL) is defined as PDL(Dt)=
In(AF) / In(2). Viability was assessed by nucleocounter NC-3000 (Chemometech). Decapsulated and
dissociated cells were fixed and stained for OCT4, SOX2 and NANOG and analyzed by flowcytometry, BD
Accuri C6 plus (Table S1).
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Fig. $9. Stemness maintenance assessment of hiPSCs through 2 consecutive encapsulations

After a first encapsulation of hPSCs and 7 days of suspension culture, capsules were collected and
dissolved, and 3D colonies were dissociated, resuspended and used for another round of
encapsulation/suspension culture. At day 7 and 14 cells were dissociated, fixed, and stained for the
stemness markers OCT4, SOX2, and NANOG. Individual histograms from flow cytometry show stable
phenotypes.
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MOVIE S1. Formation and collection of capsules in calcium bath.
Video taken with a high speed camera showing how the train of
droplets splays during the encapsulation process under electric field.
Acquisition was performed at a frame rate of 10.000 fps. Scale bar is
Imm.

MOVIE S2. 3D rendering of an equatorially sectioned 3D hPSC
colony.

The image shows nuclear localization of OCT4 (green) and phalloidin
(gray). The diameter of the cyst is 110 um.

MOVIE S3. Time-lapse of an encapsulated 3D hPSC colony : between
encapsulation and harvest

Phase contrast sequence (using Biostation Nikon IM) of a growing
hPSC colony inside a capsule. Video starts at day 1 after
encapsulation. Scale bar is 100 pm.

MOVIE S4. Time-lapse of an encapsulated 3D hPSC colony : between
encapsulation and lumen collapse.

Phase contrast sequence (using Biostation Nikon IM) of a growing

_ hPSC colony inside a capsule. Video starts at day 1 after

J encapsulation. prolonged until full collapse of the lumen. Scale bar is

£ 7 2 - 100 pm.
A X

MOVIE S5. Encapsulated 3D hPSCs colonies cultured in a 10 liter
stirred-tank bioreactor.

Video taken with a Digital Single-Lens Reflex camera shows the flow of
hPSC-laden capsules induced by the motion of the bioreactor’s
impeller.

Vidéos disponibles en ligne, BioRxiv DOI : https://doi.org/10.1101/2021.07.05.451086
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MATERIALS AND METHODS

Ethics statements

The generation, use and storage of hiPSCs were performed with approval from the “Comité de Protection
des Personnes” (CPP) lle de France (DC 2015-2595 and 2016-A00773-48).

Human pluripotent stem cell lines

Throughout the present work, we used 4 hiPSC lines. Among these, 3 hiPS cells, namely IMAGINiO04-A
(referred to as iPS004), IMAGINiIOO5-A (iPS005) and IMAGINiO13-A (iPS013) were derived from peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) according to the protocol described in (Quelennec et al., 2020). Briefly,
PBMCs were transduced using the CytoTune-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit (ThermoFisher Scientific)
following the manufacturer's instructions. After 2-3 weeks, colonies were manually picked and expanded
at least 10 passages. The 4™ hiPSC line is a commercial line from ThermoFisher: Gibco™ episomal hiPSC
line (A18945) generated using cord blood derived CD34+ progenitors with 7 episomally expressed factors
(Oct4, Sox2, KIf4, Myc, Nanog, Lin28, and SV40 T). This commercial cell line is referred to as iPS C. For the
sake of availability , in order to allow other groups to reproduce our findings, all experiments reported
here were performed with iPS C, except for those that are described in Figures 2F, 3A,B,D 4E and Figures
S4 S5, which were carried out to demonstrate that the findings were not cell line-dependent.

2D hiPSC culture

All hiPSC lines were maintained on Matrigel (Corning Ref. 354234) and cultured in mTeSR1 medium
(StemCell Technologies 85875). Cultures were fed daily, passaged with an enzyme-free reagent, ReleSR
(StemCell Technologies 05873) every 3-6 days (around 80% confluency) and replated as small clusters
(between 100 and 200 pum) at a density of about 5000-10000 cells/cm?. Cells were cultured at 37°Cin a
humidified atmosphere containing 5% CO2.

3D hiPSC Encapsulation

Prior to encapsulation, 2D stem cell colonies were detached using ReLeSR for 1 minute and dissociated
into a near single cell solution using Accutase (Stem Cell Thechnologies 07920). HiPSCs were then mixed
in a 50/50 volume ratio with Matrigel at 4°C to keep the suspension in a liquid state. The final
concentration of cells in the cell/matrix solution was thus between 0.4-1.0x10° viable cells/mL, referred
to as the encapsulation density. The encapsulation system is similar to the one described in (Alessandri,
Feyeux, Gurchenkov, Delgado, Trushko, Krause, Vignjevi¢, Nassoy, Roux, et al., 2016). In brief, ethylene
tetrafluoroethylene (ETFE,) tubings are connected to the three inlets of a 3D printed (using the DLP Micro
Plus Hi-Res printer from EnvisionTEC) microfluidic co-laminar flow device. An extruded and polished glass
microcapillary tip (of diameter ~100 um for most experiments reported in this work, at the exception of
those shown in Fig. 5A-B that were carried out with a nozzle diameter of 150 um) is glued to the outlet of
the nozzle for a better control of the flow. The cell/matrix suspension is loaded into the inner channel of
the 3-way device, which is kept refrigerated thanks to an in-line cooling system in order to prevent
premature gelation of Matrigel. A solution of sodium alginate (Novamatrix Pronova SLG100, 0,25 g
#4202101 at 2% in distilled water) is injected into the outer channel. To prevent alginate gelation within
the microfluidic device due to calcium release from the suspended cells, a calcium-free solution (Sorbitol
300mM, Sigma-Aldrich 85529) is used in the intermediate channel of the co-extrusion chip and serves as
a barrier against calcium diffusion. Typical flow rates for the 3 solutions were on the order of 120 ml/h for
all three channels: (alginate solution, the sorbitol solution and the cell+matrix suspension). At these rates,
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the composite solution forms a liquid jet that fragments into droplets (of about twice the size of the
nozzle) due to the spontaneous Rayleigh-Plateau instability. To avoid subsequent coalescence of the train
of droplet, an alginate charging part and a copper ring are connected to a high voltage (2000V) generator
are introduced. A high-speed camera (PHANTOM VEO 1310L) was used to visualize droplet formation and
splay (Fig. S1and Movie S1). When the composite droplets contact the collecting calcium bath (at 100mM),
the outer layer of alginate readily gelates. As a consequence, the inner cell/matrix solution remains
entrapped inside a closed, spherical and permeable micro-compartment. Within 1 min following
encapsulation, capsules are rinsed with medium (DMEM) to reduce the basal calcium concentration.
Finally, ther are transferred to suspension culture medium.

Re-encapsulation was performed by dissolution of alginate shells using short rReleSR rinse, followed by
cell dissociation using TrypLE (Trypsin-based, dissociation enzyme, ThermoFischer) for 20 minutes at 37°
. Then the obtained cells were processed following the classic encapsulation protocol.

3D stem cell suspension culture in static T-Flasks or bioreactors

Static suspension cultures of encapsulated hiPSC were carried out using T-Flasks (from 5 to 30 ml)
maintained in a cell culture incubator at 37°C and 5% CO,. The medium (mTeSR1) was supplemented with
10uM Y-27632 for ROCK inhibition only during the first 24 hours of culture. From culture day 3, the
medium was exchanged every day as described hereafter. The contents of the T-Flasks were transferred
into Falcon Tubes. After capsules sedimentation (within a few minutes), the supernatant was removed
and replenished as the capsules were transferred back into a T-Flasks. The volume of culture medium was
kept constant for the first 4 days of culture (~ 4x the capsules volume). Then, the volume was steadily
increased every day in order to maintain a cell concentration bellow 108 cells/mL.

Stirred suspension cultures were performed in different bioreactors. For all experiments reported in Fig.
4 and Fig. 5A-B, we used benchtop STBRs, including a 30 mL (Minibio, ABLE® Bioreactor Systems) or 500
mL bioreactors (Applikon Biotechnology & Global Process Concept). For the experiments reported in Fig.
5C-D, we used a 10 liter -scale bioreactor (Global Process Concept).

In all cases, the bioreactors were inoculated with 15% capsule-to-medium volume. The bioreactor culture
starts at a volume representing 30% of the final working volume. At Day1, the medium was replaced with
fresh medium without ROCK inhibitor. From day 2 to 5, the culture is performed in a fed-batch mode up
to the final working volume (Kropp et al., 2017). Then, we switched to repeated-batch mode, where 90%
of the media was daily renewed to maintain sufficient nutriment supply. The final capsule-to-medium
volume was 4.2 £ 0.3% and the pH was maintained at 7.2 +0.2.

Dissolved Oxygen (DO) level is calibrated at 100% in starting conditions by injecting air into the bioreactor
headspace. During the run, the oxygen level is monitored and controlled. In normoxic conditions the
oxygen is controlled at 100% while in hypoxic conditions the set point is at 20% DO. Oxygen level is
regulated by sparging nitrogen and/or air to maintain the set point. 10L scale bioreactors were regulated
in hypoxic conditions. During one week of culture, the stirring speed is set at 150 rpm that is sufficient to
keep capsules resuspension and bioreactor homogeneity along the run.

Time-lapse microscopy of encapsulated cyst growth and image analysis

Time-lapse microscopy was performed using a Nikon Biostation IM microscope with a 10x objective.
Capsules containing hiPSCs were transferred to a 35 mm Petri dish 24 hours after encapsulation.
Approximately 10 to 20 capsules were placed in the petri dish containing 5 mL of fresh Y-27632-free
mTeSR1 medium. Cyst growth was monitored over 7 days. Practically, images were taken every 6 to 10
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minutes at preselected Z-focal planes to ensure acquisition at proper focus in case of undesired drift
Image analysis was performed using Imagel. The external and internal effective radii of the cysts, Rout and
Rin, Were measured from the equatorial corresponding cross sections S according to Rout,in=(Sout,in/&)*?
after applying appropriate bandpass filters and thresholds. The volume V of the cells was calculated as
V=4R/3(Rou®-Rin3). Capsule circularity was defined as C=a%/b?, where a and b are the short and long axes
of the approximated ellipse.

In vitro trilineage differentiation

Small cell clusters were collected from hiPSC cultures (2D or decapsulated-dissociated 3D hiPSCs colonies)
and transferred into low attachment dishes (Corning, Ultra-low attachment 6 well plate). Three-
dimensional aggregates of cells that are an amalgam of the three developmental germ layers (Embryoid
bodies) are obtained and cultured in suspension for 7 to 9 days with DMEM/F-12 medium containing 20%
pluriQ Serum Replacement (GlobalStem), 1% non-essential amino acids, 1% penicillin-streptomycin and
0.2% B-mercaptoethanol (ThermoFisher Scientific) in a humidified atmosphere containing 5% CO2.
Culture medium was refreshed every two days. EBs were then collected for RNA analyses or transferred
onto gelatin-coated dishes for 1 week. For immunocytochemistry analysis, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde for 15 min at room temperature (RT). After washing in PBS/1%BSA blocking solution
for 1 hour, cells were incubated overnight at 4°C with primary antibodies, washed 3 times in PBS, and
incubated with secondary antibodies for 2 hours at RT. Antibodies were diluted in PBS/1%BSA/0.1%triton
solution. The list of antibodies used in this work and their origin are listed in Table S1. Nuclei were stained
with a DAPI solution. Immuno-fluorescence staining was analyzed using the Celena S™ Digital Imaging
System (Logos Biosystems).

RNA extraction and RT-PCR analyses

Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). cDNA was synthesized using a high capacity
cDNA RT kit (ThermoFisher Scientific) from 1ug of total RNA. The expression of pluripotency markers as
well as the trilineage differentiation potential of the cells were evaluated by TagMan® hiPSC Scorecard™
assay according to the manufacturer's protocol. This scorecard compares the gene expression pattern of
key pluripotency and germ lineage markers relative to a reference standard that consists of 9 different
human ES and iPS lines. Data analysis was performed using the cloud based TagMan® hiPSC Scorecard™
analysis software.

DNA isolation, genomic stability and authenticity analysis

DNA isolation was performed using the PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). Molecular
karyotype was performed using an Infinium Core-24 v1.2 Kit (lllumina) containing 300000 SNPs. Data were
analyzed with BeadStudio/GenomeStudio software (lllumina). The percentage of SNP concordance
between iPSC samples before and 7 days after encapsulation was assessed for the 3 derived iPS cell lines.
SNP files of all samples were extracted from genome studio software. The percentage of concordance
between two paired samples (before and after encapsulation) was evaluated by comparing the genotype
of each informative SNP (Fig. S5)

Flow cytometry analysis

The hiPSCs colonies were dissociated with Accutase for 10 minutes at 37°C for 2D cultures or with TrypLE
Select (ThermoFisher Scientific 11598846) for 30 minutes at 37°C for 3D cultures after capsule removal.
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Then, cells were fixed and permeabilized using the Transcription Factor Staining Buffer Set (ThermoFisher
11500597). Cells were suspended in the permeabilization buffer at a density of 0.5-1x10° cells in 100 pl
and incubated with the specific antibodies or isotype controls (Table S1) for 45 minutes at room
temperature in the dark. Cells were washed twice with the staining buffer and analyzed using either BD
Canto Il (at the TBMCore CNRS UMS 3427 — INSERM US 005) or a BD Accuri™ C6 plus and data was post-
processed with FlowJo software.

Cell growth and viability analysis
Cell counting was performed using the Nucleo counter NC3000 or NC200 (Chemometec). Live/dead
analysis was performed using CalceinAM/Ethidium homodimer-1 (ThermoFisher L3224) according to the
manufacturer recommendations, and samples were imaged using either the EVOS FL or EVOS M5000 auto
Imaging system (ThermoFischer).

Immunostaining, Microscopy, and Image Analysis

For daily brightfield imaging of 2D cultures and encapsulated hiPSC cysts, a widefield EVOS FL or EVOS
M5000 automated microscope was used. Encapsulated 3D hiPSC colonies were harvested for confocal
microscopy at several timepoints. The alginate capsule was removed prior to fixation by incubating the
samples in PBS without divalent cations for at least 5 minutes with agitation at RT. Both 2D and 3D stem
cell colonies were fixed with 4% PFA for 30-60 minutes at RT in the dark. Following fixation, the samples
were washed 3x with 0.1% Tween20 in PBS. A permeabilization step was done in parallel with excess PFA
guenching in a PBS solution containing 0.3% Triton X-100 and 100 mM Glycine for 30 minutes, followed
by 3x washing with 0.1% Tween20 in PBS. The samples were incubated in primary and secondary
antibodies (Table S1) in 1% BSA + 0.1% Tween20 in PBS overnight at 4° with gentle orbital agitation,
including a 3x rinsing with 1% BSA + 0.1% Tween20 in PBS after each incubation. To maintain alginate
capsules during fixation and staining, the decapsulation step was skipped and all solutions (including 4%
PFA) were supplemented with calcium and magnesium. All samples were imaged on either a Leica SP5 or
SP8 confocal microscope (Bordeaux Imaging Center, BIC).

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism8. To test significant differences between
bioreactor and flask, 2wayANOVA with sidak’s multiple comparaison test was used. To compare between
2 groups, a student T-test was used. All statistical significance is reported in terms of p-values <0.05.
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Table S1. Antibody list
List of antibodies used for flow cytometry, trilineage assay and immune fluorescence microscopy.

Antibodies used for flow cytometry

Nanog Hu — Alexa Fluor647 Clone N3-355
OCT3/4 Hu, Ms — Alexa Fluor 488 — clone 40/oct3
SOX2 Hu Alexa Fluor 647 — Clone 030-678
Mouse igG1lk — Alexa Fluor 488 — clone MOPC 21
Mouse igG1k, Alexa Fluor 647 clone MOPC 21

BD (Ref. 561300)
BD (Ref. 560253)
BD (Ref. 562139)
BD (Ref. 557721)
BD (Ref. 557732)

Antibodies used for trilineage assay

Monoclonal anti-Tubuline beta 3 (Mouse) 1:1000

Biolegend Cat#801202

Monoclonal anti actin, alpha-smooth muscle (Mouse) —
FITC 1:300

Sigma-Aldrich Cat#F3777

Monoclonal anti-Alpha foeto protein (Mouse) 1:60

R&D system Cat#MAB1369

Goat anti-Mouse alexa Fluor plus 555 1:1000

Thermo fisher Scientific Cat#A32732

Antibodies used for immunostaining and microscopy

OCT 3/4 mouse IgG2b (1/200)

Santa Cruz Biotechnology sc-5279 E1818

SOX2 Rabbit Polyclonal (1/1000)

Sigma Aldrich AB5603 3153252

Secondary Donkey anti-mouse

Thermo/Invitrogen

IgG H+L Alexa Fluor Plus 488 1/500 A32766 TF271737A
Secondary donkey anti-rabbit Thermo/Invitrogen
IgG H+L Alexa Fluor Plus 555 1/500 A32794 TH271030

Phalloidin Alexa Fluor 647 at 1:500

Thermo A22287 2015553

Hoechst 33342 at 1:1000

110



4. DISCUSSION COMPLEMENTAIRE DE LA PARTIE 1

4.1 BIOPRODUCTION DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES

Montée en échelle de la culture de cellules souches pluripotentes

Notre systéeme réunit les conditions nécessaires a la culture de cellules souches pluripotentes humaines
pour les premiéres étapes de commercialisation de thérapies cellulaires issues de cellules souches :
facteur d’amplification de 276 en 6,5 jours, lot homogéene de 15 milliards de cellules souches, bioréacteur
de 10 litres. A titre de comparaison, la seule tentative menée a cette échelle a abouti a un facteur
d’amplification de dix a quinze fois inférieur (S. Huang et al., 2020). Pour que notre systéme soit viable au
point de vue économique, il nous faudra toutefois encore augmenter le volume de production, améliorer
la concentration cellulaire et diminuer les co(ts.

Un process de bioproduction insensible a I’échelle

L’environnement cellulaire est maintenu a toutes les échelles testées, grace a la protection fournie par la
capsule d’hydrogel (cf. figures 53 et 54). D’apreés des expériences préliminaires menées, notre systéeme est
compatible avec I'agitation mécanique de bioréacteurs supérieurs a 100 litres. La protection offerte par
les capsules ouvre également la voie a I'automatisation et au criblage haut débit de procédés en thérapie
cellulaire.

A ECHELLE
INDUSTRIELLE

/} ;,ﬁ,ﬁ' .
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Figure 53. Un process de bioproduction insensible a I’échelle
Le microenvironnement des colonies de cellules souches reste globalement insensible aux changements d’échelles.
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Figure 54. Sécurisation et accélération de la montée en échelle de la production cellulaire

La culture encapsulée en bioréacteur avec la technologie C-Stem™ a permis d’atteindre rapidement une échelle
industrielle. Il a fallu moins de deux ans a TreeFrog Therapeutics pour passer d’un prototype académique a un
bioréacteur de 10 litres. La constance des paramétres du microenvironnement est appréciable pour la culture de
différentes lignées de cellules souches, mais aussi pour la montée en échelle d’un protocole de différenciation. Nous
espérons que cette plateforme de culture pourra diminuer le temps entre la preuve de concept et I'application
clinique d’'une nouvelle thérapeutique cellulaire. Graphique représentant la difficulté de changement d’échelle pour
la bioproduction cellulaire. Adapté de « Characterization and impact of the hydrodynamics on the performance of
umbilical-cord derived stem cells culture in stirred tank bioreactors » par Loubiere, 2019, et de « Allogeneic cell
therapy bioprocess economics and optimization: Single-use cell expansion technologies » par Simaria et al., 2014.
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Défis a venir. Pour que notre technologie soit une alternative crédible aux systémes de culture existants,
il faut qu’elle réponde a la « douleur » du domaine : montée a I’échelle et qualité des cellules (cf. figure
49). Pour une adoption massive sur des applications cliniques il faudra également poursuivre son
développement (cf. figure 55).

BIO INGENERIE ENCAPSULATION

e  Milieux, matrices et facteurs entierement définis e  Augmenter les débits d’encapsulation

et sans origines animales et de traitement d’aval des capsules
e  Modifications géniques intégrées e  Controle qualité en ligne non destructeur
e Intégrité génétique globale et stratégie d’évaluation e  Stratégie de tri automatisé des capsules
e  Controler et harmoniser la différenciation in capsulo e  Automatisation avancée dont
e  Transfert de technologie vers la clinique dé-capsulation et ré-encapsulation
e  Concentration cellulaire (M/ml) et capsulaire (caps/ml) e  Prototypage rapide et criblage haut débit
e Volume milieu consommé / million de cellules produites e Systéme entierement clos, usage unique, GMP et
e  Cout total de production faible compatible avec la thérapeutique humaine

Figure 55. Prochains défis pour une culture encapsulée a grande échelle et de grade clinique
Liste non exhaustive des problématiques a venir pour la transition clinique du systéeme de culture C-Stem™.

Une approche pluridisciplinaire globale devra étre mise en ceuvre : biologie, imagerie, génétique et
« omics », ingénierie, biophysique, microfluidique, microfabrication, criblage, robotisation et
automatisation avancées, plateforme d’expérimentation animale, stratégie data, modélisation et
simulation (jumeaux numériques). Par ailleurs, les milieux de culture et les matrices seront optimisés pour
s’adapter au mieux aux spécificités des épiblastoides. Le Matrigel® étant d’origine animale, il est peu
compatible avec les normes cliniques. Des alternatives synthétiques définies et reproductibles devront
étre développées (Aisenbrey & Murphy, 2020; Broguiere et al., 2018; Caiazzo et al., 2016; Huang et al.,
2017; Indana et al., 2021; Kratochvil et al., 2019; Kyprianou et al., 2020; Madl & Heilshorn, 2018; Pijuan-
Galitd et al., 2016; Salo et al., 2015).

Figure 56. Encapsulation a grande échelle et culture en bioréacteur
(A) Encapsulateur automatisé GMP. (B) Bioréacteur de 10 litres. Crédit photo : Elisa Luquet, Justine Pletenka,
Helene Wurtz, TreeFrog Therapeutics.
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4.2 CULTURE DE CELLULES SOUCHES EMBRYOMIMETIQUE : LES EPIBLASTOIDES

Les épiblastes in vivo, et les épiblastoides in
capsulo, arborent de nombreuses similarités
histologiques et développementales (cf. figures [3p @
57 et 58). )

EPIBLASTOID / PLURIPOTENT STEM CELL ORGANOID

SEVERAL CELL TYPE

e Luminogénese : 'auto-organisation cystique | PERIVED FROM ‘STEM CELLS <&

autour d’une lumiere centrale ressemble a la  [seir-orcanize @
formation de la cavité pro-amniotique.

e Epithélialisation et polarisation : transition V)

. , L. . . N » DEVELOPMENT

progressive d’un épithélium cuboide a un @
o T . > MICRO-ANATOMY
épithélium pseudostratifié similaire a B ncrion @
|’épaississement et a la polarisation

SIMILAR TO EMBRYO

- . - Figure 57. Epiblastoide
progressive observeée lors de la transition | o< colonies eystiques de cellules souches pluripotentes

de la rosette vers le disque épiblastique. encapsulées récapitulent I'épiblastogenése.
e Séquence développementale : 4 3 10 jours

correspondant aux stades développementaux Carnegie 5 a 6/7. Cette fenétre développementale est
associée avec la luminogénése amniotique et I'implantation embryonnaire a son début et avec la
gastrulation a la fin (Embryologie humaine, n. d.; Stades Carnegies, n. d. ; Herttg et al., 1956).

o Taille : structures de 50 a 300 pum avec un épaississement progressif de I’épithélium de 10 a 45 um.

e Croissance : L'amplification permise a ce jour par C-Stem™ (x 276 en 6,5 jours, soit un Temps de
Doublement de Population (PDT) moyen apparent de 19 h) est une rupture majeure avec les autres
systémes de culture (2D/agrégats ; PDT de 30 a 60 h). Elle se rapproche de I’hyper-expansion observée
dans I'embryon. Méme s’il est difficile d’évaluer précisément I'amplification réelle des cellules souches
pluripotentes dans I'embryon humain in vivo, des observations ex vivo permettent d’estimer un PDT
proche de 13 h entre le jour 7 et le jour 11 (de 17 a 328 cellules épiblastiques de J 7,5 a J 10,5)
(Deglincerti et al., 2016b ; Shahbazi et al., 2016 ; Xiang et al., 2020). Nos résultats concordent avec
d’autres systemes de culture qui utilisent des cystes de cellules souches a petite échelle pour étudier
la différenciation (Simunovic et al., 2019 ; Zheng et al., 2019). En extrapolant les données de ces
articles, on peut estimer qu’ils obtiennent un PDT d’environ 20 h.

e Facteurs de transcription de la pluripotence: expression forte et homogene des facteurs de
transcriptions clés de la pluripotence (OCT4, NANOG, SOX2), également exprimés par les cellules
d’épiblaste.

¢ Fonction microtissulaire : les cystes récapitulent également la fonction de I'épiblaste in vivo:
amplification exponentielle du nombre de cellules souches par autorenouvellement, tout en
préservant les intégrités de la pluripotence et du génome.

Ainsi, nous proposons que les colonies en 3D de cellules souches encapsulées ressemblant a I'épiblaste
puissent étre désignées comme des épiblastoides encapsulés (cf. figure 57).
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Figure 58. Epiblastogenése

(A) Observations microscopiques
d’embryons humains aux stades
de Carnegie 5al (Embryo#8020,
location:  06-02-02) et de
Carnegie 6 (Embryo#7801,
location:12-01-01). Adapté de
« The Virtual Human Embryo »,
2022. (B) Schémas de la rosette
épiblastique (~J9) et du disque
épiblastique (~J11). Adapté de
« Deconstructing and
reconstructing the mouse and
human early embryo» par
Shahbazi &  Zernicka-Goetz,
2018b. (C) Epiblastoides cultivés
en capsules: stade précoce
(cuboide, diamétre de 100 um) et
tardif (pseudostratifié, diametre
de 200 pm).
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4.3 LES AVANTAGES DU FORMAT EPIBLASTIQUE

L'augmentation majeure du facteur d’amplification en culture épiblastoides peut étre due a une
diminution de la mortalité cellulaire dans les capsules ou a un raccourcissement du cycle cellulaire. Nos
observations corroborent I'hypothese que cet accroissement s’explique en partie par une baisse de la
mortalité. Nous postulons que ce gain de croissance est également inhérent a la biomécanique
épiblastoide (cf. figure 59).

A| 2D STEMCELL B | 3DSTEMCEL
COLONY COLONY

Dead cells \. I '

CrowdingjA ‘“
R0

|\ w\/\ =)
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Figure 59. Modeéle de croissance des colonies de cellules souches pluripotentes en 2D et 3D

(A) Représentation schématique d’une colonie de cellules souches pluripotentes en culture 2D conventionnelle (vue
de profil). Les divisions cellulaires centrales provoquent un encombrement, une augmentation des pressions et une
extrusion apicale d’une partie des cellules. (B) Représentation schématique d’une colonie en 3D de cellules souches
pluripotentes (épiblastoide, section équatoriale). Les divisions cellulaires entrainent un agrandissement de la
structure, faisant de la place pour I’'émergence de nouvelles cellules.

Entassement (« Crowding »)

En 2D, les divisions cellulaires provoquent inéluctablement une confluence et une augmentation des
pressions latérales au centre des colonies. L'adhérence au substrat de culture de la colonie oppose une
résistance a I’extension latérale d’autant plus forte que la densité cellulaire augmente. Cela engendre des
différences mécaniques majeures entre le bord libre des colonies et le centre. En configuration
épiblastique, I'arrivée de nouvelles cellules par mitoses peut étre compensée par une augmentation de la
taille du cyste. L'augmentation progressive de son diamétre permet de controler la pression latérale dans
I’épithélium, accommodant en continu la croissance de la population cellulaire. Les cellules ont donc de
la place pour se multiplier. La capsule creuse a cceur partiellement liquide, la malléabilité de la matrice
utilisée (environ 500 Pa et remodelable par les métalloprotéases) et la configuration cystique contribuent
a éviter le confinement et la compression cellulaire observés avec I’encapsulation par billes pleines ou la
culture en agrégats.

Etirement (« Stretching »)

Il serait intéressant d’évaluer si des forces d’étirement sont impliquées dans la vitesse des divisions
cellulaires des cellules souches épiblastoides, comme dans I’homéostasie d’autres épithéliums (Gudipaty
et al., 2017 ; Hannezo & Heisenberg, 2019) (cf. figure 60).
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Figure 60. Etirement/Compression et role du lumen en dehors de I’épiblastogenése

(A) Modele proposé par Gudipaty et al. montrant comment le canal ionique Piezo 1 contréle les divisions cellulaires
en cas d’étirement de I'épithélium et I’extrusion en cas d’encombrement cellulaire. Adapté de « Mechanical stretch
triggers rapid epithelial cell division through Piezo 1 » par Gudipaty et al., 2017. (B) Quand elles sont étirées ou a
faible densité, les cellules se divisent davantage ; quand elles sont compressées ou a haute densité, des cellules sont
extrudées. Le canal ionique mécanosensible Piezo 1 et la voie de signalisation YAP/TAZ sont des voies privilégiées de
mécanotransduction et d’homéostasie tissulaire. Adapté de « Mechanochemical feedback loops in development and
disease » par Hannezo & Heisenberg, 2019. (C) En 2D, I'adhésion a une surface plane rigide génere des fibres de
stress d’actine basale et un transfert de forces contractiles vers la partie apicale des cellules. Dans un
microenvironnement en 3D, la courbure et la tendresse de la matrice limitent la formation de fibres de stress
d’actine. Les cellules sont exposées a des forces dans I'ensemble de la structure, aussi bien dans une direction plane
que perpendiculaire a I’assise cellulaire. Les facteurs sécrétés sont concentrés au niveau du lumen interne. Adapté
de « Extracellular matrix: A dynamic microenvironment for stem cell niche » par Gattazzo et al., 2014. (D)
L'interaction de la signalisation mécanique et biochimique durant la formation du lumen contribue a une
coordination fine de la morphogénése et du destin cellulaire. Adapté de « Integration of luminal pressure and
signalling in tissue self-organization » par C. J. Chan & Hiiragi, 2020.
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L’organisation en épiblastoides pourrait maintenir la viabilité et 'homogénéité de I'identité cellulaire.

Pas de cceur nécrotique, car il n’y a pas de coeur

Malgré la grande taille des colonies en 3D (100 a 400 um de diametre), I'organisation en monocouche des
cellules permet a chacune d’elle d’accéder directement a I'oxygénation, aux nutriments et aux facteurs
de croissance, contrairement aux agrégats qui présentent des gradients d’oxygénation et de facteurs de
|’extérieur vers l'intérieur (Alessandri et al., 2013 ; Sart et al., 2017).

Pas d’effet bord, car il n’y a pas de bord

Le format de culture cystique ne présente pas d’hétérogénéité bord/centre comme pour les colonies en
2D (cf. figure 61) (Hamidi et al., 2020b ; Hough et al., 2009 ; Y. Kim et al., 2021 ; Lau et al., 2020 ; Taniguchi
et al., 2019 ; Wakui, 2017 ; Z. Zhang et al., 2019). Toutes les cellules souches d’un cyste ont un acces direct
aux mémes signaux : les poles cellulaires apicaux sont tous orientés vers le lumen central, les pbles basaux
latéraux vers l'extérieur du cyste. La symétrie centrale des cystes permet une homogénéité
morphologique et mécanique (entassement, étirement et pression). L'uniformité de I'identité cellulaire
est ainsi le miroir de I'uniformité de la mécanotransduction (Y. Kim et al., 2021).

Une protection contre la différenciation non contrélée

Certains travaux récents menés par le groupe de Marta Shahbazi suggerent que l'architecture
épiblastique, completement épithélialisée, augmente le seuil de signalisation requis pour amorcer une
différenciation mésodermique (M. Shahbazi, ISSCR 2021, travaux non publiés). Ainsi les cellules souches
pluripotentes amplifiées in vitro dans C-Stem™ auraient une pluripotence plus stable que dans des
systémes de culture 2D ou agrégats, qui n’ont pas une épithélialisation aussi prononcée (Hamidi et al.,
2020 c; Persa & Niessen, 2019). Enfin, une autre propriété du lumen épiblastique pourrait renforcer cette
stabilité ; il concentre les facteurs autocrines excrétés aux poles apicaux des cellules jusqu’a 2500 fois plus
élevés que les niveaux mesurés dans le surnageant des cultures en 2D (M. Shahbazi, In the stem cell jungle
podcast, 2022).
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Figure 61. « Effet bord » et hétérogénéité des colonies de cellules souches pluripotentes en 2D
(A) Au-dela de 300 um de diamétre, une colonie de cellules souches en 2D présente une hétérogénéité bord/centre
qui se traduit par une baisse d’expression centrale des facteurs de transcription NANOG et OCT4. Adapté de
« Mesenchymal-epithelial transition regulates initiation of pluripotency exit before gastrulation » par Hamidi et al.,
2020b. (B) Les jonctions serrées du pole apical (protéine ZO1, en rouge sur la figure) scellent la surface des colonies.
En situation physiologique, ce cloisonnement des pdles cellulaires apicaux et baso-latéraux implique que les
récepteurs membranaires de ces deux domaines distincts n’ont pas un acces égal aux molécules de signalisation.
Cette séparation n’est pas présente a la périphérie des colonies : les récepteurs apicaux et basaux ont la méme
exposition. Lors d’une exposition au BMP4 (facteur de croissance impliqué dans la différenciation précoce des
cellules souches pluripotentes), I'hétérogénéité d’accessibilité des récepteurs au BMP4 entre le bord et le centre des
colonies peut entrainer des différences de signalisation et expliquer des différences d’identité cellulaire bord/centre.
Adapté de « Opening the black box: Stem cell-based modeling of human post-implantation development » par
Taniguchi et al., 2019. (C) La différence de forces mécaniques entre le bord et le centre des colonies induit une
différence d’expression génique qui provoque des différences de fonction et d’identité entre le bord et le centre de
la colonie. Adapté de « Cell position within human pluripotent stem cell colonies determines apical specialization via

an actin cytoskeleton-based mechanism » par Kim et al., 2021.
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4.4 ETHIQUE DES EPIBLASTOIDES

Les recherches sur les cellules souches soulévent des questions éthiques. La crainte d’une utilisation
abusive des chimeéres, la génération de gametes, d’embryons, I'implantation in vivo de structures
embryonnaires de synthése, la génération d’organes, le clonage et le transhumanisme ont entrainé de
longue date des réflexions éthiques (Clark et al., 2021 ; King & Perrin, 2014 ; Mollaki, 2021 ; Rivron & Pera,
2018 ; Saha et al., 2010 ; Sipp et al., 2018 ; Towns, 2017).

Au vu de I'évolution extrémement rapide des structures embryoides issues de cellules souches, plusieurs
mises a jour récentes proposent des adaptations a la régle des 14 jours (Daley et al., 2016 ; ISSCR, 2021 ;
Sawai et al, 2020). Eu égard a ces nouvelles recommandations, nous précisons que les
épiblastoides appartiennent a la catégorie 1 ISSCR2021 (International Society for Stem Cell Research). lls
n’ont donc pas a faire I'objet d’une supervision particuliére, et ce pour plusieurs raisons (cf. figure 62).

e |Is ne peuvent en aucun cas évoluer vers un embryon complet.

e lIs sont dépourvus de cellules extraembryonnaires ou de cellules germinales.

e lIs correspondent a un stade péri-implantatoire et pré-gastrulation.

e lIs ne sont pas issus d’embryons ou de cellules souches embryonnaires, mais d’iPS.

e |Is ont un potentiel de développement « passif » leur permettant de se différencier vers les

3 feuillets primordiaux.
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for Stem Cell
Research and
Clinical Translation

CATEGORY 1

CATEGORY 2

CATEGORY 3

1A
Exempt from review by a
specialized oversight process

« Most in vitro pluripotent stem cell
research

« Most in vitro organoid research

« Transfer of human stem cells into
postnatal animal hosts

B

Reportable, but not typically
reviewed by a specialized
oversight process

« Non-integrated stem cell-based
embryo models

« In vitro culture of chimeric
embryos (human cells into non-
human embryos)

« In vitro gametogenesis without
fertilization or generation of
embryos

2
Reviewed by a specialized
oversight process

« Procurement of embryos, or
gametes for the creation of
embryos, for in vitro research

« Derivation of cell lines from
human embryos

« Genetic alteration of embryos or
gametes

« In vitro culture of human embryos
for research until the formation
of the primitive streak or 14 days
from fertilization, whichever
occurs first

« Human cells transplanted into
nonhuman embryos that are
gestated in a non-human uterus

« Integrated stem cell-based
embryo models

« Transferring human embryos
following MRT into a human
uterus

3A
Not allowed; currently unsafe

- Heritable genome editing

« Transferring mtDNA-modified (not
including MRT) embryos into a
uterus

« Using gametes differentiated
from human stem cells for
reproduction

3B

Not allowed: lacks compelling
scientific rationale or is ethically
concerning

« Gestating human stem cell-based
embryo models

« Human reproductive cloning

« Breeding human-animal chimeras
where there may be human germ
cells.

» Transferring human-animal
chimeric embryo(s) to a human or
ape uterus

« Transferring human embryo(s),
irrespective of origins, to an
animal uterus

Figure 62. Recommandations 2021 de I'ISSCR pour les cellules souches et modéles embryonnaires

Les épiblastoides appartiennent a la catégorie 1 (Non-integrated stem cell-based human embryo model). Les modeles
embryonnaires issus de cellules souches sont rattachés a la catégorie 2 (Integrated stem cell-based human embryo
model, blastoids, gastruloids) s’ils contiennent des types cellulaires extraembryonnaires leur permettant
potentiellement de poursuivre un développement intégré. Adapté de « ISSCR guidelines for stem cell research and
clinical translation: The 2021 update » par Lovell-Badge et al., 2021, et de « Human embryo research, stem cell-
derived embryo models and in vitro gametogenesis: Considerations leading to the revised ISSCR guidelines » par
Clark et al., 2021.
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5. CONCLUSION DE LA PARTIE 1

La microfluidique permet de transférer les modéles biomimétiques académiques vers des applications
thérapeutiques a grande échelle.

POINTS CLES BIOPRODUCTION A GRANDE ECHELLE DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES

1" culture a grande échelle d’épiblastoides encapsulés en bioréacteur.
3 000 microcapsules creuses/seconde/injecteur microfluidique.

Amplification supérieure a 100/semaine avec toutes les lignées iPS testées. A notre
connaissance, I'amplification la plus élevée observée in vitro, proche des taux de croissances
in vivo.
Optimisation des parameétres de culture en bioréacteur : hypoxie et grandes capsules

— facteur d’amplification x 282/6,5 jours (PDT apparent ~19 h) ;

— lot de 15 milliards de cellules souches pluripotentes ;

— bioréacteur de 10 litres.

Auto-organisation des cellules souches pluripotentes en colonies 3D et maintien du caractere
souche et de la pluripotence en culture.

Epiblastoides encapsulés semblables a I'épiblaste.

Leur évolution en capsule durant 5 a 7 jours est similaire a I'épiblastogenése

(épiblaste rosette puis disque épiblastique).

Epiblastoides encapsulés homogeénes et symétriques sans effet de bord ou coeur nécrotique.

Gain de viabilité cellulaire (> 98 %).

Indépendance de I’échelle a tous les volumes testés.
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PARTIE 2 : GENETIQUE DES EPIBLASTOIDES




MOTIVATIONS

Les cellules souches pluripotentes transmettent fidelement I'information génétique (Weissbein et al., 2014) :
iPS et ES ont un taux de mutation 10 a 100 fois plus faible que les cellules somatiques (Cervantes et al., 2002 ;
Cooper et al., 2017 ; Rouhani et al., 2016). L'intégrité génétique est essentielle pour leur survie (Dumitru et
al., 2012), de méme que pour le maintien de leur capacité d’autorenouvellement (Su et al., 2019). En culture,
elles ont également une intégrité génétique meilleure que les cellules souches adultes (Kuijk et al., 2018).

Malgré leurs propriétés intrinséques de faible fréquence mutationnelle, elles accumulent in vitro des
mutations au moins 40 fois plus rapidement qu’in vivo (Kuijk et al.,, 2018). Ces derniéres touchent
particulierement les genes associés aux cancers (Avior et al., 2019 ; Merkle et al., 2017) ; certains essais
cliniques ont d{i étre interrompus a cause de mutations (Garber, 2015 ; C. Sheridan, 2021). Afin de garantir
la sécurité des thérapies cellulaires, il est essentiel de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans
cette dérive génétique. L'enjeu est d’autant plus important que ces thérapies cellulaires peuvent étre
constituées de milliards de cellules potentiellement modifiées génétiquement pour échapper au systéme
immunitaire et que ces dernieres peuvent rester dans I'organisme pendant des dizaines d’années.

Nous souhaitons examiner si la protection et le biomimétisme fourni par notre systéeme de culture, sont une
amélioration pour la montée en échelle de la bioproduction des thérapies cellulaires.
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1. INTRODUCTION : GENETIQUE DES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES

1.1 IMPORTANCE DE L'INTEGRITE GENETIQUE POUR LES THERAPIES CELLULAIRES

Le bon fonctionnement cellulaire dépend de I'intégrité du génome et I'accumulation de mutations peut
fausser la modélisation des maladies, la biologie du développement, le drug screening ou les thérapies
cellulaires (Ben-David, 2014). Pour que les cellules souches pluripotentes en culture constituent une
source illimitée de cellules thérapeutiques, il est nécessaire que la transmission de l'information
génétique soit le plus fidele possible. Certaines mutations peuvent entrainer des dysfonctionnements et
des biais d’identité cellulaires et leur conséquences vont au-dela de la sécurité thérapeutiques seule.

Sécurité thérapeutique :
e risque tumorigene (par dérive progressive de cellules différenciées excessivement mutées) ;
o effetsindésirables dus a la présence de cellules extrathérapeutiques (par exemple, la présence de
cellules sérotoninergiques dans une thérapie de remplacement dopaminergique pour la maladie
de Parkinson (Carta et al., 2010).

Efficacité thérapeutique :
e cellules dysfonctionnantes induisant des thérapies cellulaires pauci-efficaces (par altération d’un
ou de plusieurs genes clés pour la fonction cellulaire).

Production/Effort R&D :
e difficultés pour I'amplification des cellules souches ;
e complications pour la différenciation cellulaire (incompléte ou biaisée) ;
e manque d’homogénéité et reproductibilité intralignée et interlignée ;
o rejet de lot clinique, interruption d’essai clinique, colts élevés.
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1.2 NECESSITE D’UNE STRATEGIE GLOBALE

Il est nécessaire de concevoir une stratégie globale pour produire des thérapies cellulaires plus slres. La
sélection d’une source cellulaire, le procédé de reprogrammation choisi, la méthode de différenciation et
la procédure de greffe sont autant d’étapes ol les mutations peuvent étre générées et sélectionnées.

Une partie des mutations présentes dans les lignées iPS peut étre causée par la méthode de
reprogrammation et la source cellulaire initiale (Araki et al., 2020 ; Attwood & Edel, 2019 ; D’Antonio et
al., 2018 ; S. M. Hussein et al., 2011 ; J. Ji et al., 2012 ; Steichen et al., 2019 ; Turinetto et al., 2017).
Toutefois, des progres récents ont été faits dans le domaine de la reprogrammation. Ills permettent
d’envisager une génération initiale d’iPS de trés bonne qualité (Araki et al., 2020 ; K. Wang et al., 2019).

De nos jours, la source principale des mutations et le goulot d’étranglement technologique concernent
I"amplification des cellules souches dans des systemes de culture in vitro (Yamanaka, 2020). Récemment,
les acteurs de la bioproduction des cellules souches a visée thérapeutique ont développé de nouvelles
stratégies. Ainsi I'entreprise Lonza propose de caractériser les lots de maniére exhaustive avant chaque
étape clef, permettant une stratégie pas-a-pas vers le produit final.

Cependant, il n’y a pas de contréle qualité qui puisse certifier une sécurité ou une pureté génétique a
100 % de ces objets biologiques. Ainsi, la surveillance des cellules greffées devrait étre poursuivie pendant
toute la durée de leur persistance dans I'organisme. Idéalement, une stratégie de neutralisation ou de
retrait complet, rapide et facile des cellules doit étre anticipée. Dans cette optique, I'utilisation de génes
suicides (« safety switch ») (di Stasi et al., 2011 ; Sahillioglu & Schumacher, 2021 ; Shi et al., 2020) et les
chambres cellulaires extractibles (Shapiro et al., 2021 ; Yang et al., 2021) devraient jouer un réle important
dans les années a venir.

D’autres risques doivent également étre maitrisés : présence de cellules souches résiduelles dans le
produit final, existence de cellules différenciées indésirables, etc. En somme, rendre les thérapies
cellulaires slires et acceptables représente un défi global. Cela demande de prendre en compte des
parameétres biologiques, technologiques, mais également de considérer d’autres types d’exigences :
analyse de données complexes, régulation et psychologie (cf. figure 63).
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EXIGENCES CELLULAIRES

L

SOURCE CELLULAIRE REPROGRAMMATION AMPLIFICATION DIFFERENCIATION GREFFE

EXIGENCES NON CELLULAIRES

PSYCHOLOGIE

Figure 63. Approche globale pour la sécurité et I'acceptabilité des thérapies cellulaires
La multiplication des cellules souches pluripotentes in vitro est I'une des multiples étapes nécessaires a
I’élaboration de thérapies cellulaires slres et maitrisées.
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1.3 DERIVE GENETIQUE DES CELLULES SOUCHES DURANT
LEUR AMPLIFICATION IN VITRO

4 Aberrations \
Le caryotypage a permis de montrer que les premiéres . Chromosomiques
lignées embryonnaires humaines avaient un certain degré
d’intégrité génétique (Brimble et al., 2004). Toutefois, le
caryotypage standard ne détecte que des aneuploidies ou
des remaniements chromosomiques de grande taille (>10

mégabases). Epigénétiques

A partir de 2004, il a été montré que la reprogrammation et . ~ Mutations

la culture prolongée des cellules souches pouvaient étre Ponctuelles

associées a une dérive génétique (D. Baker et al., 2007 ;
Buzzard et al., 2004 ; Draper et al., 2004 ; Maitra et al., 2005).

Figure 64. Principaux types de mutations
L'utilisation de techniques cytogénétiques de plus en plus
sensibles, la cytogénétique moléculaire puis I'essor du séquengage ont permis de caractériser de maniere
plus précise cette dérive génétique (Kanchan et al., 2020 ; L. C. Laurent et al., 2011 ; Panopoulos et al.,
2017). Shinya Yamanaka précise, en 2020, que «l’expansion in vitro des cellules souches cause
inévitablement des altérations génétiques » (Yamanaka, 2020).

On observe plusieurs types de mutations lors de la culture in vitro de cellules souches pluripotentes
(J. Halliwell et al., 2020 ; Kanchan et al., 2020 ; L. C. Laurent et al., 2011) (cf. figure 64).

e Aberrations chromosomiques et variants structuraux : aneuploidie (trisomie, monosomie),
insertion, délétion, variation du nombre de copies (CNV), inversions, duplications, translocations
équilibrée ou non équilibrée.

e Mutations ponctuelles : insertion ou délétion de nucléotides (Single nucléotide variant, SNV).

e Aberrations épigénétiques (Bar & Benvenisty, 2019 ; Nazor et al., 2012 ; Rohani et al., 2014).

e Des mutations de ’ADN mitochondrial (Deuse et al., 2019 ; Kosanke et al., 2021), des réductions
de la longueur des télomeres (Fathi et al., 2019 ; Rivera et al., 2017 ; Rohani et al., 2014 ; von
Zglinicki, 2002), une dérive HLA et une érosion de I'inactivation du chromosome X ont également
été relevées.

Certaines mutations sont observées de maniére récurrente lors d’une culture prolongée en 2D.
e Les mutations ponctuelles les plus fréquentes concernent le géne P53, le « gardien du génome »
(Avior et al., 2019 ; Baumann, 2017 ; Merkle et al., 2017).
e A I'échelle du chromosome, les trisomies 12, 17 et 20 sont fréquentes (D. Baker et al., 2007 ;
Draper et al., 2004).
e Le variant structural le plus commun est I'amplification de la partie 11 du bras long du
chromosome 20 : « 20g11.21 » (J. A. Halliwell et al., 2021 ; Lefort et al., 2008).
En sus des mutations récurrentes, il faut aussi considérer des mutations non récurrentes et des
modifications génétiques que I’on ne peut pas encore détecter.
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Dans cette seconde partie, nous avons choisi d’étudier la mutation 20q11.21 (variant structurel par
duplication). Cette derniére, fréquente en culture in vitro, a des répercussions sur la différenciation et in
vivo elle est fréquemment associée a différents cancers : sein, poumon, mélanome, hépatocarcinome,
vessie, colon, etc. (Jo et al., 2020; Lefort et al., 2008). Vingt-trois genes, a minima, se situent dans cette
région amplifiée (cf. figure 65). lIs sont impliqués aux mécanismes de survie cellulaire (BCL2L1, PDRG1),
de croissance cellulaire (ID1) ou de cycle cellulaire (TPX2, KIF3B) (Lefort et al., 2008). L’avantage sélectif
des cellules mutantes 20g11.21 en culture pourrait s’expliquer par différentes raisons :
= un cycle cellulaire plus rapide
= une meilleure survie cellulaire (Avery et al., 2013).
= une sélection manuelle lors des passages. En pratique ces cellules mutées 20g11.21 présentent
des colonies dont I'aspect net est plus résilient ; en cas de passage manuel, 'opérateur pourrait,
sur cette base, sélectionner ce mutant.
= |'indépendance vis-a-vis du FGF2 des cellules mutées (Werbowetski-Ogilvie et al., 2009).
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Figure 65. Amplification chromosomique 20q11.21

(A) L'amplification de la région 20g11.21 confere un avantage sélectif aux cellules souches pluripotentes. Adapté de
« BCL-XL mediates the strong selective advantage of a 20q11.21 amplification commonly found in human embryonic
stem cell cultures » par Avery et al., 2013. (B) Liste des génes présents dans la région chromosomique 20g11.21.
Adapté de « Human embryonic stem cells reveal recurrent genomic instability at 20g11.21 » par Lefort et al., 2008.
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1.4 IN VITRO : ADAPTATION DES CELLULES AUX CONDITIONS DE CULTURE

Des cellules souches présentes au sein d’'une méme culture et issues d’un clone initial identique divergent
progressivement par accumulation de mutations successives. Certaines d’entre elles sont neutres, mais
d’autres peuvent conférer un avantage sélectif. Dans un environnement rigoureux, quand les nutriments
sont rares ou que la place est insuffisante, les cellules les plus aptes survivent et se développent.

In vitro, au fil du temps passé en culture, par mutagenese et sélection, les cellules s’adaptent aux
conditions de culture (D. Baker et al., 2007 ; Barbaric et al., 2014) (cf. figure 66).

Les fonctions cellulaires pouvant contribuer a I'avantage sélectif sont nombreuses : les circuits du cycle
cellulaire, de I'apoptose, de la différenciation, de I'adhésion cellulaire, de la réparation de 'ADN sont
autant de processus clefs (J. Halliwell et al., 2020 ; Price et al., 2021).

Différents paramétres de culture tels que la matrice utilisée, le passage par dissociation enzymatique ou
la dissociation en cellules uniques influencent grandement cette dérive génétique (Bai, 2013 ; Bai et al.,
2013, 2015 ; Garitaonandia et al., 2015 ; Weissbein et al., 2014). Grace au biomimétisme et a la diminution
du stress oxydatif induit, des améliorations des conditions de cultures ont récemment été proposées pour
diminuer le taux de mutation :
e Milieux riches en nucléosides : « Nucleosides Rescue Replication-Mediated Genome Instability of
Human Pluripotent Stem Cells » (J. A. Halliwell et al., 2020)
e Physioxie (hypoxie) : « Low rates of mutation in clinical grade human pluripotent stem cells under
different culture conditions » (Thompson et al., 2020).

Figure 66. Adaptation des cellules souches aux conditions de culture (page suivante)

(A) Stratégies et conditions de culture favorables a I'intégrité génétique des cellules souches pluripotentes. Adapté
de « Genome maintenance in pluripotent stem cells » par Weissbein et al., 2014. (B) Rouages de la dérive génétique
en culture. La mutageneése, la sélection et le temps prolongé en culture constituent les trois moteurs de la dérive
génétique. Idéalement, pour préserver la qualité des cellules, il faut agir en synergie sur trois points : qu’il y ait peu
de mutagenese, peu de sélection des mutants et un temps en culture minimal.
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1.5 IN VIVO : CONTROLE QUALITE EPIBLASTIQUE

La sélection positive des cellules mutées par avantage compétitif peut étre contrebalancée par des
processus de sélection négative, c’est-a-dire une élimination des cellules « anormales ». Ces processus de
compétition cellulaire au niveau microtissulaire constituent une forme de contréle qualité naturel (cf.
paragraphe intégrité génétique des organoides et figure 25).

Dans I'épithélium épiblastique, des anomalies de certaines fonctions ou d’identités cellulaires, des
anomalies chromosomiques (Bolton et al., 2016 ; Sancho et al., 2013) ou mitochondriales (Lima et al.,
2021) peuvent étre éliminées activement (cf. figure 67). Les voies de signalisation YAP/TAZ (Hashimoto &
Sasaki, 2019), MYC (Claveria et al., 2013 ; Diaz-Diaz et al., 2017), P53 et mTOR (Bowling et al., 2018 ; Singla
et al., 2020 ; G. Zhang et al., 2017), particulierement étudiées, participent a I’élimination des cellules non
adaptées.

Lewis Wolpert disait en 1986 « It is not birth, marriage or death, but gastrulation which is truly the most
important time in your life ”. L'embryon et plus particulierement I'épiblaste, opéreraient un contréle
qualité naturel, une « sélection purifiante » (Lima et al., 2021). Celle-ci garantit I'identité, la vitalité et
I'intégrité génétique avant de s’engager dans la gastrulation et la différenciation.

S’appuyant sur la capacité des organoides a préserver I'intégrité génétique de maniere comparable a I'in
vivo, Magdalena Zernicka-Goezt et al. (Singla et al., 2020) utilisent un modeéle épiblastoide in vitro pour
étudier les mécanismes d’élimination des cellules aneuploides dans les épiblastes. Les résultats suggerent
que les cellules aneuploides sont éliminées des épiblastoides par apoptose autophagique, ce qui laisse
une place suffisante aux cellules euploides pour proliférer (cf. figure 68).
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Figure 67. Controle qualité de I'épiblaste in vivo

(A) Adapté de « Cell competition: The winners and losers of fitness selection » par Bowling et al., 2019. (B) Adapté
de « Epiblast formation by TEAD-YAP-dependent expression of pluripotency factors and competitive elimination of
unspecified cells » par Hashimoto & Sasaki, 2019. (C) Adapté de « Competitive interactions eliminate unfit embryonic
stem cells at the onset of differentiation » par Sancho et al., 2013. (D) Adapté de « Cell competition acts as a purifying

selection to eliminate cells with mitochondrial defects during early mouse development » par Lima et al., 2021.
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Figure 68.Controle qualité épiblastoide in vitro
Adapté de « Autophagy-mediated apoptosis eliminates aneuploid cells in a mouse model of chromosome
mosaicism » par Singla et al., 2020.
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2. RESULTATS

Dans cette sous-partie expérimentale, nous nous sommes principalement intéressé a la sélection positive
de la mutation 20g11.21 (partie 2.1 des résultats). Au vu de I'importance de la structure tissulaire dans
I'intégrité génétique des organoides et des épiblastes, nous présentons des données préliminaires sur la
structure de nos colonies en 3D (partie 2.2 des résultats).

2.1 COMPARAISON DE LA SELECTION D’UNE MUTATION 20q11.21 LORS DE CULTURES PROLONGEES
EN AGREGATS, 2D ET EPIBLASTOIDES ENCAPSULES

Nous souhaitions évaluer la capacité des cultures d’épiblastoides encapsulés a préserver la qualité
génomique. Pour l'article « C-stem : Engineering niche-like micro-compartments for optimal and scale-
independent expansion of human pluripotent stem cells in bioreactors » nous avons procédé a un controle
par caryotype SNP haute résolution avant et aprés une amplification capsulaire d’'une semaine. Bien que
ce test nous ait permis d’évaluer les cellules produites, il ne nous permet pas de jugement sur I'intégrité
génétique a long terme. Il ne nous a pas permis non plus, d’étudier les mécanismes de mutagenése ou de
sélection propres aux épiblastoides.

Dans cette seconde partie, nous avons choisi d’étudier la sélection en culture prolongée de I'aberration
chromosomique récurrente la plus fréquente, 20q11.21.

Le lot congelé de la ligné iPS utilisée dans cette partie présente une caractéristique clef que nous avons
exploitée : la présence de cellules mutées 20q11.21 indétectable avant que la mise en culture ne la révéle.
Nous avons alors utilisé ce lot contenant moins de 1 % de cellules mutées et avons évalué la vitesse
d’émergence de cette mutation dans trois systemes distincts : 2D standard, agrégats en suspension agitée
et épiblastoides encapsulés en suspension agitée. Nous avons choisi des parameétres de culture
représentant les conditions optimales standards de ces systemes (cf. figure 69).

Cette expérience nous a aussi permis de suivre la stabilité génotypique aprés de multiples
réencapsulations. La stabilité phénotypique était également caractérisée tout au long de la culture.
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Jour 1l

Population initiale avec niveau
indétectable de mutation 20q11

Figure 69. Plan expérimental QC-Stem

Jour 28

Evaluation de la sélection
du clone 20q11

Evaluation de la sélection d’un clone muté 20q11.21 lors d’une culture prolongée d’iPS (lignée IMAGINEOO5) dans
deux systemes de culture conventionnels et sous forme d’épiblastoides encapsulés C-Stem. [2D] Culture en 2D
conventionnelle en flasques statiques : passage tous les 4 jours +/- 1 jour en fonction de la confluence, dissociation
enzymatique breve et incompléte pour ensemencement de petits amas cellulaires sur un revétement Matrigel®.
[Agrégats] Culture en 3D conventionnelle, agrégats en suspension agitée : passage tous les 5 jours. [Capsules]
Culture en 3D encapsulée en suspension agitée, passage tous les 7 jours par dissociation enzymatique partielle et
réencapsulation. Le protocole est un protocole « Matrigel®, petite capsule, normoxie ». [Protocoles] Milieux de
culture mTeSR1 sans antibiotique, avec renouvellement quotidien pour tous les bras expérimentaux. Tous les
passages étaient enzymatiques avec une dissociation partielle et 24 heures d’inhibition ROCK. Tous les coatings (2D
et capsules) ont été faits avec le méme lot de Matrigel®. Les cultures des agrégats et des capsules en suspension ont
été réalisées avec un bioréacteur 30mL Able Bioreactor Minibio (bioréacteur minimaliste avec agitation continue,
mais pas de contrdle actif des paramétres de culture).
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Aucune contamination n’a été constatée a la suite des 28 jours de culture et des quatre réencapsulations.
Pour la 2D et les agrégats, respectivement six et cing passages ont été nécessaires. Pour chacun des
trois bras expérimentaux, chaque passage a permis un échantillonnage pour caractérisation génotypique
et phénotypique. L’évaluation de I'amplification, de la viabilité et des marqueurs de pluripotence a tout
d’abord contribué a évaluer le bon déroulement et la conformité des systemes de culture (cf. figure 70).

L'amplification moyenne par passage a été respectivement de 14,1 £4,9sd, 5,3 +2,2, et 116 +36 pour la
culture en 2D, les agrégats et les capsules. L'amplification cumulée théorique a atteint 151 millions en
28 jours pour les capsules avec un nombre de cycle « Population Doubling Level » = PDL=27,2. Pour la 2D,
ce résultat quantitatif a été similaire, avec un facteur d’amplification cumulé de 78 millions (PDL = 26,2).
L'amplification cumulée des agrégats a été tres inférieure et s’est établie a 13 330 en 28 jours (PDL = 13,7)
(cf. figure 70). On observe que le facteur d’amplification a tendance a augmenter, au fur et a mesure des
encapsulations successives.

La viabilité moyenne au moment des passages a été supérieure a 95 % pour chacun des trois systemes, ce
qui est conforme aux bonnes pratiques de culture de cellules souches pluripotentes. Pour la culture en
2D, nous avons également quantifié la proportion de cellules flottantes qui surnageaient
guotidiennement dans les flasques. En effet, bien que ce phénomene soit commun, il nous a paru
important de le quantifier. Ainsi, avec des conditions conformes aux standards (sans dissociation
compléte, avec ROCK inhibition), nous avons mesuré a J1 et a J2 36,5% de cellules perdues
quotidiennement (mortes ou surnageantes). Entre J2 et J5 (avant confluence), le nombre de cellules
perdues quotidiennement s’est stabilisé entre 10 et 18 %. Au total, environ 25 % des cellules produites en
cing jours de passage sont mortes ou ont été perdues dans le surnageant. Ces résultats concordent avec
la littérature (Q. Li et al., 2018). lls montrent qu’en dépit de la viabilité apparente élevée des cultures 2D,
la mortalité et la pression de sélection y sont, en réalité, tres fortes.

L’évaluation a chaque passage par cytométrie en flux des marqueurs de pluripotence OCT4 et NANOG a
permis de montrer également la maintenance phénotypique pour chacun des trois bras expérimentaux.
D’un point de vue morphologique, les phénotypes de colonies en 2D, agrégats ou épiblastoides se sont
montrés stables au cours du temps et des passages. On note que la culture en capsules de colonies
cystiques est particulierement homogene a J28 (cf. figure 70).

Figure 70. Résultats QC-Stem : morphologie, amplification, viabilité et cytométrie (page suivante)

(A) Représentation des trois bras expérimentaux et des passages successifs et réencapsulations nécessaires. (B)
Images microscopiques représentatives des colonies en 2D et 3D au moment de chaque passage, le facteur
d’amplification apparent étant précisé pour chaque passage. (C) Facteur d’amplification cumulé théorique en
fonction du nombre de jours en culture, viabilité moyenne au moment des passages, pourcentage moyen de cellules
souches doublement positives pour les marqueurs OCT4 et NANOG en cytométrie en flux au moment des passages.
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AMPLIFICATION CUMULEE THEORIQUE
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La mutation 20q11.21 a été suivie principalement par ddPCR (a chaque passage, Stemgenomics) et par
SNP haute résolution (au début et a la fin; collaboration avec I'Institut Curie, plateforme de génomique,
David Gentien).

Afin de rechercher des anomalies non récurrentes et de couvrir I'ensemble du génome, une analyse par
puce SNP haute résolution a été réalisée (cf. figure 71). Les 2 millions de sondes ont permis de détecter
des anomalies a partir de 1 Mb (distance moyenne inter-sondes de 700 bases).

La seule apparition de mutation structurale détectable entre J1 et J28, se situe sur le chromosome 20. La
mutation observée est une duplication chromosomique hétérozygote incluant la région 20g11.21 et
semblant couvrir I'intégralité du bras (20q). Une cellule mutée comporte trois copies de cette région
20q11.21, au lieu de deux. On observe également une perte chromosomique hétérozygote sur I'ensemble
du petit bras du chromosome 20. A J28, les fréquences alléliques permettent d’estimer le pourcentage de
cellules mutées a 50 %, 50 % et 10 %, respectivement pour les cultures en 2D, agrégats et encapsulées.
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Figure 71. Résultats QC-Stem : analyse SNP des génomes initiaux et finaux
Caryotypes virtuels issues d’une puce Genome-wide human SNP Array 6.0 affymetrix de Thermo Fisher. Ces
analyses ont été réalisées a I'Institut Curie (plateforme de génomique, David Gentien).
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Pour suivre la dynamique de sélection au cours du temps, des échantillons ont été analysés a chaque
passage avec un panel ddPCR ciblant 24 anomalies chromosomiques récurrentes pour les cellules souches
pluripotentes (Stemgenomics, Digital droplet PCR, iCS-digital™ 24 sondes ; Assou et al., 2020 ; cf. figure
72) Seule la région 20g a montré une augmentation significative du nombre moyen de copies. En début
de culture, le nombre de copies moyen 20g11.21 était initialement proche de deux, témoignant d’une
proportion trés faible de cellules mutées a J1. Par la suite, une augmentation du nombre moyen de copies
a témoigné d’une sélection positive du clone mutant et de son pourcentage grandissant en culture. Un
nombre de copies moyen de 2,5 copies sur I’échantillon correspond environ a 50 % de cellules mutées.
On observe que la sélection des cellules mutées dans les capsules est au moins quatre fois plus lente que
dans le bras expérimental agrégats et deux fois plus lente que dans le bras en 2D.

Un caryotypage trés haute résolution, par marquage de fragments d’ADN tres longs et I'utilisation de
puces nanofluidiques a également été réalisée par I'’équipe de David Gentien a la plateforme de
génomique de I'Institut Curie (« optical genome mapping » Bionano). Elle corrobore les analyses ddPCR
et SNP.

Figure 72. Résultats QC-Stem : évaluation de la dérive génétique par ddPCR (page suivante)

(A) Panel ddPCR StemGenomics iCS digital 24 sondes : résultats pour I'échantillon initial (JO) et pour I’échantillon
agrégat (J28). La seule déviation significative est observée pour la région 20g11.21 de I'échantillon agrégats. (B) Vue
d’ensemble des analyses ddPCR réalisées a chaque passage. En vert figurent les sondes non significatives (sans gain
ou perte chromosomique); en violet, les sondes significatives. (C) Evolution temporelle du nombre moyen de
copies 20q11.21 en fonction du temps en culture ou rapportée au facteur d’amplification cumulé. La moyenne des
écarts-types de I'ensemble des échantillons était de 0,12.
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2.2 MAINTENANCE ET HOMOGENEITE DES STRUCTURES EPITHELIALES

La structure épiblastoide explique probablement, une partie du gain de qualité observé (cf. paragraphe
2.6 organoides et paragraphe 3.3 modeles épiblastiques).

Pour approfondir cette piste nous nous sommes intéressés aux différentes conformations des
épiblastoides encapsulés. La croissance des colonies 3D en capsules est symétrique et homogéne (cf.
article C-Stem, figure 2). Des observations vidéo-microscopiques complémentaires nous ont permis
d’observer les situations suivantes.

e lorsque plusieurs cystes se développent dans un méme microcompartiment capsulaire, ceux
rentrant en contact peuvent fusionner s’ils sont petits ou se repousser s’ils sont plus gros. Dans les
deux cas, le phénotype épithélial est stable (cf. figure 73A).

e Siun cyste croit au-dela des dimensions physiologiques (épaisseur de I’épithélium > 60 um), on peut
observer une « fracture » de I’épithélium et la formation de lumen secondaires intra-épithéliaux (cf.
figure 73B-C).

Ces phénomeénes de fusions de cystes et de lumens secondaires contrebalancent les fluctuations
d’ensemencement des capsules et contribuent au maintien d’'une homogénéité phénotypique des cellules
en culture.

L’étude fine de la structure des cystes en microscopie confocale, nous permet d’en décrire les aspects
suivants (cf. figure 73D-F).

Cystes de petite taille (~100 um) : Cystes de grande taille (~200 um) :
e aspect cuboide de I'épithélium ; e aspect pseudostratifié ;
e tendance a l'orientation des mitoses de e noyaux semblant étre répartis en deux strates, avec
maniere tangente a épithélium. la majorité des noyaux du coté basal de I'épithélium ;

e mitoses a la face apicale de I'épithélium.

Ce travail préliminaire sur 'orientation des mitoses dans les épiblastoides encapsulés présente une
ressemblance frappante avec celle présentée dans Knouse et al (introduction générale et figure 25).

Figure 73. Epithélium épiblastique (pages suivantes)

(A) Fusion de deux petits épiblastoides sans perte de la configuration cystique, puis contact de deux épiblastoides
de plus grande taille qui se repoussent, sans effondrement de leur configuration cystique. (B-C) Observation d’une
ou de plusieurs rangées de lumens secondaires intraépithéliales. Lignée reportrice utilisée exprimant
intrinsequement ZO1-GFP (les protéines de jonction serrées apparaissent en vert, lignée Allen Institute, AICS-0023
cl.20). (D) Microscopie confocale avec marquage des noyaux et de I'actine (DAPI et phalloidine) d’un épiblastoide
encapsulé d’environ 100 um de diametre (coupe équatoriale). (E) Microscopie confocale avec marquage des noyaux
(DAPI) et image transmise d’un épiblastoide encapsulé d’environ 200 um de diameétre (coupe équatoriale). Le profil
d’intensité radial du signal DAPI montre une organisation des noyaux en deux couches et une répartition des noyaux
prédominante a la base du cyste. (F) Position apicale de mitoses dans un épithélium pseudostratifié d’un épiblastoide
encapsulé.
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Identité cellulaire des cellules souches pluripotentes in capsulo

Il nous reste a déterminer, parmi les nuances de pluripotence, si les épiblastoides encapsulés sont
constitués de cellules souches « amorcées » similaires aux standards biomédicaux actuels (cf. introduction
générale, paragraphe 4.5). L'idée que la dimension des cultures impacte le stade de pluripotence a
récemment été débattue ; Par exemple, les agrégats en 3D, qui n‘ont pas d’organisation épithéliale,
développent une mémoire épigénétique de maniére passive et tendent a exprimer partiellement des
génes naifs (Thanuthanakhun et al., 2021).

Nous avons tout d’abord comparé les cellules d’épiblastoides encapsulés avec des cellules de cultures
conventionnelles en 2D et des agrégats d’iPS. Pour ce faire, nous avons utilisé un panel gPCR couvrant un
ensemble de génes associés a la pluripotence naive et a la pluripotence amorcée (cf. figure 74). Les profils
d’expression obtenus sont trés ressemblants, et I'on peut penser que les cellules d’épiblastoides
encapsulés sont plus proches d’un statut amorcé conventionnel que d’un stade naif. Ceci parait cohérent
avec l'utilisation commune, pour ces trois bras expérimentaux, d’'un méme milieu « amorcé » (MTSR1).
Pour analyser avec plus de finesse l'identité des cellules issues d’épiblastoides, il faudrait utiliser la
transcriptomique en cellules uniques, des profilages épigénétiques et des tests de différenciation
germinale. Il serait également intéressant d’évaluer cette identité cellulaire a des stades précoces et
tardifs de la croissance épiblastoide, et d’estimer la stabilité de cette identité cellulaire au cours de
plusieurs encapsulations successives.

2D

Relative Expression
Relative Expression

Genes Genes

Gene Classification

EPIBLASTOIDES Naive > Pimed
. Primed > Naive

Pluripotent

. Endoderm

Mesoderm

TN . Ectoderm

. Partially Reprogrammed

Relative Expression

Génes.
Figure 74. Panels gPCR comparés : 2D, agrégats, épiblastoides encapsulés
Référence du panel : Human Pluripotent Stem Cell Naive State qPCR Array StemCell Technologies
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3. DISCUSSION DE LA PARTIE 2

3.1 SELECTION EN CULTURE DE LA MUTATION 20q11.21

Nous avons choisi d’étudier la sélection en culture de I'aberration chromosomique la plus fréquente,
20g11.21, de maniére comparative et pendant 28 jours. Dans ce cadre expérimental précis, nous avons
constaté que la sélection du clone mutant 20g11.21 est environ deux a quatre fois plus lente dans le
systeme épiblastoide qu’en agrégats ou en culture 2D classique. Cela pourrait s’expliquer par :
o Une meilleure viabilité.
e Une fréquence de dissociation/passage plus faible.
e Une meilleure amplification qui permet de réduire le temps en culture pour atteindre le nombre
de cellules nécessaire.
o |l est également envisageable que la compartimentalisation par microcapsules permette de
limiter la sélection positive des cellules mutantes. Si celles-ci se multipliaient plus vite, les
« cloisons étanches » contiendraient leur croissance.

La mortalité élevée des cellules souches pluripotentes in vitro, nous a poussé a d’abord étudier la sélection
positive des cellules mutantes en culture. Toutefois, pour bien comprendre les différents systéme de
culture, on doit également s’intéresser aux mécanismes de mutagenese, de correction et de sélection
négative dans chacun d’eux (Araki et al., 2020 ; J. Halliwell et al., 2020 ; S. M. I. Hussein et al., 2013 ; Mani
et al., 2020 ; Tichy, 2011 ; Weissbein et al., 2014) (cf. figure 75).

La génétique comparée avec les cultures 2D/agrégats pourrait étre poursuivie avec d’autres types de
mutations (cf. Partie2, introduction, paragraphe 1.3). Les différences épigénétiques et les différences
d’inactivation du chromosome X semblent étre une voie de recherche importante (Lopes, 2021 ;
Thanuthanakhun et al., 2021).

CORRECTION
INTEGRITE

SELECTION NEGATIVE

Figure 75. L’équilibre dynamique du génome, entre intégrité et dérive
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Il faudra également répéter ces évaluations durant I’évolution de C-Stem™. Les nouveaux parameétres
physiologiques susceptibles d’améliorer la stabilité génétique incluent la culture hypoxique, la
supplémentation nucléosidique, une nouvelle matrice ou la formulation du milieu et un changement
significatif de bioréacteur.

Il serait particulierement intéressant d’estimer le taux de mutations lors de cultures prolongées, comme
cela a été proposé dans certaines études (Cervantes et al., 2002 ; S. M. |. Hussein et al., 2013 ; Sverdlov &
Mineev, 2013 ; Thompson et al., 2020), ou d’évaluer la résistance des épiblastoides a des stress oxydatifs
ou mutationnels (Singla et al., 2020). L’utilisation de tests ne se limitant pas aux mutations récurrentes
connues (en 2D) permettrait également de rechercher d’éventuelles mutations qui auraient été
sélectionnées spécifiquement lors d’une culture épiblastoide.

De nouvelles technologies, en cours de développement, devrait détecter des perturbations invisibles
jusqu’a présent : séquencage génome entier ou exome a trés haute profondeur de lecture, multi-omics
en cellules uniques, optical genome maping (Bionano®), épigénome, longs ARN non codants
(Bouckenheimer, 2016 ; Bouckenheimer et al., 2016). De plus, I'imagerie en 4D devrait également
permettre d’invetiguer les défauts de ségrégation chromosomique (Knouse et al., 2018), mais également
sur les phénomenes de sélection positive ou négative (Singla et al., 2020).

Le contrble qualité des cellules souches a visée clinique est essentiel. Il n’existe pas aujourd’hui de
méthode unique d’évaluation. Il faut combiner les tests a des étapes régulieres de I'expansion et de la
différenciation (Andrews et al., 2017 ; Assou et al., 2018 ; Ben-David, 2014 ; Bhutani et al., 2016 ; Bock et
al., 2011 ; D’Antonio et al., 2017, 2018 ; Jo et al., 2020 ; Kanchan et al., 2020 ; L. C. Laurent et al., 2011 ;
Mclntire et al., 2020 ; Merkle et al., 2020 ; Panopoulos et al., 2017 ; Peterson & Loring, 2014 ; Popp et al.,
2018; Rohani et al., 2018; Steeg et al., 2021 ; Sullivan et al., 2018 ) ; (Blokzijl et al., 2016 ; M. Kim et al.,
2017; ). Loring, 2016 ; Steichen et al., 2019 ; Varela et al., 2012).

L'interprétation des données génétiques brutes est également un défi : méme lorsqu’on identifie une

mutation pro-oncogéene acquise en culture, I'impact fonctionnel et les risques réels de tumorigenése sont
difficiles a établir (Attwood & Edel, 2019 ; Avior et al., 2019 ; Peterson & Loring, 2014 ; Yamanaka, 2020).
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Les facteurs d’amplifications des divers systemes de culture peuvent étre exprimés sur des durées variées
compliquant leur comparaison directe. Le temps moyen de cycle cellulaire (Population Doubling Time PDT)
est un parametre de croissance tres utilisé mais il n’intégre pas la contrainte du nombre de cellules
initiales. Certains systémes de culture sont dépendant d’une pré-amplification en 2D importante avant de
pouvoir ensemencer des cultures en suspension (« high-density seed banks », S. Huang et al., 2020). Si
I’on définit le million to trillion time (MTT) comme étant le temps nécessaire pour passer d’un million a un
trillion de cellules souches pluripotentes en culture, on peut facilement comparer C-Stem™ aux systémes
de culture existants. La durée d’amplification en culture constitue un critére composite quantitatif et
qualitatif. Avec notre systeme encapsulé, il faut environ 19 jours et trois passages, alors que les agrégats
et cultures en 2D nécessitent un temps en culture et un nombre de passages deux a trois fois plus élevés
(cf. figure 76).

Figure 76. ‘Million to Trillion Time’
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3.2 CONTROLE QUALITE TISSULAIRE DES EPIBLASTOIDES

L'étude de la mutagenése et de la compétition cellulaire souléve une interrogation : notre culture
d’épiblastoides encapsulés est-elle suffisamment proche de I'in vivo pour en récapituler le controle qualité
tissulaire ?

Il serait intéressant d’observer et d’évaluer la ségrégation chromosomique dans les épiblastoides (Knouse
et al., 2018). La comparaison des mécanismes tissulaires dans différents systémes de culture pourrait étre
utile. On pourrait ainsi déterminer si ces processus sont altérés dans des cultures en 2D et agrégats dont
I’épithélialisation est absente ou incompléte. En outre, il serait important de comprendre si
I’épaississement de I'épithélium pseudostratifié joue un réle dans ces mécanismes. De plus, il faudrait
déterminer quelles mutations sont détectées puis éliminées, si certaines échappent a ce mécanisme et
sont sélectionnées positivement (Price et al., 2021).

Les mécanismes de défense épithéliale contre les cancers, décrits en cancérologie, ont pu étre observés
dans des modeéles développementaux (Z.lJi et al., 2021 ; Morata & Ripoll, 1975). Sont-ils également
impliqués dans la détection et I’élimination des cellules souches pluripotentes mutantes ? Quels
paramétres biophysiques du microenvironnement et du cyste influent sur cette compétition cellulaire ?

3.3 MODELE PROPOSE

Nous avons montré que la culture encapsulée de colonies de cellules souches en 3D est reproductible et
stable dans le temps. Les encapsulations successives permettent de maintenir une bonne viabilité, un
facteur d’amplification élevé, une expression trés forte des marqueurs de la pluripotence et la
morphologie épiblastique. L'interdisciplinarité est la clef de vo(te de ces résultats.

e La motivation vient des observations en embryologie.

e la production de capsules vient de la microfluidique.

e Les approches en bioréacteurs viennent de la bioproduction industrielle.

e Laformation d’épiblastoides vient d’'une convergence entre I'embryologie in vitro et les

organoides.

Nous proposons que cette interdisciplinarité sera nécessaire pour maintenir I'intégrité génétique des
cellules souche pluripotentes en culture (cf. figure 77).

Les résultats présentés dans cette partie sont centrés sur la sélection positive d’une mutation connue.
Pour prouver la supériorité de la culture en bioréacteur d’épiblastes encapsulés par rapport aux standards
actuels, il faudra caractériser profondément la dérive des épiblastes encapsulés en culture. Dans cette
optique, TreeFrog travaille en partenariat avec le consortium QC-Stem (TreeFrog Therapeutics, 2020). Il
réunit l'institut des maladies génétiques Imagine (Paris), le FBRI (Kobe), le Harvard Stem Cell Institute
(Boston) et le Dana-Farber Cancer Institute (Boston). Sa vocation est de renforcer I’étude sur la génétique
des cellules souches encapsulées.
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Figure 77. Comment C-Stem pourrait préserver I'intégrité génétique ?

Cette figure présente les mécanismes dont on suppose qu’ils peuvent assurer une intégrité génétique proche de I'in
vivo lors de I'expansion des cellules souches pluripotentes. L’encapsulation permet de cultiver des micro-tissus dans
des niches biomimétiques protégées. Elle fait converger la biologie, la biophysique et le bioprocessing.
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4. CONCLUSION DE LA PARTIE 2

Le maintien de I'intégrité du génome est la résultante de multiples phénomeénes biologiques et physiques.
Les cultures conventionnelles en 2D ou en agrégats généerent une mortalité importante et des passages
fréquents qui imposent une forte pression de sélection. Nous postulons qu’en répliquant la niche des
cellules pluripotentes, I'épiblaste, dans les micro-capsules, nous pourrions atteindre une homéostasie
génotypique et phénotypique proche de celle observée in vivo.

POINTS CLES PRESERVER L'INTEGRITE GENETIQUE DES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES

La culture de cellules souches pluripotentes sous forme d’épiblastoides encapsulés est stable
et reproductible durant une culture prolongée en bioréacteur.

La sélection positive de la mutation chromosomique 20g11.21 est moins forte lors d’une
culture prolongée épiblastoide que dans des cultures conventionnelles.

La meilleure viabilité observée dans les épiblastoides, ainsi que le gain d’amplification et un
temps en culture réduit pourraient étre les principaux facteurs permettant de maitriser la
dérive génétique.

Le profil d’expression génique des cellules souches est proche entre épiblastoides, culture en
2D et agrégats ; ce sont des cellules souches conventionnelles « amorcées ». L’identité précise
des cellules au sein des épiblastoides devra étre investiguée afin de préciser si elles relevent
plutot d’une identité « formative ».

L'architecture épithéliale polarisée est particulierement stable et homogene in capsulo, par des
phénomeénes de fusions de cystes et de lumens secondaires.

L’histologie des épiblastoides comprend des similitudes avec les épiblastes in vivo:
épaississement pseudostratifié graduel avec majorité des noyaux au pole basocellulaire,
orientation tangente des mitoses plutot apicales.
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DISCUSSION GENERALE




1. BIOPRODUCTION QUANTITATIVE ET QUALITATIVE

Les capsules creuses en bioréacteur préservent les cellules souches pluripotentes et leurs niches lors
d’une production industrielle par des machines automatisées.

Dans la premiéere partie de cette these, nous avons présenté un systéme de culture biomimétique en 3D
protégé qui permet la montée en échelle de la production de cellules souches pluripotentes. Dans la

deuxieme partie, nous avons détaillé les premiers résultats qui explorent I'intégrité génétique de ces
colonies épiblastoides encapsulées.

En réunissant dans un méme systéme de culture les avantages des organoides et des bioréacteurs, nous
tentons de concilier les exigences quantitatives et qualitatives de bioproduction des thérapies cellulaires
(cf. figure 78). Nous avons appelé cette stratégie de culture cellulaire encapsulée « C-Stem™ ».
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Figure 78. Courbe qualité/quantité des systémes de culture des cellules souches pluripotentes
Isobares quanti-qualitatives illustrant I'objectif poursuivi par I'entreprise TreeFrog Therapeutics : produire en masse

des cellules thérapeutiques tout en préservant leurs qualités physiologiques. lllustration adaptée de « A culture
system that combines scale-up and quality » par Pierre-Emmanuel Gaultier, TreeFrog Therapeutics, 2021.
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2. C-Stem™ : UN OUTIL POLYVALENT ET INTEGRE

C-Stem™ est facilement ajustable. De multiples parameétres peuvent étre modifiés en fonction des
besoins : la taille, I'épaisseur et la composition de la capsule, les éléments de matrice ou de signalisation
utilisés, le nombre de cellules encapsulées, le nombre et le type de cellules et d’éléments co-encapsulés,
etc. L'avantage majeur des capsules creuses est de regrouper dans un microcompartiment
géométriguement maitrisé des cellules et des éléments de niche. Dans des conditions favorables de
culture, ces cellules peuvent s’auto-organiser et reprendre alors un programme développemental
physiologique. Cela en fait un outil adéquat pour la culture d’épiblastoides mais aussi pour la
différenciation et la culture d’organoides (cf. figure 79).

Lors des prochaines recherches menées pour maitriser cette différenciation en capsule, un grand nombre
de parameétres devront étre évalués simultanément. D’'une part, les parameétres biochimiques, en
optimisant les protocoles déja établis en 2D ; d’autre part, les paramétres biophysiques de la niche et de
la capsule.

La temporisation de la différenciation est un autre paramétre a prendre en compte. Dans les protocoles
issus de colonies en 2D, d’agrégats de cellules souches ou de corps embryonnaires, la taille des colonies,
leur degré de confluence, leur identité fine et leur stade jouent un réle important dans le succes de la
différenciation (Laco et al., 2018). De la méme maniére, on pourra évaluer quel est le meilleur stade
épiblastoide pour commencer une différenciation (Girgin et al., 2021) et quelles sont les différences
fonctionnelles lors de la différenciation entre un grand cyste pleinement épithélialisé (ex : 200 um de
diameétre, épithélium pseudo stratifié > 40 um) et un petit cyste partiellement épithélialisé/polarisé (ex :
100 pum de diametre, épithélium cuboide < 20 um). Il y a un grand nombre de combinaisons possible, et il
sera sans doute nécessaire d’utiliser les possibilités de criblage haut débit des capsules pour accélérer ces
explorations.

La protection mécanique des microcapsules est bénéfique pendant la différenciation. En effet, certaines
cellules différenciées sont particulierement fragiles. Lors de la différenciation neurale, par exemple, la
structure en 3D et la capsule protéegent les neurites des lésions majeures habituellement observées dans
des cultures conventionnelles (Alessandri, Feyeux, Gurchenkov, Delgado, Trushko, Krause, Vignjevic,
Nassoy, & Roux, 2016).

Figure 79. Différenciation en 3D in capsulo (page suivante)

(A) LUencapsulation et la culture en bioréacteur peuvent étre utilisées a la fois pour I"'amplification des
cellules souches pluripotentes, mais aussi pour la différenciation in capsulo (C-STEM). (B) Le cycle
d’encapsulation et d’amplification des cellules souches constitue un passage. Ce dernier peut étre suivi
d’un autre passage ou d’une différenciation. Cette capacité d’autorenouvellement et de différenciation
des capsules nous incite a utiliser le terme de « capsules pluripotentes ».
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3. LA THERAPIE ORGANOIDE : L’AVENIR DE LA THERAPIE CELLULAIRE ?

Notre stratégie de niche encapsulée permet une différenciation biomimétique 3D et la culture
d’organoides. Malgré I'essor relativement récent des organoides et de leurs usages in vitro (Eisenstein,
2018), ils commencent a étre utilisés a des fins thérapeutiques (Berishvili et al., 2021; Hofer & Lutolf, 2021;
Stevens & Murry, 2018; Xinaris, 2019).

A ce jour, les micro-tissus dérivés de cellules souches utilisés en clinique, consistent principalement en
desilots de Langerhans pour le diabéte (T. Desai & Shea, 2017; Shapiro, 2000; Vertex, n.d.), des épithélium
pigmentés et rétiniens en ophtalmologie (Assawachananont et al., 2014; Diniz et al., 2013; Shirai et al.,
2016; Stern et al., 2018), des greffes de peau artificielles (Hirsch et al., 2017) ou des patch cardiaques
(Menasché et al., 2015). Chez I'animal, on peut citer certaines études pionniéres : greffes d’organoides
intestinaux (Fordham et al., 2013; Yui et al., 2012), hépatiques (Huch et al., 2013; Takebe et al., 2013,
2014, 2017), neuraux (Alessandri, Feyeux, Gurchenkov, Delgado, Trushko, Krause, Vignjevi¢, Nassoy, &
Roux, 2016b; Feyeux et al., 2016; M. A. Lancaster, 2018).

Ces « thérapies organoides » offriraient en théorie de nombreux avantages par rapport aux thérapies
cellulaires issues de formats de culture conventionnels :

o Identité et fonctions. La différenciation biomimétique tente de reproduire le plus fidelement
possible I'émergence des fonctions micro-tissulaires. Cette échelle micro-tissulaire se rapproche des
unités fonctionnelles des organes, ce qui permet d’en reproduire certaines propriétés sans avoir
besoin de recréer un organe entier. L'objectif est de produire in vitro des cellules a I'identité moins
artificielles et qui fonctionnent mieux que celles issues de cultures en 2D ou en 3D-simples. Toutefois
le contréle de la différenciation des organoides est un enjeux important pour obtenir des structures
homogenes et reproductibles.

e Maturation. La culture prolongée de ces organoides et les interactions complexes qui s’y produisent,
contribuent a une maturation plus poussée des cellules. L’'identité des cellules greffées peut étre
d’avantage contrélée que lors de I'injection de cellules moins matures qui doivent terminer leur
différenciation in vivo (dans un environnement souvent inflammatoire lié a la greffe elle-méme ou a
la maladie sous-jacente). Ce stade post-mitotique stable aide également a minimiser la présence de
cellules souches ou de progéniteurs résiduels dans les greffons, réduisant ainsi le risque de
tératomes.

o Greffe et intégration. On peut également espérer, que ces organoides soient plus résistant lors d’'une
procédure de greffe et qu’ils s’integrent mieux. Les thérapies cellulaires injectées sous forme de
suspension cellulaire résistent tres mal aux dommages mécaniques liés a l'injection ; leur intégration
est souvent mauvaise avec un taux de survie cellulaire post-greffe extrémement faible. Le format en
3D tissulaire des organoides et I'incorporation d’éléments vasculaires, immunitaires ou de matrice
extracellulaire favorisent le maintien de I'architecture et de la fonction pendant et apres la greffe
(Takebe et al., 2014).

e Génétique. Enfin, la probable meilleure stabilité génétique des organoides (cf. partie 2, paragraphe
3.2) pourrait contribuer a sécuriser davantage la greffe.
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En suivant une logique physio-mimétique, les thérapies organoides ou « mini-greffes » pourraient
apporter un gain d’efficacité et de sécurité (cf. figure 80). Apres la transfusion, les greffes d’organes, les
thérapies cellulaires, les thérapies organoides constitueront peut-étre une quatrieme étape dans le
développement de la médecine régénératrice (cf. figure 9).

Ces évolutions récentes des thérapies cellulaires conventionnelles, doivent encore faire leurs preuves.
Cela demandera de faire des avancées importantes dans de nombreux domaines. Des systemes de
production en masse d’organoides devront étre développés (Brandenberg et al., 2020; Doulgkeroglou et
al., 2020; Takebe et al., 2017), de nouvelles méthodes de contrble qualité seront nécessaires et avec elles
de nouveaux critéres d’évaluation réglementaire.

THERAPIE THERAPIE GREFFE
CELLULAIRE ORGANOIDE D’ORGANE
“MINI-GREFFE”
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Figure 80. Thérapies organoides : des mini-greffes issues de cellules souches

Bien que les greffes d’organes aient démontré leur efficacité et leur sécurité sur la durée, on manque de donneurs.
De plus, elles peuvent s’avérer invasives. Les thérapies cellulaires et les thérapies organoides, toujours en cours de
développement, bénéficient d’une source cellulaire illimitée, d’'une immunocompatibilité avancée par l'ingénierie
génétique ou par stratégie autologue. Les thérapies organoides pourraient dépasser les limites des thérapies
cellulaires en matiere d’efficacité et de sécurité. Schéma d’organoide issu de « Developing a multidisciplinary
approach for engineering stem cell organoids » par Wechsler et al., 2020.

couTt
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Ces cultures organoides mettent en ceuvre une grande interdisciplinarité (Garreta et al., 2021; Wechsler
et al., 2020). Les micro-capsules creuses sont un catalyseur pour cette synergie des sciences (cf. figure 81)
(van Duinen et al., 2015) ; La rencontre confinée de la biologie du développement, des sciences micro-
environnementales, de I'immunologie, de l'ingénierie génétique et de la bioproduction devraient
permettre de créer de nouvelles thérapies affranchies des verrous médico-scientifiques actuels.

Au-dela des sciences, Tanakori Takebe décrit trés bien les besoins spécifiques de cette « médecine

organoides » et les centres de recherche interdisciplinaires qui s’y illustrent (Takebe et al., 2018) (cf. figure
81).
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Figure 81. Médecine organoide et victoire de la microfluidique ?

(A) Takanori Takebe évoque les principaux défis de la médecine organoide et montre qu’une organisation en hub
interdisciplinaire est nécessaire : médecine, sciences, industries, innovations, « Organoid center strategies for
accelerating clinical translation » par Takebe et al., 2018. (B) La microfluidique est une science relativement récente.
Van Duiden et al. suggérent que sa rencontre avec la biologie cellulaire permettra de généraliser des modeles 3D et
la médecine personnalisée. Schéma adapté de « Microfluidic 3D cell culture : from tools to tissue models » par van
Duinen et al., 2015.

Notre technologie pourrait s’appliquer a cette nouvelle discipline ; C-STEM devenant a la fois une
plateforme de production a grande échelle de cellules souches pluripotentes, de thérapies cellulaires et
de thérapies organoides.
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4. CONCLUSION PERSONNELLE

La biologie du développement est une science fascinante. Il est émouvant de constater que les livres
historiques descriptifs prennent aujourd’hui une nouvelle dimension avec I'essor de I'embryologie de
synthése et des organoides. L'application des découvertes fondamentales dans le champ clinique et au
sein de la médecine régénérative est tres prometteuse. La percée des CAR-T nous encourage et nous
guide. Méme si cela prendra de longues années, je pense que les thérapies cellulaires et organoides
pourront tenir leurs promesses et proposer des greffons accessibles, efficaces et sdrs.

Le systeme de culture présenté dans cette thése et les questions soulevées soulignent I'intérét d’une
approche globale interdisciplinaire. Aucune science ne doit étre omise lorsque I'on développe une
thérapie cellulaire, si I'on veut éviter les écueils. Les apports réciproques de la biologie du développement
et de la biologie de la production, le lien entre génétique et biophysique sont des sujets qui m’ont
particulierement passionnés.

L’encapsulation d’une niche de synthese finement maitrisée apparait essentielle pour la culture des
cellules souches et leur différenciation. Ce ne sont pas les cellules qui doivent s’adapter aux conditions de
cultures a leurs dépens, mais bien les conditions de culture qui doivent s’adapter aux cellules. Cette
démarche biomimétique et les systémes de culture reproduisant I'in vivo commencent tout juste a
émerger.

Les capsules sont un outil de recherche fondamentale trés puissant. Le contrdle de la niche cellulaire, la
compatibilité avec la microscopie, les possibilités haut débit en font un outil idéal pour étudier les
interactions cellulaires lors des processus développementaux. Le début de la différenciation cellulaire et
les interactions avec la vascularisation et I'innervation sont des questions fondamentales vastes et
passionnantes.

La biologie des systemes et la modélisation informatique sont également des disciplines cruciales, car elles
permettent d’explorer et de comprendre plus rapidement le monde de parametres. Dans cette optique,
nous travaillons avec Jean-Frangois Joanny (Collége de France) et Martine Ben Amar (Ecole normale
supérieure), en physique théorique et simulation continue. Nous collaborons également avec Dirk Drasdo
et Paul Van Liedekerke de I'INRIA afin d’établir des simulations Agent-Based Modeling. A terme, la
modélisation numérique et les « jumeaux numériques » contribueront a prédire et a comprendre de
nombreux aspects des thérapies cellulaires : intégrité génétique, biophysique des cultures agitées,
croissance et différenciation, intégration de la greffe.

J'ai eu la chance d’observer I'encapsulation avec des caméras rapides et les cellules souches avec une

grande variété de microscopes. Ce fut une nécessité mais avant tout un plaisir.
Que les sciences sont belles !
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ANNEXES




1. LEGENDES DES ILLUSTRATIONS DE COUVERTURE

Figure 82. Couverture de I'introduction générale : Coupola

Epiblastoide d’environ 200 um de diamétre, coupe transverse, marquage de noyaux
en cyan et du réseau d’actine en violet. Culture et microscopie : Philippe Cohen.
Rendu 3D : Jérémie Teillon, Bordeaux Imaging Center. Logiciel AGAVE congu par The
Allen Institute for Cell Science.

Figure 83. Couverture de la partie 1 : Virtual capsules
Représentation artistique d’un épiblastoide encapsulé dans une culture en
suspension.

Figure 84. Couverture de la partie 2 : Eclipse

Microscopie confocale, coupes équatoriales d’épiblastoides montrant
I’'agencement des noyaux cellulaires. Culture et microscopie confocale :
Philippe Cohen.

Figure 85. Couverture de la Discussion générale : Pluripotent droplets
Groupe de capsules en suspension contenant des colonies de cellules souches
pluripotentes épiblastiques. Culture et microscopie conventionnelle :

Philippe Cohen.

Figure 86. Couverture des Annexes : The stem cell foam
Epiblastoide extraphysiologique de 800 pm présentant des lumens secondaires
intraépithéliaux. Culture et microscopie confocale : Philippe Cohen.
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ABSTRACT

Human pluripotent stem cells (hPSCs) are a promising cellular source in cell therapies or regenerative
medicine and they allow to address fundamental mechanisms in embryogenesis. However, their culture
to provide large amountsof high quality stem cells remains challenging. Here, using an encapsulation
microfluidic device, we observe that spherical closed monolayers of hPSCs, or cysts, are formed and
we monitor their morphology, organization andgrowth in a pseudo-stratified epithelia before and after
they get confined by the capsule wall. Then, we present a morpho-elastic model to quantitatively
explain the growth dynamics. The model is based on Neo-Hookean elasticity with anisotropic growth
where stresses are concentrated within the cyst. Cystgrowth is shown to be quasi-exponential, hardly
reduced by a compression- induced correction. We hypothesize that this peculiar morphological dynam
ics, which is controlled by elasticity and anisotropic growth, might provide new strategies to optimize the

production of medical grade hPSCs.
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INTRODUCTION

Human pluripotent stem cells (hPSCs) have emerged as the most promising cellular source for cell
therapies, organ engineering or drug testing, because of the possibility to reprogram terminally
differentiated cells into human induced pluripotent cells (hiPSCs) (K. Takahashi & Yamanaka, 2006), which
are then capable of expanding infinitely before differentiation on demand. While differentiation protocols
towards mature phenotypes have been recently improved, one of the greatest bottlenecks for biomedical
applications remains upstream: the culture and expansion of hPSCs to clinically-relevant numbers.
Typically 105-10%° cells are required for stem cells derived therapies. The standard method for cell
expansion relies on 2D tissue culture. Not only is the expansion rate limited by the surface area of the
flasks, but also by laborious tasks of replating and colony selection that lead to inherent heterogeneity and
lack of reproducibility. Better, less time-consuming and more cost-effective scalability can be achieved
with suspension culture systems such as microcarriers or aggregates in stirred bioreactors (Borys et al.,
2020). Embedded single cells, cell aggregates or cell-on-microcarriers in a gel allow for further
improvements, especially to protect the cells against shear forces at play in agitated cultures (Lei &
Schaffer, 2013b). In all cases, pluripotency markers are conserved and although the expansion rate
depends on the method (scaffold versus suspension, natureof the scaffold), on the initial cell density,
on the seeding strategy (single cell versus clusters) and on the composition of the culture medium, hiPSCs
expansion results in the formation and growth of spheroids that ultimately reach a maximal size of about
300 um, corresponding to thelimit above which oxygen and nutrient diffusion restriction leads to the
formation of necrotic cores.

In parallel, in a completely different context, hPSCs have been used to investigate in vitro the self-
organization programs that are executed in the embryo in vivo. Several works have shown that pluripotent
stem cells self-organize into cysts reminiscent of the lumenal epiblast stage (Zheng et al., 2019). Starting
from a two-cell assembly (Taniguchi et al., 2015a) or with a single hPSC with a perinuclear apicosome
structure (Taniguchi et al., 2017), hPSCs seem to be programmed to form lumen and thus cysts upon
growth.

At the onset of this work, we found puzzling that 3D cultures of pluripotent stem cells are reported to
form aggregates (i.e plain spheroids, without lumen) (Borys et al., 2020; Lei & Schaffer, 2013b; Olmer et
al., 2010) when tissue engineeringand regenerative medicine applications are aimed, while they readily
self-organize in polarized cysts in developmental biology oriented works for similar medium and
engineered ECM conditions. We have recently developed a microfluidic technique that allows to grow
pluripotent stem cells in permeable micro-compartments or capsules (Alessandri et al., 2013; Alessandri,
Feyeux, Gurchenkov, Delgado, Trushko, Krause, Vignjevi¢, Nassoy, & Roux, 2016a). Its high throughput
capability makes the approach a priori compatible with a massive production required in regenerative
medicine. However, since all micro-compartments can be handled and monitored individually,we have
also investigated the morphology and monitored the growth of 3D hiPSCs cultures within individual
capsules. Here, we show that 3D cell cultures of hiPSCs indeed start growingas cysts that further become
pseudostratified epithelia closed around a lumen. We analyze the peculiar features of growth dynamics
and propose a simple morpho-elastic model to account for the radial expansion of the cyst and the
thickening of the epithelium. The model is criticallytested and validated by setting elastic boundaries
corresponding to the post-confluent stage of the cysts when they reach the size of the capsule and are
constrained by the shell.
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RESULTS

HiPSCs encapsulation

We encapsulated a suspension of hiPSCs in hollow alginate spheres, referred to as capsules, following a
protocol previously reported (Alessandri, Feyeux, Gurchenkov, Delgado, Trushko, Krause, Vignjevi¢, Nassoy,
& Roux, 2016a). Briefly, we used a 3D-printed microfluidic device to generate a composite co-extrusion flow
: the cell suspension is injected in the inner capillaryand is surrounded by an alginate solution that flows
into the outer channel. Both solutions are separated by a neutral sorbitol solution to prevent calcium
diffusion from the cell suspension to the alginate solution and cause chip plugging. On exiting the nozzle,
the Rayleigh-Plateau instability fragments the coaxial flow into composite droplets. In this jetting regime,
the dropletradius is set by the diameter of the nozzle (around 150 um). When the droplets fall into a
100 mM calcium bath, the alginate undergoes rapid gelation, and cells are entrapped in hollow capsules (Fig.
1a). Since hiPSCs are sensitive to anoikis and that native alginate is cell-repellent, we introduced Matrigel into
the gel suspension. As reported previously (Alessandri, Feyeux, Gurchenkov, Delgado, Trushko, Krause,
Vignjevié, Nassoy, & Roux, 2016a) , liquid Matrigel crosslinks in warm (37°C) calcium bath, forming a few
micrometers thick layer interconnectedwith the alginate inner wall to which hiPSCs may adhere. We used
low encapsulation densities,in the order of 4 x 10° cells/mL in the cell-Matrigel suspension so that the number
of cells per capsule upon encapsulation is kept low, but sufficient to promote proliferation, typically below
10 cells. The capsules were then transferred to mTSER1 medium and placed into the incubatorfor one day
before monitoring by video-microscopy.

Growth stages of encapsulated hiPSC cysts

Using phase contrast imaging, we observed that hiPSCs, which were encapsulated within individual
capsules, readily self-organize as a cyst in 3D around a central lumen. We could then monitor their growth
over a period of almost two weeks on a temperature - and atmosphere - controlled microscope stage.
Representative snapshots of cyst growth are displayed in Figure 1c (see also Movie S1). Three main regimes
are observed. First, as long as the cyst is smaller thanthe capsule, in a stage referred to as pre-confluence,
the hiPSC cyst grows freely and conservesits spherical shape and gets thicker by contrast with cysts of
epithelial cell lines like MDCK cells (Trushko et al., 2020). When the cyst starts to contact the capsule, it
follows the shape of the capsule, whichalways exhibits some deviation from sphericity. Nonetheless, in
the rest of this work, we will assume that the shape remains spherical and will characterize its size with
an effective radius derived from the measured cross-section. The second stage corresponds to confluence,
when the cyst is fully constrained by the internal wall of the shell, corresponding to the confluent stage.
Finally, in the post-confluent stage, the cyst is compressed by the elastic capsule and mostly grows inwards
until contrast between the lumen and the epithelium is lost, suggesting that a lumen-free aggregate is
formed.

Cellular organization, pluripotency of the growing cysts

We first checked whether hiPSC cysts grow as monolayers. In the pre-confluent stage, we fixed cysts and
performed nuclear and actin immunostaining. Since actin is mostly localized in the sub-membrane cortex,
phalloidin staining allows to delineate cell contours. Figure 1b shows that cysts are indeed organized as a
pseudo-stratified columnar epithelium, where, although thenuclei are found at different positions, all cells
bridge the apical pole and the basal membrane. Then, we performed staining against two main
pluripotency markers, namely SOX2 and OCT4.In the post-confluent stage, where external mechanical
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forces are at play and could impact cell differentiation (Even-Ram et al., 2006), we observed that all cells
remain SOX2 and OCT4 positive, indicating thatpluripotency is conserved throughout cyst growth course.

Monitoring the morpho-dynamics of hiPSCs cyst growth

Figure 2a displays a typical kymograph of a cyst over a period of 7 days. The lumen, the epithelium and
the alginate shell are clearly visible. In particular, 3D confluence can be detectedfrom the deformation of
the shell, which occurs simultaneously in both sides of the line scan. After confluence, the thickness of the
cyst increases more drastically. We have mentioned above that in later stages (not seen here), the lumen
even vanishes. However, even in the pre- confluent stages, the cyst thickens while it grows, which is
consistent with the picture of a growing pseudo-stratified epithelium. In order to provide a mechanistic
explanation of this growth dynamics, we quantitatively measured the external and internal radii of the
cysts, ro and r; , from the measured cross-section after image segmentation. Figures 2b-c show
representativecurves of the variations of r;, r, and the cyst thickness h as a function of time. For the
sakeof clarity, we applied a time offset to all curves so that confluence corresponds to t = 7 days. Although the
initial size of the cyst and of the capsule may slightly differ from one capsuleto another, the overall
dynamics followed over an extended period of time (around 2 weeks) exhibits robust similarities. Starting
from an initial radius of r,~50 um and a thickness of h~15 um, confluence is reached for r,~150 um after
7 -10days.

At this last stage, the cyst has already reached a thickness of about 50 um, indicating thatcells are
significantly stretched to span both sides of the epithelium. From confluence on, cyst growth is slowed
down due to elastic confinement by a hydrogel shell whose Young’s modulus is Eqg ~ 68 kPa (Alessandri et
al., 2013) and the cyst thickening drastically increases, leading potentially to a closure of the lumen. Although
these observations may explain why 3D cell cultures of hiPSCs sometimes lead to cysts or to aggregates,
depending on the time scale at which they are considered, we were further intrigued by this peculiar
morpho-dynamical evolution.

Growth and elasticity of cysts

We propose here a theoretical description of the cyst growth inside an alginate capsule, whichcouples the
growth to the mechanical stresses in the cyst and the capsule. This model, adaptedfrom a previous work
by one of us (ben Amar & Goriely, 2005) calculates the growth of a spherical cyst with a centrallumen at
discrete times with the assumption that the mechanical forces equilibrate at each step.

Growth model and morpho-elasticity of shells
We assume that during the process, only elasticity and cell proliferation regulate the dynamicsof the cyst
expansion. In morpho-elasticity, growth is represented by a symmetric second ordertensor, with 3 eigen-

~

values in 3 orthogonal directions. At a given time t, in each of these directions, the eigen-value '
represents the deformation gradient due to growth in the directioni with respect to the reference state

at time t = 0. If the spherical symmetry of the cyst is preserved during growth, the 3 eigen-directions are

the radial direction r and the two angular directions #and ¢ \hich are equivalent so that 0= "To  The

growth induces an elastic deformation of the cyst characterized by the three elastic deformation gradients
@i The total geometric deformation gradients in the 3 directions are then Ay and agyp = Ao,
These deformations give the change in length of a small unit element, in direction i, of size dL; in the

reference state, which after a deformation during the time thas a (¢, = «;~; dL,. size
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In addition, incompressibility is generally assumed for living tissues (P. H. Wu et al., 2018), so that any
volume increase or decrease is only due to the growth process and not to elasticity. This incompressibility

. N2
condition imposes a relationship between the elastic stretches : ar(ag)” =1 There-fore, the only
. . . \ — S — —71/2 . oy .
remaining unknown is @ = @ = & The volume change from an initial volume V; to a volume Vs is

then given by J = Vi/Vi= 7% We also define the growth anisotropy as | /0 n principle,
anisotropic growth reflects the internal structure of the tissue such as the fiber orientation of the
cytoskeleton of the cells; but in the cyst, it may be duealso to the afrangement of the cells and their
interactions.

Growth of the cyst results from cell growth and division which is a discrete process, expected to be much
longer than the cell rearrangement and the mechanical relaxation. In order tocalculate the elastic
deformations at each time, we divide the growth process into discrete timesteps of duration &t which
covers these three stages, and is probably of the order of magnitudeof the cell division time. The

incremental growth deformation gradients during the nth time
Y2 (n) and v5(n) = ',g(n)

step are At a time t = Nét, the eigen-values of the growth tensor are
(1) =T (n) ) — Bl (1
n=1 . The growth rates k; in the three directions are defined as i(t) = O log 7(t)

a2 . 19
The total volume growth is defined as J = 4, so the volume growth rate is b=l +2k \yith
a typical proliferation time t = 1/k, and a division time 7, = T In(2). After a time t = N6t the growth rates

. o AU AT
are related to the incremental growth deformation gradients by ki = kolog(7; (N)) where ko = 1/6t. If

~0 ~0
the incremental growth factors are constant in time and equal to '~ and g , the growth rate is constant and

the growth deformation eigen-values increase exponentially withtime %ilt) = OXP(M%). In this case, using

the discrete time steps, after N time steps, the growth deformation gradients at a time t are

YN = )Y/ ()Y

(Vs v0) = ()N, ()™ , ;
while the total volume

), the growth anisotropy becomes
Iy = d = ()N (A02N
growth amount is “* r 19 7 8

Anisotropic growth generates elastic strains and stresses (ben Amar & Goriely, 2005): this constitutes a
fundamental hallmark of morpho-genesis and embryo-genesis. These quantities combined to the
geometry of the tissue explain most of the shapes observed in nature such as the brain cortex (Budday et
al., 2015), the intestine (Amar & Jia, 2013; Hannezo et al., 2012), algae (Serikawa & Mandoli, 1998), and
plants (Alim et al., 2016; F. Xu et al., 2020). Indeed, when the growth is slow enough that elasticity
dominates, biological tissues deform and buckle following simple rules : their shapes minimize an elastic
energy with constraints given by the boundary conditions (ben Amar & Goriely, 2005; Goriely, 2019). In
our case, the boundary conditions impose the normal stress at the inner and outer boundaries of the cyst
or at the boundary of the cyst and the capsule. In the following, we make the important assumption that
the cyst and the alginate are perfectly porous to water so that any liquid flux due to geometrical changes
equilibrates much faster than the growth process itself. Therefore, the pressure in the fluid is constant
both outside the capsule, inside the capsule and in the cyst lumen, and this constant is fixed to zero. In
the pre-confluence stage of the growth when the cyst is not yet in contact with the capsule (Fig. 3a-3b),
the normal stress which is approximately Eqse @ ~ 10 kPa (with Ecs: the cyst Young's modulus) must
equilibrate the Laplace pressure due to the surface tension of order g/R. The surface tension of an
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epithelium estimated from Xenopus embryonic cells (Luu et al., 2011) is of order 0.5 mN.m™, and the ratio
between capillarity and elasticity stresses is then of order 1072. This allows to neglect the surface tension,
and there- fore the boundary conditions both at the inner and outer boundaries of the cyst impose that
thenormal stress vanishes. We then find the elastic deformation by minimization of the total elastic energy
with respect to the circumferential deformation a or equivalently by writing the stress balance in the

radial direction. The total elastic energy E is obtained by integration over the volume of the hyper-

elastic energy density W

R, .
E = —l?l‘/ REdRJ, W (a) (1)

We use here a Lagrangian description and R;and R, are respectively the initial inner and outerradii of the
cyst. In a spherical geometry, the deformation gradient is @ — r/(Be). v being the current radius of the
inner sphere inside the cyst initially located at R. We choose the Neo-Hookean model for incompressible
materials, which is the simplest model of hyper-elasticity both for the cyst and the alginate :

5 E i
Wy = ?((r—J‘ +2a% — 3) (2)
)
The Young modulus of the cyst E.st is smaller than the Young modulus of the alginate Eqjq . Notice that, contrary
to the cyst, the capsule does not grow so that inside the capsule V=" =7 = l. Using the radial
stress balance, we calculate the radial Cauchy stress (ben Amar & Goriely, 2005) :
“ 9 W
t, —t;, = / y— 3(@'(1- (3)
g T @

The explicit calculation with the Neo-Hookean model gives

E 1 2 .-\'2 -1 a (o + A 1/3 + A 2/3 200 + A 1/3
(’7) log ( - ) - — 2v/3tan™! i

o

P gat T T T (a 1) NG
s
(4)
where the bracket applied to any function f is defined [f(ﬂ'”“l - f(ﬂ:) = flei)
The volume conservation imposes :
o’ =y (1-R}/R) +a R}/ R (5)

Eqg. 5 provides the value of the outer radius of the cyst at each step n for a given inner deformation a;. In
the pre-confluence phase of the growth (Fig. 3a-3b), the radial Cauchy stress at the boundaries is equal to
zero and during this period, the capsule is not perturbed by the growth ofthe cyst. After confluence (Fig.
3c), the growing cyst exerts a pressure on the capsule at R = R, and the radial stress cancels at the outer
surface of the capsule and the inner surface of the cyst.At the contact cyst-capsule, the radial stress is
continuous.
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It is well established that a feedback exists between mechanical stresses and growth of living tissues
(Humphrey, 2008; Taber & Humphrey, 2001). Growth is generally inhibited in compression and favored
in tension. This coupling between growth and mechanics may explain the decrease of the volume growth
of the cyst detected in the experiments, displayed in Fig. 4a after its contact with the capsule.

We introduce the coupling between growth and stress by writing that at each time the incremental growth

.0 ~0 . .
deformation gradients 'r and '8, or equivalently, the growth rates ki and Ky are reduced by

compressive stresses (Kiss et al.,, 2011). For the sake of simplicity, we propose a simplified theorywhere the
incremental growth rates only depend on the stress averaged over the thickness of thecyst. Our model is
now applied to the 3 experimental data sets described above.

Growth of a cyst in an alginate capsule

Our mechanical model requires the knowledge of the values of the physical and biological parameters of
both the cyst and the alginate capsule: the Young moduli of the cyst and of the alginate, the radial and
ortho-radial growth rates, as well as the sensibility of the growth rates to stresses. Three elastic or growth

parameters are unknown, the ratio between Egyg /Ecyst , Af’?and ﬂ.-’g, but the 2 corrective factors for the
growth dependence on stress are also required. We consider that the experiments provide the initial sizes
with enough precision : external and internal radii of the cyst, radius and thickness of the capsule. Qur
analytical treatment providesexplicit values of the stresses and stretches as functions of time and of the
internal and externalcyst radii as function of the unknowns. The comparison with the experimental
measurements shown in Fig. 2 allows to infer the unknown elastic and biological parameters.

Figure 4 displays a comparison between the 3 data sets of the 3 different experiments and thetheoretical
curves obtained with the best choice of parameters. The agreement between theory and experiments is
satisfactory. Different experiments for close but different sizes of the capsule allow to test the
reproducibility of the experiments while getting an insight into the sensitivity of the fit. In all the cases,
the capsule has a thickness : { =35 um and confluence happens at t = 210 h which corresponds to an
internal radius of the alginate Riqg = 170 £ 10 um. As observed in Fig. 4a, the growth rates change
significantly after confluence between the cyst andthe capsule. Since the dependence of the growth tensor
is also a second order tensor, many formulations are then possible as discussed in the Supplementary
Materials.

We choose the simplest correction for the dependence of the growth on stress:

ko = k§ + Ky < t. > and b = KO+ kL <t >

(the more compressive the radial stress, the smaller the growth rate).

The growth rates are more sensitive to the radial stress IL?‘, than to the ortho-radial stress 4. This behavior
can be explained by the stacking of more than one cell layer in the radial directionof the cyst.

Figure 4b displays the comparison of the theoretical results to the different sets of experimental data. We
can estimate the Young moduli of the cysts in the two experiments by calibration : Eys: = 9.9+1.4kPa. This
value is on the same order of magnitude as previous measurements on cell monolayers of MDCK cells for
which the Young’s modulus was 20 + 6 kPa (Harris & Charras, 2011).

The values obtained for - and koare different, indicating a growth anisotropy. Nonetheless, the growth is
closer to isotropic before confluence than after confluence, resulting in a relationbetween r;and r, that is
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o =r1/(Rv)and ™2 =

almost linear (Fig. 4d) since (dr/dR)/%  The deformation gradient is also low

before confluence (Fig. S2a).

Finally, another typical feature of morpho-elasticity is the surface buckling for oriented growth which
occurs for large enough values of the growth elongation. Indeed, oriented growth,by boundary constraints
or anisotropy, generates compressive stresses in the direction of low extension. In our case, the
compressive stress is in the ortho-radial direction where a < 1. Thissymmetry breaking has been first
explained by Biot (Biot, 1963). It is observed in Fig. (1c, 2) at the end of the experiment for t > 315 h.
The radial Cauchy stress t, at the interface cyste/alginate acts as a pressure P ~ 0.4 E,s: applied at Ro. The
growth anisotropy ratio 7" 3and the inner ortho-radial elastic deformation & ~ 0.65 point to a
compressive stress on the internal surface. The surface instability, which appears on the inner cyst surface
is consistent with the values ofthe stress found in the study of the shell bifurcation performed in (ben Amar
& Goriely, 2005) in the case of thick shellsand low number of oscillations.

CONCLUSION

Spontaneous PSC aggregates formed in biomedical engineering devices contrast with the self-organization
of these cells reported in developmental biology. By engineering a stem cell nichewithin capsules loaded
with very few PSCs and by imaging them over long time periods, we solve this puzzle. We find that PSCs
initially form cysts that grow and thicken, become pseudo- stratified epithelia and finally fill up the whole
volume of the capsule. The cyst configuration allows for the same direct access to nutrients for each cell.
This is very different from what happens in cell aggregates. This leads to homogeneous growth and low
elastic stresses. In general, growth inhomogeneity due to the nutrient access is a major source of stresses
in volumetric growth. Since cells are not submitted to any significant mechanical constraints, they
preserve their stemness and polarization. We demonstrate that stresses increase slowly during cyst
evolution due to anisotropic growth effects. Late stages of growth, also associated with thecontact with
the capsule show larger stresses that may affect the fate of PSCs, e.g by triggering uncontrolled
differentiation or inducing mutations that will affect the overall phenotypic and genotypic quality of these
stem cells for applications in regenerative medicine. We speculate that optimizing the industrial
production could require to reach a precise time control of the growth and to know precisely when to end
the growth of the cysts before passaging them. To this end, building a minimal mechanical model that
describes accurately and quantitatively thegrowth dynamics of these cysts will hopefully provide a
predictive approach that will help to adapt the current empirical approaches.
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Figure 1 : Growth, morphological and stemness characterization of encapsulated hiPSC cysts

(a) : Drawing of the microfluidic encapsulation platform. The three solutions (alginate solution in dark blue,
sorbitol solution in light blue, and hiPSC/Matrigel mixture in orange) areinjected simultaneously by
computer-controlled syringes into a 3D-printed device (in green). The composite droplets formed upon
Rayleigh instability fall into a calcium bath and form thehollow capsules entrapping the cells. (b) : Confocal
image of the equatorial plane of a cyst stained for nucleus (DAPI in green) and actin (phalloidin in magenta).
scale bar is 100 um. (c) : Snapshots of hiPSC cysts growing inside an alginate capsule. Time interval
between images is 17 h and scale bar is equal to 100 um. (d) : Confocal images of encapsulated hiPSC
coloniesin the late stages ( 10 days after encapsulation) stained for two standard stemness markers (OCT4
and SOX2) and nucleus (HOECHST).
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Figure 2: Morphological evolution of encapsulated growing cysts. (a) : Kymograph distanceversus time
through an encapsulated hiPSC cyst (notations defined in the main text). The dottedline represents the time
at which confluence is reached. The scale bar corresponds to 1 day forthe abscissa axis and to 100 um for
the ordinate axis. (b) : Image of a Biot instability at the interface between the cells and the lumen. The
contour of the instability is underlined in red.
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Figure 3: Sketch of the cyst-alginate system. (a): attimet = 0. (b): during growth in the pre-confluent
stage. (c) : after confluence. The cyst is in green and the alginate in red, the blue represents the fluid between
the cyst and the alginate and in the lumen. r;, re, r'aig,;, Iaige COrrespond respectively to the inner radius of the
cyst, the outer radius of the cyst, the inner radius of the alginate capsule, and the outer radius of the
alginate capsule.
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Figure 4: Calibration of the theoretical model for 3 experiments with cells of a single cell type (dots and
dotted lines are the experimental data, and the continuous lines are obtained by the present model ). (a)
: Evolution of the volume growth rates with time. Confluence does not happen at the same time for the
different experiments. The value of the volume growth rate in the absence of stress is ko=1/t=(2.410.03)
1072 h™L. This corresponds to a doubling time : t; = 28.7 0.3 h. (b) : Inner and outer radii from experimental
data (dots) andtheoretical curves (lines). The values of the different parameters obtained from the
calibrationof the theoretical model are shown for the three experiments in Table. 1. (c) : Outer radius
versus inner radius. Before confluence, the relation between the outer and inner radii is almost
linear due to the weak interplay between elasticity and growth : r, = (Ro/Ri) xri = 1.5 xr;.

| Experiment | Exp | | Exp2 | Exp 3 |
E.. (kPa)y [11.3 [11.3 [85
k, (10-h™') | 8.9 9.08 | 8.95
ke (10°h™") | 6.7 | 6.75 |6.85
kL(102h™") | 4 1 5
ki (1072h7") | 5 44 |3

Table 1: Table of the free parameter values obtained from the calibration of the model for the three
different experiments shown in Fig. 4.
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MATERIALS AND METHODS

Ethics statements
Generation, use and storage of human iPSCs were performed with approval from the “Comité de
Protection des Personnes” (CPP) lle de France (DC 2015-2595 and 2016-A00773-48).

Human pluripotent stem cell lines and culture conditions

We used a commercial hiPSC line (ThermoFisher: GibcoTM episomal hiPSC line (A18945)) generated using
cord blood derived CD34+ progenitors with seven 7 episomally expressed fac-tors (Oct4, Sox2, KIf4, Myc,
Nanog, Lin28, and SV40 T). HiPSC cells were maintained on Matrigel (Corning, # 354234) and cultured in
mTeSR1 medium (StemCell Technologies 85875). These 2D cell cultures were fed daily, passaged with an
enzyme-free reagent, ReleSRTM (Stem- Cell Technologies 05873) every 3-6 days (around 80% confluency)
and replated as small clusters (between 100 to -and 200 um) at a density of about 5000 - 10000 cells/cm?.
Cells were cultured at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.

Encapsulation process

Prior to encapsulation, the 2D hiPSC colonies were detached (using ReLeaSRTM) and dissociated into a near
single cell suspension using Accutase (Stem Cell Technologies 07920). HiPSCswere then mixed in a 50/50
volume ratio with Matrigel at 4°C to keep the suspension in a liquidstate. The final concentration of cells in
the cell/matrix solution was thus between 0.4-1.0x106viable cells/mL, referred to as the encapsulation
density. The encapsulation system is simi- lar to the one described in (10). In brief, ethylene
tetrafluoroethylene tubings are connectedto the three inlets of a 3D printed (using the DLP Micro Plus
Hi-Res printer from Envision- TEC) microfluidic co-laminar flow device. An extruded and polished glass
microcapillary tip (of diameter ~150 um) is glued to the outlet of the nozzle for a better control of the
flow. Thecell/matrix suspension is loaded into the inner channel of the 3-way device, which is kept refrig
erated thanks to an in-line cooling system in order to prevent premature gelation of Matrigel. Asolution of
sodium alginate (Novamatrix Pronova SLG100, 0,25 g #4202101 at 2% in distilledwater) is injected into the
outer channel. To prevent alginate gelation within the microfluidic de- vice due to calcium release from the
suspended cells, a calcium-free solution (Sorbitol 300mM,Sigma-Aldrich 85529) is used in the intermediate
channel of the co-extrusion chip and serves as a barrier against calcium diffusion. Typical flow rates for
the three solutions were 45mL/h, 45mL/h and 30mL/h for the alginate solution, the sorbitol solution and
the cell+matrix suspension, respectively. At these rates, the composite solution forms a liquid jet that
fragments into droplets (of about twice the size of the nozzle) due to the spontaneous Rayleigh-Plateau
instability. To avoid subsequent coalescence of the train of droplet, an alginate charging part and a copper
ring are connected to a high voltage (2000 V) generator. When the composite droplets contact the
collecting calcium bath (at 100 mM), the outer alginate layer readily gelates. Asa consequence, the
inner cell/matrix solution remains entrapped inside a closed, spherical and permeable micro-
compartment. Within 1 min following encapsulation, capsules are rinsed withmedium (DMEM) to reduce
the basal calcium concentration. Finally, they are transferred to thesuspension culture medium, mTeSR1.
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Suspension culture of hiPSC capsules

Suspension cultures of encapsulated hiPSC were carried out in T-Flasks placed in a cell cultureincubator at
37°Cand 5% CO2. The mTeSR1 medium was supplemented with 10 uM Y-27632for ROCK inhibition only
during the first 24 hours of culture. From culture day 3, the mediumwas exchanged every day as follows.
The contents of the T-Flasks were transferred into FalconTubes. After capsules sedimentation (within a
few minutes), the supernatant was removed and replenished as the capsules were transferred back into
a T-Flasks. The volume of culture medium was kept constant for the first 4 days of culture (~4x the
capsules volume). Then, thevolume was steadily increased every day in order to maintain a cell
concentration below 106 cells/mL.

Time-lapse microscopy of encapsulated hiPSC cyst growth

Time-lapse microscopy was performed using a Nikon Biostation IM microscope with a 10x objective.
Capsules containing hiPSCs were transferred to a 35 mm Petri dish 24 hours after en- capsulation.
Approximately 20 capsules were placed in the Petri dish containing 5 mL of freshY-27632-free mTeSR1
medium. Cyst growth was monitored over about 2 weeks. Practically, images were taken every 6 to 10
minutes at preselected Z-focal planes to ensure acquisition at proper focus in case of undesired drift.

Immunostaining

The alginate capsule was removed prior to fixation by incubating the samples in PBS without divalent
cations for at least 5 minutes with agitation at RT. 3D hiPSC colonies were fixed with4% PFA for 30-60
minutes at RT in the dark. The samples were then washed 3x with 0.1% Tween20 in PBS. A
permeabilization step was done in parallel with excess PFA quenching in aPBS solution containing 0.3%
Triton X-100 and 100 mM Glycine for 30 minutes, followed by3x washing with 0.1% Tween20 in PBS. The
samples were incubated in primary and secondaryantibodies in 1% BSA + 0.1% Tween20 in PBS overnight
at 4° with gentle orbital agitation, including a 3x rinsing with 1% BSA + 0.1% Tween20 in PBS after each
incubation. Actin and nu-clear staining were performed with Phalloidin Alexa Fluor 647 (1:500 dilution,
Thermo A222872015553) and Hoechst 33342 (1:1000 dilution). Pluripotency maintenance was assessed
by immunofluorescence staining of SOX2 and OCT4 using OCT 3/4 mouse 1gG2b (1:200, Santa Cruz
Biotechnology sc-5279 E1818), SOX2 rabbit polyclonal (1:1000, Sigma Aldrich AB56033153252), secondary
donkey anti-mouse IgG H+L Alexa Fluor Plus 488 (1:500, Thermo/In- vitrogen A32766 TF271737A),
secondary donkey anti-rabbit IgG H+L Alexa Fluor Plus 555 (1:500, Thermo/Invitrogen A32794 TH271030).
Samples were imaged on either a Leica SP5 or SP8 confocal microscope (Bordeaux Imaging Center, BIC).

Image analysis

Image analysis was performed using Imagel. The external and internal effective radii of the cysts, r, and
r, were megsureg from the equatorial corresponding cross sections S accordingto ro,; = (So,/m)¥? after
applying appropriate bandpass filters and thresholds. The thickness hof the cyst was derived from h=r, -
riand the volume V of the epithelium was calculated as V = 4n(r® -r3)/3.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS
Mechanical model
To obtain the inner and outer radii of the cyst in the current state, we assume that the pressures

inside the lumen and in the outer medium vanish, and we solve the equation for the stress at the

outer boundary Eq. 3:

colos) 9 W coats(i) G W
O] y— ,J,da—)—f - sda (S1)

; Voo satgles) L@

where we have separated the contributions from the cyst and the capsule and where the unknown
is a;,. W = E/6(a™ 4+ 2a% — 3), a is the angular elastic deformation, «; is the value of this
deformation taken at the inner surface of the cyst, «v, the deformation of the cyst at the interface
between the cyst and the alginate, «v; ,;, the deformation at the inner surface of the alginate, and
o, a1, the deformation at its outer surface. All these deformations can be written as functions
of a; using volume conservation (Eq. (5)). Before confluence, the deformation is @ = 1 in the
alginate and the second integral cancels. Eq. (S1) provides the value of «v;. Knowing the growth

deformation 7y, we can calculate the inner radius in the current state ; = «a;7,R; using the

radius 77; in the reference state. Volume conservation then yields the value of the outer radius.

The total growth deformations ~,(t,),,(f,) at step n which correspond to a time ¢+ =
nadt are the products of the incremental growth deformations 13(1‘,2-). A,_Q(tl;) so that : ~4(t,) =
(1), 7 (h) = TU_p32 (1) with 22(1;) = eh(% 40(f,) = ko The angular and radial
growth rates are linear functions of the mean radial stress in the cyst : &y = A‘g + A'é < t, >

and k, = kY + k! < t, > where < t, >= 3 ["*r*t.dr/(r3 — r?). The stress at radius 7 in the

current state which corresponds to the radius R in the initial configuration in the cyst is given

e 9w
= / —2 _da (52)

by the relation :

~J

where ain function of Rand a; is given by volume conservation (Eq. 5).
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Other models of the time evolution of the growth rates with time can be tested, but yield lesssatisfactory

10 . _ 30
results. The first option is to consider constant growth rates : ko = kg . kr = Ar‘.

A refined possibility is a linear dependence of the growth rates on average pressure

ko =kyp+hy < P > ke =k +k < P> 14 jast possibility yields a rather good description
of the experiments but at long times, the total volume growth J reaches a plateau, whereas in the
experiments it continues to decrease. The results are shown in Fig. S1. We therefore choose a variation
of the growth rates with the radial stress that leads to a decrease of the growth rates for the whole
duration of the confluence stage (Fig. S2c).

An error E to quantify the adequacy of the theoretical model to the experiments is calculated

as follows :

_ 1 1 th,o exrp,o 2 th.i exrp,i 2
=3 g\ 2 (e )+ (- ) (53)
. 2N _

where j is the number of the experiment (Exp 1-2-3), N; is the number of experimental points in this

experiment. There are N; experimental points indexed by j, k for the outer radius ofthe cyst i, and
N; experimental points for the inner radius of the cyst "+ . Those points correspond to the points
tho thi

Pik 40475050 the theoretical model.

Fig. S2c-S2d display the evolution of the global growth rates with time. A discontinuity appears at
confluence,with a significant change in the growth rates. Fig. S2a-S2b show the evolution with time of the
angular elastic deformation at the interface between the cyst and thelumen, the radial stress taken at the
interface between the cyst and the lumen and the averagedradial stress in the cyst. These values justify
the observation of the buckling instability at the end of the experiment.
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Figure S1: Cyst radii and calibration of the growth rates according to the model. (a) : The growth rates
are constant in time. (b) : The growth rates depend on the averaged pressure in the cyst. (c) : The
growth rates have a linear dependence on the averaged radial stress in the cyst.

180



A 100 B 0.0 —

0.95 1

-0.1
0.90
w =02
_ 085 g
S — e P > /Ecys(
0.80 Wo-03
b — < tolEcyst>
0.75 -04

— < t> /Ecysr

05 1 | e (tr)O/Ecysr

0.70

0 50 100 150 200 250 300 0 50 00 150 200 250 300

time (h) time (h)
C o 114 a1 D

bt

Cin Y6 s

= e v [}

s 1101 e B

2 108 il =

= S

S 106

€ S

g 104 Tieeo o

[ N (@)]

5 102

S \

100 . | ' ' ' : i
0 S0 100 150 200 250 300 (’) 56 160 15‘0 260 25’0 360

time (h) time (h)

Figure S2: Time evolution of several computed quantities in Experiment 2. (a) : Evolution of the angular
elastic deformation gradient at the inner surface of the cyst ai. (b) : The mean radial, the ortho-radial
stresses and the stress invariant< t, >, < ts > < P >as well as the radial stress at the outer surface
(t))o normalized by E.s. Those values contribute to explain the buckling instability at the end of the
experiment. (c,d) : Evolution of the different incremental (c) and total (d) growth variables J = y*y,, vs, Vi, V =
vi/Ve with time.

58 hours Movie S1: Movie displaying the full process of the growth during
the pre- confluence and the post-confluence stages. The link
to access the movie is :
https://documentcloud.adobe.com/link/track?uri=urn:aaid:scds:
US:f5a2b14a-d1cc-48f0-b952-b4d40e99910b#pageNum=1.
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3. LISTE DES ABREVIATIONS

Cellules souches

Cellules souches pluripotentes induites
Cellules souches pluripotentes embryonnaires
Cellules souches pluripotentes humaines
Cellules souches pluripotentes murine

Cellules souches mésenchymateuses

()

iPS, iPSC

ES, ESC

hPSC, hiPSC, hiPS, hES, hESC
mPSC, miPSC, miPS, mES, mESC

MSC
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