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Résumé : Les maladies dégénératives de la rétine
telles que la dégénérescence maculaire liée a I'age
(DMLA) et les rétinites pigmentaires (RPs) ont pour
conséquence la dysfonction et/ou la
dégénérescence des photorécepteurs et de
I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR). La perte de
ces cellules est irrémédiable et peut entrainer a
terme la cécité. La médecine régénérative est une
stratégie thérapeutique en développement qui vise a
remplacer les cellules de la rétine qui ont dégénéré
par de nouvelles produites in vitro. Au cours de ma
these, j'ai développé et optimisé une approche de
thérapie cellulaire complexe de la rétine.

Jai ainsi produit et caractérisé dans un premier
temps des cellules de I'EPR a partir de cellules
souches pluripotentes humaines (CSPhs). Jai en
particulier décrit les propriétés biomécaniques de
ces cellules.

Ces propriétés mécaniques sont liées a des
fonctions épithéliales essentielles pour I'EPR et
peuvent étre des indicateurs précoces de stresses
sub-létaux. Dans un second temps, j'ai produit des
photorécepteurs a partir de ces CSPhs. Enfin, dans
un troisiéme temps, j'ai assemblé ces différents
types cellulaires de la rétine pour reformer une
partie de la rétine qui dégénére in vitro. Afin de
faciliter I'organisation particuliere des
photorécepteurs, jai utilisé une membrane
microstructurée contenant des micro-puits sur
laguelle j'ai ensemencé les photorécepteurs.

Ces travaux permettent d'envisager |'évaluation
dans le futur, du potentiel thérapeutique de cet
assemblage de rétine in vitro sur des modeles
animaux ou les photorécepteurs ont déja
dégénéré.




ECOLE DOCTORALE
Innovation thérapeutique
du fondamental a I'appliqué

e .
universite
¢ (ITFA)

PARIS-SACLAY

Title : Use of human pluripotent stem cells for the reconstruction of a bioengineered retinal tissue to treat

retinal degenerative diseases.

Keywords : regenerative medicine, photoreceptors, retinal pigment epithelium, Retinal degenerative disease,

human pluripotent stem cell, atomic force microscopy

Abstract : Degenerative retinal diseases such as age-
related macular degeneration (AMD) and retinitis
pigmentosa (RP) result in dysfunction and/or
degeneration of photoreceptors and retinal pigment
epithelial (RPE) cells. The loss of these cells is
irreversible and can eventually lead to blindness.
Regenerative medicine is a therapeutic strategy
aiming to replace degenerated retinal cells with
newly produced cells generated in vitro.

During my thesis, | developed and optimized a
complex retinal cell therapy approach. First, |
produced and characterized RPE cells derived from
human pluripotent stem cells (hPSCs). In particular, |
described biomechanical properties of these cells.

These mechanical properties are related to
essential epithelial functions of the RPE and can
serve as early indicators of sub lethal stress.

Then, | generated photoreceptors from these
hPSCs. Finally, | assembled these different retinal
cell types to reconstruct part of the retina in vitro.
To facilitate the specific organization of
photoreceptors, | wused a microstructured
membrane with micro-wells onto which | seeded
the photoreceptors.

Future work will allow to evaluate the therapeutic
potential of this bioengineered retinal tissue in
animal models with retinal degeneration.




L'ceil ne voit que ce que l'esprit est prét a comprendre.

- Henri Bergson
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|. Introduction

1 Structure de I'ceil et fonction de la rétine
a. Morphologie de I'ceil

L'évolution nous a dotés d'un systéme tres perfectionné pour appréhender le monde, les yeux
(Figure 1). La vision nous permet de nous mouvoir dans l'espace et d'interagir avec notre
environnement. L'ceil est I'organe de la vision permettant de convertir I'intensité lumineuse en des
influx nerveux compréhensibles par le cerveau. L'ceil est constitué de plusieurs parties distinctes : la
cornée, l'iris, la pupille, le cristallin, I'humeur vitrée et la rétine (Behar-Cohen et al. 2020).

La cornée est une membrane courbée et transparente permettant la transmission de la lumiere du
cristallin a la rétine. Elle sert aussi a la protection de I'ceil des dommages physiques, des rayons UV et
des agressions pathogenes. L'iris, située derriére la cornée, est un diaphragme coloré, unique a
chaque personne entourant la pupille. La pupille, quant a elle, est localisée au centre de l'iris, elle
permet aux rayons lumineux de passer pour atteindre la rétine. Situé a I'arriere de I'iris et de la pupille,
le cristallin agit comme une lentille souple, transparente, permettant 'accommodation et |'orientation
des rayons lumineux vers la rétine. L'adaptation de sa courbure et de la forme de ses structures
réfractives permet, grace au muscle ciliaire, de concentrer la lumiére sur la rétine. L'accommodation
permet la mise au point d'une image nette en fonction de la distance de I'objet. Derriére le cristallin,
une large substance visqueuse et transparente participe au maintien de la pression intraoculaire, il
s'agit de I'humeur vitrée. Derriere celle-ci apparait la rétine, elle tapisse la surface interne du globe
oculaire (Figure 2) (Kels, Grzybowski, et Grant-Kels 2015).

Corps Ciliaire

__ Sclérotique
Choroide
Rétine

Fovea centralis

Blps Papille
'\ Vaisseaux
\\ sanguins

Cornée

Cristallin

\

Zonule Nerf optique

Figure 1: Schéma de '‘anatomie de l'ceil humain (extrait de http.//www.haute-vision.fr/glossaire/).

La lumiére, constituée de photons, va tout d’'abord pénétrer dans I'ceil par la cornée, puis l'iris. Celle-
ci va réguler le flux lumineux entrant dans I'ceil en ajustant le diametre de la pupille en fonction de
I'intensité lumineuse. Ainsi, a une intensité lumineuse forte, la pupille aura un petit diameétre, elle sera
en myosis et en basse intensité lumineuse, la pupille sera dilatée, en mydriase, pour permettre a plus
de lumiere de rentrer dans celle-ci, elle permet une adaptation optimale a l'intensité lumineuse
extérieure. Puis, la lumiere traverse le cristallin, une lentille transparente biconvexe qui, permettra de
faire converger les rayons lumineux et de les concentrer sur la rétine. En passant ensuite par I'humeur
vitrée, les photons atteindront la rétine neurale et plus précisément les photorécepteurs. Ceux-ci vont
13



convertir le signal lumineux en des influx électriques qui vont étre intégrés par les autres neurones de
la rétine (cellules bipolaires, amacrines, horizontales et ganglionnaires) avant d'étre envoyés aux
structures cérébrales centrales afin d'étre traités par cortex visuel (Rigaudiere 2012). Les photons
doivent traverser tout le globe optique, mais aussi toutes les couches de la rétine avant de pouvoir
atteindre les photorécepteurs. Le sens de propagation de la lumiere au sein de la rétine est ainsi
contraire au sens de propagation du signal électrophysiologique (Kels et al. 2015).

b. Généralités sur les différentes structures de la rétine

Chez les vertébrés, la rétine s'organise de maniere pluristratifiée, elle est composée de deux parties
distinctes : la rétine neurale et I'épithélium pigmentaire rétinien (J B Jonas et al. 1992; Purves et al.
2001).

La rétine neurale est organisée en trois couches consécutives contenant les corps cellulaires des
neurones. Ces trois couches sont, de la plus proximale a la plus distale, la couche des cellules
ganglionnaires (CCG), la couche nucléaire interne (CNI) et la couche nucléaire externe (CNE) séparées
respectivement par les couches plexiformes interne (CPI) et externe (CPE). La CCG est la couche la
plus antérieure par rapport au globe oculaire (Figure 2). Les cellules ganglionnaires transmettent les
signaux électriques des cellules bipolaires et amacrines au cerveau par le thalamus. Les principales
zones de projection des cellules ganglionnaires sont le noyau géniculé latéral (aire visuelle du
thalamus), et le colliculus supérieur (J B Jonas et al. 1992; Purves et al. 2001).

Les connexions entre les cellules ganglionnaires, amacrines et bipolaires se font au niveau des CPI. La
couche intermédiaire, la CNI, est constituée par les corps cellulaires des cellules bipolaires, amacrines,
horizontales ainsi que des cellules gliales de Miiller. Le rdle des cellules bipolaires est d'intégrer et de
transmettre le signal électrique des photorécepteurs aux cellules ganglionnaires. Les cellules
bipolaires se diversifient en fonction de leurs morphologies et de leurs connexions synaptiques aux
photorécepteurs, et a leurs maniéres de se polariser en réponse a la lumiere (Bloomfield et Dacheux
2001; Snellman et al. 2008). Les cellules bipolaires qui répondent a la lumiére en s’hyperpolarisant
sont dites « OFF» et celles qui répondent a la lumiere en se dépolarisant sont dites « ON » (Euler et
al. 2014).

Les cellules amacrines permettent de moduler les signaux électriques en jouant le role
d'interneurones. Il existe également plus de 30 types de cellules amacrines connues, en fonction de
leurs morphologies, de leurs localisations, et des neurotransmetteurs qu'elles sécretent
(GABA/glycine), mais aussi en fonction de leurs marqueurs moléculaires (Laboissonniere et al. 2019).
Elles ont la capacité de s'adapter a l'intensité lumineuse extérieure, et ainsi de moduler le signal
électrique des cellules bipolaires et ganglionnaires (Cherry et al. 2009; Koontz et al. 1993). L'autre type
d'interneurones sont les cellules horizontales, elles servent a moduler le signal électrique entre les
photorécepteurs et les cellules bipolaires. Elles sont de deux types, en fonction de leurs jonctions avec
les photorécepteurs. Les cellules horizontales de type « H1 » recoivent un signal électrique des
batonnets et des cones de type L- et M-, tandis que les cellules horizontales « H2 » recoivent un fort
signal électrique des cones S et un plus faible sur les cones de type L- et M- (Dacey et al. 1996).
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Egalement localisées dans la CNI, les cellules gliales de Miiller ont des fonctions un peu plus variées
que les autres cellules de la rétine. Elles jouent un role de support métabolique des cellules rétiniennes
permettant de contrbler 'homéostasie rétinienne, facilitant le transport de I'eau et des ions a l'aide
d'un réseau glial présent dans toutes les couches de la rétine (Reichenbach et Bringmann 2013).

La CPE est caractérisée par les synapses entre les cellules bipolaires, horizontales et les
photorécepteurs. La CNE contient les corps cellulaires des photorécepteurs, sa partie la plus distale,
celle des segments externes des photorécepteurs, est directement en contact avec |'épithélium
pigmentaire rétinien (EPR) (Reichenbach et Bringmann 2013) (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation des différentes couches de cellules composant la rétine neurale et l'EPR.

c. Les photorécepteurs

Les photorécepteurs sont constitués d'un segment externe en interaction avec I'EPR, d'un
segment interne, d'un corps cellulaire et d'une terminaison synaptique. En effet, les photorécepteurs
forment des synapses avec les cellules bipolaires et horizontales ; et des jonctions gap avec les autres
photorécepteurs (cones et batonnets confondus) (Ishibashi et al. 2022) (Figure 3).

Les deux types de photorécepteurs sont les cones (détection des couleurs) et les batonnets (détection
des variations d'intensité lumineuse).
La proportion cones/batonnets dans la rétine varie en fonction des especes. Ainsi, chez I'homme
adulte, les batonnets sont 20 fois plus nombreux que les cones, ce qui représente environ 4,6 millions
de cones et 92 millions de batonnets(Koontz et al. 1993).

Les différents types de photorécepteurs sont au nombre de quatre chez 'homme : les batonnets et
les cOnes S, M et L. Les cOnes opsine L peuvent absorber des longueurs d’'onde de maximum 560 nm
(rouge), L pour longueur d’'onde longue. Les cdnes opsine M, peuvent absorber des longueurs d'onde

15



maximale de 530 nm (vert), M pour longueur d'onde moyenne. Les cOnes opsine S peuvent, quant a
eux, absorber des longueurs d'onde de maximum 420 nm (bleu), S pour longueur d’onde « short »,
petite en anglais (Cherry et al. 2009). La présence de ces trois photopigments permet une vision de
type trichromatique.

La rétine humaine s'organise en différentes régions (Figure 4) qui sont la fovéola, la fovéa, la macula,
le pole postérieur et la rétine périphérique. Les régions les plus centrales de la rétine (la fovéola, la
fovéa et la macula) contiennent une forte densité en cones. La fovéola contient seulement des cones
-M et —L (Viets, Eldred, et Johnston 2016). Les cOnes -S, absents dans la fovéola, sont présents dans
la fovéa et la macula avec les cones —M et —L. Les cOnes L sont deux fois plus nombreux que les cOnes
M dans la fovéa, ils se distribuent aléatoirement les uns par rapport aux autres. Les cones S
correspondent a 10% de la totalité des cones. Les batonnets sont présents avec les cones dans la
macula. Enfin, la rétine périphérique contient majoritairement des batonnets et les cones y sont plus
dispersés (Cherry et al. 2009; Fitzgibbon et al. 1994; Viets et al. 2016).

La fovéa est une petite dépression existant au centre de la macula. Elle est induite par I'absence de
vascularisation, il s'agit du seul endroit de la rétine ou celle-ci n'est pas organisée en trois niveaux,
mais seulement composée d'un seul étage rétinien. La densité de cOnes dans la fovéa et la fovéola
est d’environ 10 000, sur une surface trés restreinte, d'environ 0,1mm? (Curcio et Hendrickson 1991).
En I'absence des autres structures de la rétine, la lumiére atteignant cette région ne subit donc aucune
diffusion, ce qui favorise la vision des détails par les cones (Salesse 2017).

Cone L Coéne M Céne S Batonnet
Pédicules larges et Pedicule S;,)her:ule
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synaptique
Corps
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Mitochondrie Mitochondrie
5 S t e
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Membrane S:xgtzir;t Disque
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Figure 3: Schéma représentant les morphologies respectives des cénes et des bdtonnets. Les
photorécepteurs comportent un segment interne, un segment externe, un corps cellulaire et une
terminaison synaptique. Le segment externe d’un bdtonnet est constitué d'un empilement de disques
entourés d'une membrane plasmique tandis que le segment externe d'un cbne se caractérise par le
repliement de sa membrane plasmique. Les bdtonnets sont caractérisés par un plus grand segment
externe que les cones.
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Figure 4 : Représentation de l'organisation d’une rétine humaine (image non a l'échelle) avec 1: la
fovéola, 2 : la fovéa, 3 : la macula, 4 : le pole postérieur et 5 : le bord périphérique (Viets et al. 2016) .

Le segment externe des cones se compose d'une seule membrane qui le sépare du milieu
extracellulaire rétinien (Figure 3). Sur un c6té de cette membrane, des plis sont présents sur lesquels
se trouvent les photopigments opsine S, M ou L, en relation directe avec le milieu extracellulaire (Fu
et Yau 2007). Le diametre du segment externe des cones varie en fonction de sa position sur la rétine.
Les cOnes présents dans la fovéa et dans la fovéola sont plus petits que ceux localisés dans la macula
et dans la rétine périphérique. Si le cone est situé vers la fovéa, son diametre est d'environ 1,5 pym,
alors que s'il est situé en périphérie de la rétine, son diametre est de 6 ym en moyenne. La longueur
des cbnes varie elle aussi également, en fonction de leur position sur la rétine, elle est de 80 pm au
niveau de la fovéa et de 20 um en périphérie de la rétine (Sharpe et Stockman 1999). Les cones sont
reliés a des cellules bipolaires ON et OFF qui leur sont dédiées (Whitaker et al. 2021).

Les batonnets présentent un segment externe de forme cylindrique délimité par une membrane
permettant de séparer le milieu intercellulaire du milieu extracellulaire (Figure 3). Les segments
externes des batonnets ont une forme plus allongée que ceux des cones. A l'intérieur de chaque
segment externe des batonnets, se trouve un empilement de 700 a 1100 disques contenant le
pigment visuel, la Rhodopsine, servant a I'absorption de la lumiére. La membrane de chaque disque
est completement dissociable de la membrane externe. La Rhodopsine est présente en trés grande
concentration dans chacun des disques des batonnets (soit environ 10,4 x 10’ Rhodopsines pour un
seul batonnet) (Young 1971). Un batonnet possede un segment externe d’en moyenne 1 um de
diametre vers la fovéa et de 2,5 um de diameétre en périphérie de la rétine. Chez I'hnomme sa longueur
est d'environ 30 pm. Les batonnets sont uniquement reliés aux cellules bipolaires dédiées ON
(Whitaker et al. 2021).

A l'obscurité, les photorécepteurs vont relarguer continuellement du glutamate au niveau de leurs
terminaisons axonales, cela va inhiber en réponse les cellules bipolaires ON (en les hyperpolarisant),
et exciter les cellules bipolaires OFF (en les dépolarisant) (Euler et al. 2014). A I'opposé, a la lumiére,

lorsque les photons interagissent avec le segment externe des photorécepteurs, une cascade de
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réactions va réduire la libération de glutamate, ce qui va modifier le signal transmis aux cellules
bipolaires (Bloomfield et Dacheux 2001; Hack, Peichl, et Brandstatter 1999). Les cellules bipolaires ON
vont se dépolariser tandis que les cellules bipolaires OFF vont s'hyperpolariser (Euler et al. 2014).

d. L'épithélium pigmentaire rétinien

L'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) est un épithélium composé d'une couche cellulaire
monostratifiée et pigmentée, composée de cellules de forme hexagonale caractérisées par la présence
de mélanine. L'EPR posséde des jonctions serrées établies grace a des protéines transmembranaires
induisant une polarité apico-basale. L'EPR est localisé entre les photorécepteurs de la rétine neurale
et la membrane de Bruch (Rigaudiere 2012). La membrane de Bruch est localisée entre I'EPR et les
choriocapillaires. L'EPR permet des échanges de métabolites et de nutriments essentiels depuis le
sang et la rétine ; les produits de dégradation de la rétine passent dans le sens opposé (Edwards et
Lutty 2021).

L'EPR possede de nombreuses fonctions citées ci-dessous (Figure 5) :

- Le recyclage des pigments impliqués dans le cycle visuel

- La sécrétion de molécules essentielles impliquées dans la survie et le maintien des
photorécepteurs et de la choroide

- La phagocytose des segments externes des photorécepteurs

- La protection contre la photo-oxydation

- L'apport et I'évacuation de métabolites de la rétine neurale

L'interaction entre la rétine neurale et I'EPR est essentielle au bon fonctionnement des
photorécepteurs. Le segment externe des photorécepteurs vient se loger entre les extensions apicales
de I'EPR, nommées microvillosités, formant une interface morphologique et fonctionnelle. L'EPR a
deux types de microvillosités, des longues et fines, mesurant 5 a 7 um; et d'autres plus courtes et
épaisses. Les plus longues microvillosités servent a atteindre le segment des cones qui est plus court
gue celui des batonnets. Les microvillosités les plus courtes sont principalement en contact avec le
segment externe des batonnets (Boulton et Dayhaw-Barker 2001). Cette interaction permet de
maintenir I'intégrité des photorécepteurs et de I'EPR en recyclant le 11-cis rétinal impliqué dans le
cycle visuel. Le cycle visuel et I'action de I'EPR dans cette fonction sont détaillés plus loin dans cette
these.

Le maintien de I'activité rétinienne s'effectue également par I'évacuation de certains déchets produits
par les photorécepteurs, grace au processus de phagocytose (Kevany et Palczewski 2010). Ce
processus a toujours lieu sur la face apicale de I'EPR. A cause de leur exposition a la lumiere, les
photorécepteurs produisent une accumulation de substances toxiques, surtout des dommages photo-
oxydatifs, pouvant induire le dysfonctionnement de ces derniers si elles ne sont pas éliminées. Afin de
maintenir leur excitabilité, les photorécepteurs ont un processus de renouvellement constant de leur
segment externe (Bok 1993). La fabrication d'un nouveau segment externe s'effectue a la base du
segment externe. Les segments externes des photorécepteurs contenant le plus de radicaux et de
protéines endommagés sont phagocytés par I'EPR. Cependant, l'intégrité des photorécepteurs est
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conservée a l'aide de I'EPR, qui apres internalisation des segments externes usagés, délivre des
molécules essentielles (comme I'acide docosehexaenoique et le rétinol) permettant la reconstruction
de ces derniers (Bibb et Young 1974; Bok 1993). Une dizaine de jours est nécessaire pour permettre
le renouvellement complet du segment externe des photorécepteurs (Strauss 2005).

Du fait de sa fonction et de sa localisation, la rétine est le seul tissu neural directement exposé a la
lumiere. Cette situation favorise la photo-oxydation des lipides devenant tres toxiques pour les cellules
rétiniennes (Girotti et Kriska 2004). De plus, la rétine est un tissu consommant énormément d'oxygene
(Eshaqg, Wright, et Harris 2014). Ces conditions induisent la génération d'especes réactives a |'oxygene
(ERO), dont des radicaux libres, le peroxyde d'hydrogene et I'oxygéne singulet. L'EPR agit comme un
élément essentiel pour contre balancer ce stress oxydatif existant dans la rétine. La premiere ligne de
défense est la mélanine, elle permet d'absorber les photons non captés par les pigments visuels
(Strauss 2005). L'absence ou la réduction significative de mélanine chez certains sujets, a pour
conséquence des probléemes de photophobie et d'acuité visuelle réduite en raison d'une trop forte
dispersion de la lumiere dans leurs yeux (Kamaraj et Purohit 2014). Les pigments de mélanine sont
contenus dans les mélanosomes, ils se situent sur la face apicale de I'EPR (Rézanowski et al. 2008). La
seconde ligne de défense de I'EPR est faite d'antioxydants comme les superoxydes dismutases et les
catalases (Frank, Amin, et Puklin 1999).

L'EPR a aussi un role de transport épithélial, grace a sa polarité entre la rétine neurale et la choroide
vascularisée, I'EPR doit transporter les nutriments essentiels, de I'eau, et des ions depuis la choroide
richement vascularisée vers les photorécepteurs. Il forme un des composants de la barriere hémato
rétinienne (Strauss 2005). Les nutriments essentiels délivrés par I'EPR aux photorécepteurs sont le
glucose, le rétinol, la vitamine A, I'acide ascorbique, des acides gras (docosahexaenoique) (Simo et al.
2010). Pour transporter le glucose, I'EPR possede des transporteurs actifs de glucose (GLUT1 et
GLUT3), largement exprimés sur sa surface apicale et basale (Rizzolo 2008).

La rétine présente également d'importants échanges aqueux du corps vitré vers la rétine, essentiels
pour maintenir une pression intraoculaire constante. Une grande quantité d’eau s'accumule dans la
rétine pour maintenir cette pression. Elle est aussi due en partie a I'importante activité métabolique
des photorécepteurs. L'eau résiduelle de la rétine neurale va étre éliminée en traversant la rétine
neurale pour aller a I'EPR grace aux cellules gliales de Muller. Puis I'EPR va transporter |'eau vers la
choroide via le canal spécifique Aquaporine-1 (Stamer et al. 2003). Le transport des ions et de I'eau
est couplé et s'effectue a I'aide des pompes Na*-K*-ATPase localisées sur la membrane apicale de
I'EPR (Marmorstein 2001). Cet échange d’'eau et d'ions permet la mise en place de la différence de
potentiel transépithéliale, mais aussi d'instaurer une certaine pression permettant I'adhésion de la
rétine neurale au fond du globe oculaire. LEPR possede aussi des canaux et des transporteurs
nécessaires a I'évacuation de produits métaboliques générés par les photorécepteurs dans I'espace
sous-rétinien comme l'acide lactique et les déchets des segments externes des photorécepteurs (Philp
et al. 2003; Vohra et Kolko 2020).

D’autres échanges sont également connus pour maintenir I'intégrité de la rétine, car I'EPR secréte une
grande variété de facteurs de croissance, d'interleukines et de molécules de signalisations essentielles
pour la survie des photorécepteurs mais aussi pour maintenir I'intégrité des structures avoisinantes.

L'EPR sécrete de maniéere constante et régulée le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) au niveau
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de sa face basale. Son réle est d'induire I'angiogenese. Le Pigment Epithelium-Derived Factor (PEDF)
est au contraire libéré sur la face apicale. Son role est de promouvoir la survie cellulaire et la
prolifération. Plusieurs autres facteurs, tous importants, comme le Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF)
et le Transforming growth factor  (TGF-B) sont également connus pour étre sécrétés par I'EPR
(Dawson et al. 1999; Pagan-Mercado et Becerra 2019).

Light Absorption Epithel Transport Glia Visual Cycle Phagocytosis Secretion

Fenestrated Capillary Bed

Glucose =
vitaminA I o VEGF

Figure 5 : Synthese des fonctions de ['épithélium pigmentaire rétinien (Strauss 2005; StrauB 2016).

L'EPR a été tres largement décrit dans différentes études scientifiques a cause de son implication dans
les dégénérescences rétiniennes. Cependant, en dépit des grandes connaissances biologiques
relatives a I'EPR, les propriétés bio-physiques et bio-mécaniques de ['épithélium (comme son
élasticité) restent largement méconnues.

e. Le cycle visuel
1. Activation de la phototransduction visuelle

La phototransduction visuelle s'effectue au niveau des segments externes des
photorécepteurs, il s'agit de la conversion d'un photon en un signal électrique. Il est a noter que les
mécanismes biochimiques impliqués dans ce processus sont presque les mémes pour les cOnes et les
batonnets. Ce mécanisme de phototransduction s'articule en deux voies biochimiques. Une voie
implique une partie protéique localisée dans la membrane cellulaire et dans les disques membranaires
des cOnes et des batonnets. La seconde résulte de I'isomérisation d'un chromophore (11-cis-rétinal),
dérivé de la vitamine A, sensible a la lumiere (Tsin, Betts-Obregon, et Grigsby 2018).

A I'obscurité, le photorécepteur a un potentiel membranaire de -40mV. Ce potentiel de membrane
est dd a un courant sodique, d'ions Na+ rentrant dans le segment externe du photorécepteur. Les
canaux sodium de la membrane plasmique sont maintenus ouverts a |'obscurité grace a I'activité de
la Guanosine-3'-5'-monophosphate cyclique (GMPc). Le segment externe des photorécepteurs
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contient des disques empilés les uns sur les autres, formés de membranes dans lesquels se trouvent
diverses protéines (dont la Transducine, la Phosphodiesterase (PDE), mais surtout la Rhodopsine pour
les batonnets et les Opsine pour les cénes. Dans les batonnets la cascade menant a la
phototransduction est initiée par I'absorption d'un ou plusieurs photons. Les photons sont absorbés
par le chromophore (Imbert 1988). Ce processus induit I'isomérisation du 11-cis rétinal en all-trans-
rétinal (Tsin et al. 2018). L'absorption de photons induira également un changement conformationnel
de la Rhodopsine en la Metarhodopsine Il qui deviendra catalytiquement active (Kukura et al. 2005).
La Metarhodopsine Il va reconnaitre, activer et lier la Transducine. La Transducine est composée de
trois sous unités différentes (Go, GB, Gy). L'activation de la transducine entraine la transformation du
GDP en GTP, par la sous unité Ga, qui devient active sous la forme Gat-GTP. La sous unité se détache
ensuite du complexe avec lequel elle est reliée, puis elle va venir lever I'inhibition des deux sous unités
PDE. L'activité du PDE est d'hydrolyser le cGMP en 5'GMP. Il s'agit de la seconde étape d'amplification
de la transduction visuelle. Chaque Rhodopsine photoactivée permet I'hydrolyse de 5,2x10° GMPc par
seconde. La PDE comporte deux sous unités, donc elle doit étre activée par deux Ga-GTP. La durée
de l'activation de la phototransduction est d'environ 200ms a des intensités lumineuses non
saturantes pour les photorécepteurs (Kawamura et Tachibanaki 2008). L'activité de la PDE induit la
chute de la concentration en cGMP et donc par conséquent la fermeture des pores Na*/Ca** de la
membrane plasmique des photorécepteurs, car leurs ouvertures sont permises par la liaison GMPc.
Cependant, la membrane plasmique est équipée d'un échangeur Na*/Ca?*, qui continue a pomper le
Ca** a I'extérieur des photorécepteurs. Cela a pour conséquence d'induire la décroissance de la
concentration intracellulaire en Ca** dans le segment externe et d'induire I'hyperpolarisation du
photorécepteur. Cette action entraine la polarisation membranaire de plusieurs mV (1 ou 2mV), il
s'agit de I'évenement initial de la chaine de traitement de I'information visuelle (Figure 6). Cela induit
également l'arrét de la sécrétion en glutamate. Pour permettre le retour a I'état basal des
photorécepteurs, plusieurs protéines vont étre inactivées.
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Figure 6 : Le mécanisme de la phototransduction. Apres réception des photons, la Rhodopsine est activée

en Metarhodopsine, puis celle-ci se lie a la Transducine, activant sa sous unité o. Le complexe

Phosphodiesterase (PDE) va alors s’activer grdce a la sous unité o de la transducine. Le PDE va alors

convertir le cGMP en GMP, induisant la fermeture des canaux cGMP-dépendant. Seul l'échangeur d'ions
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continue a fonctionner, ce qui induit 'hyperpolarisation du photorécepteur (Salesse 2017). R pour
Rhodopsine et R* pour Metarhodopsine. (Crée avec biorender.com)

2. Inactivation de la phototransduction visuelle

Pour revenir a I'état basal, la Phosphodiesterase et la Metarhodopsine Il doivent étre inactivées, et
du GMPc doit étre synthétisé afin de permettre I'ouverture des canaux a Na*/Ca** de la membrane
plasmique. La chute de la concentration intracellulaire de Ca®* induit ce mécanisme (Ames et al. 1997,
Hughes et al. 1995). La Rhodoposine kinase activée va phosphoryler plusieurs acides aminés de la
Rhodopsine. La Rhodopsine phosphorylée est alors reconnue et liée par I'Arrestine, ce qui empéche
la liaison avec Transducine. La Rhodopsine est alors inactivée par ce mécanisme. L'activité PDE prend
fin lorsque ses deux sous unités sont dissociées, lorsque la sous unité Gat-GTP se détache. Afin de
retrouver la concentration de GMPc, des protéines membranaires, les guanylates cyclases produisent
du GMPc dont la liaison aux canaux & Na*/Ca** permet de reformer le potentiel membranaire des
photorécepteurs en réponse a la précédente chute de la concentration intracellulaire de Ca**. La
synthése du GMPc permet 'ouverture des canaux a Na*/Ca** et le retour de la concentration
cytosolique de Ca®* a I'état basal. A ce stade, un nouveau cycle de phototransduction peut donc étre
permis (Stephen et al. 2008).

La Rhodopsine pourra se reconstituer grace a plusieurs enzymes du cycle visuel qui se situent a la fois
dans I'EPR et dans les photorécepteurs ainsi qu'a partir de I'opsine et du 11-cis retinal (Lhor et Salesse
2014; Tsin et al. 2018).

Le all-trans-rétinal est donc réduit en all-trans-rétinol par la rétinol dehydrogenase 8 située dans le
segment externe des batonnets et grace a la rétinol dehydrogenase 12 située dans le segment interne
des batonnets (Haeseleer et al. 2002). En revanche, le chromophore all-trans-rétinol ne peut pas se
régénérer sous sa forme —cis car les photorécepteurs ne possedent pas les enzymes nécessaires.

Grace a son hydrophobicité, le all-trans-rétinol est véhiculé dans la matrice inter-photoréceptrice
jusqu'a I'EPR par une protéine de transport: L'Interphotoreceptor retinol binding protein (IRBP).
Ensuite, il migre dans I'EPR jusque dans les microsomes grace a la protéine Cellular retinol
binding protein 1 (CRBP1) (Figure 7). Puis, le all-trans rétinol est converti en all-trans-rétinyl ester a
I"aide de I'enzyme Lecithin retinol acyltransferase (LRAT) (Saari et Bredberg 1989). Le produit de cette
transformation est ensuite stocké dans les rétisomes ou est métabolisé par l'isomerohydrolase
rétinoide (RPE65) afin de produire le 11-cis rétinol, qui sera ensuite oxydé en 11-cis-rétinal par la
Rétinol déshydrogénase 5 (RDH5) et par la Rétinol déshydrogénase 11 (RDH11) dans I'EPR (Parker et
Crouch 2010). Ensuite, le rétinal sous I'état 11-cis-rétinal migre a l'aide de la protéine Cellular
retinaldehyde binding protein 1 (CRALBP1) jusqu'aux segments externes des photorécepteurs afin de
régénérer la Rhodopsine (Figure 7) (Salesse 2017).
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Figure 7 : Schéma récapitulant le cycle visuel des rétinoides permettant de régénérer la Rhodopsine des
batonnets. Le photon absorbé par la Rhodopsine induisant l'isomérisation de son chromophore, le 11-
cis rétinal en all-trans-retinal et ainsi former la Rhodopsine photoactivée. Le all-trans retinal se
désassemble de l'opsine, puis il est oxydé par la Retinol Desydrogenase 8 (RDHS8) en all-trans-rétinol.
Celui-ci est ensuite transporté dans UEPR par lInterphotoreceptor Binding Protein (IRBP) et la Cellular
Retinol Binding Protein-1 (CRBP-1). Puis, la Lecithine Retinol Acyltransferase (LRAT) va permettre au all-
trans rétinol de se transformer en rétinyl ester. Ce dernier sera coupé et isomérisé afin de produire le 11-
cis rétinol a l'aide de la RPE65. Le 11-cis rétinol sera alors réduit en 11-cis rétinal par la RDH5 et ainsi,
il est conduit au photorécepteur par la CRBP-1 et l'IRBP. Une fois dans le photorécepteur, il pourra se
lier a l'opsine afin de régénérer la Rhodopsine. R pour Rhodopsine (image issue de Salesse, 2017).

Il est intéressant de noter certaines différences métaboliques entre les cones et les batonnets. La
Transducine est 5 fois moins efficace dans les cones que dans les batonnets ; car en effet, celle-ci
possede des sous unités catalytiquement différentes (a1, B1, y1 pour les batonnets et a2, 3, y8 pour
les cones) (Ingram, Sampath, et Fain 2016). Cette différence permet d'expliquer que les batonnets
s'activent a de plus basses intensités lumineuses, comparée aux cones. Cependant, la phosphorylation
des pigments visuels des cones pour retourner a I'état basal est environ 50 fois plus rapide que la
Rhodopsine chez les batonnets. Car les batonnets expriment qu’un seul type de Rhodopsine kinase,
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la GRK1, alors les cOnes expriment aussi GRK1 ainsi que la GRK7 (Weiss et al. 2001). En effet, I'activité
de la GRK7 (spécifique des cones) est beaucoup plus rapide que celle de la GRK1 (Tachibanaki et al.
2005). Ceci pemet aux cOnes de retourner a leur état basal 10 fois plus rapidement que les batonnets
(Kawamura et Tachibanaki 2008). Ces différences permettent de comprendre pourquoi les cénes
s'adaptent beaucoup plus rapidement aux intensités lumineuses que les batonnets (Salesse 2017;
Schnapf et al. 1990).

Enfin, cette différence de sensibilité peut aussi s'expliquer par la différence de volume du segment
externe des deux types de photorécepteurs. Les batonnets sont beaucoup plus longs, ce qui permet
d'accroitre la probabilité d'absorption d'un photon (Fu et Yau 2007).

f. Transmission de lI'information visuelle

Apres transduction de l'information lumineuse en potentiels d'actions puis son intégration
dans la rétine, le signal est envoyé au reste du systeme visuel par le nerf optique composé des axones
des cellules ganglionnaires. Parmi tous les types de cellules ganglionnaires que comporte la rétine
(environ 40), chacun d’entre eux participe a un circuit rétinien différent et projette a des endroits bien
spécifiques du cerveau (Laboissonniere et al. 2019; Schmidt et al. 2011). Les axones des cellules
ganglionnaires issus des deux yeux se rencontrent au niveau du chiasma, situé pres de I'hypothalamus.
Les axones des cellules ganglionnaires localisés au niveau nasal projettent dans I'hémisphére opposé
du cerveau ; tandis que les axones de la rétine temporale projettent dans le méme hémisphere que
leur coté d'origine (Erskine et Herrera 2014). Apres le chiasma optique, les axones projettent dans
différents noyaux: le corps géniculé latéral, le noyau suprachiasmatique de I'hypothalamus, le
colliculus supérieur et le pulvinar. Les projections rétiniennes sont organisées en des territoires
complémentaires qui ne se chevauchent pas (Godement, Salaiin, et Imbert 1984). Le corps géniculé
latéral est un noyau relais, localisé au niveau du thalamus, permettant le transfert de I'information vers
le cortex visuel. 10% des fibres visuelles localisées dans le corps géniculé latéral vont se projeter dans
le colliculus supérieur. Cette structure joue un réle important dans le traitement visuel et |'orientation
des mouvements des yeux et de la téte en réponse a des stimuli visuels (Zénon et Krauzlis 2014). Les
fibres nerveuses qui relient le corps géniculé latéral au cortex visuel constituent la radiation optique
de I'hnémispheére cérébral. En cas de lésion d'une radiation optique, la vision est endommagée de
maniére partielle ou totale. Le cortex visuel permet le traitement des images. Le noyau
suprachiasmatique de I'hypothalamus permet de son c6té, de synchroniser notre rythme circadien a
I'aide de sa relation directe avec les cellules ganglionnaires (Figure 8) (Harada, Harada, et Parada
2007; Ma et Morrison 2023; Pezaris et Eskandar 2009; Worgotter et Koch 1991).
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Figure 8 : Représentation de la voie visuelle principale en coupe axiale passant par les noyaux géniculés.
L'ensemble des axones des cellules ganglionnaires continue jusqu‘au chiasma optique, puis voyage par
les tractus optiques et se termine dans les noyaux géniculés latéraux. Interviennent ensuite les neurones
relais géniculocorticaux qui forment ensemble les radiations optiques jusqu’aux lobes occipitaux. (Image
extraite de (De Moraes 2013)).
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2 Les maladies dégénératives de la rétine

a. La dégénérescence maculaire liée a I'age

La dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA) est I'une des principales causes séveres de
perte de vision dans les pays développés chez les personnes de plus de 55 ans (Burton et al. 2021;
Mitchell et al. 2018; Thomas, Mirza, et Gill 2021). Sa prévalence est en constante augmentation avec
le vieillissement de la population et pourrait atteindre, tous stades de DMLA inclus, environ 288
millions de personnes en 2040 (Wong et al. 2014). La prévalence n'est pas homogene en fonction des
populations. En effet, les populations asiatiques (7.4%) et africaines (7.5%) sont moins atteintes que
les population européennes (12.3%) (Wong et al. 2014).

La DMLA est une maladie multifactorielle. L'age est le premier facteur de risque de cette maladie.
Ainsi, les formes avancées de DMLA concernent environ 0.2% de la tranche d'age 55-64 ans, tandis
gu’elles atteignent 13.1% des plus de 85 ans (Mitchell et al. 2018). D'autres facteurs de risques inclus
I'obésité, le tabagisme, ou encore I'hypertension (Mitchell et al. 2018; Thomas et al. 2021). Aux facteurs
de risques environnementaux s'ajoutent aussi des facteurs de risques génétiques. En effet, les
polymorphismes des genes du complément factor H (CFH), et de l'age-related maculopathy
susceptibility 2/ high-temperature requirement factor A1 (ARMS2/HTRA1) accroissent le risque de
développer une DMLA (Handa et al. 2019).

D’un point de vue clinique, I'examen ophtalmologique des patients permet de définir différents stades
de progression de la maladie (précoce, intermédiaire et avancé) (Berninger et Arden 1988; Costello et
al. 2021) :

- La phase précoce : I'examen du fond de I'ceil permet de visualiser les structures de la rétine et
les éventuels dépots présents sur la rétine comme les drusens (dépots anormaux d'acides
nucléiques, d'acides aminés, de calcium et de polysaccharides, visualisés sous la forme de
dépots jaunatres). La taille des drusens présents permet de donner une indication sur le stade
de la maladie (Costello et al. 2021). La présence de petits drusens inférieurs a 63um de
diametre ou de quelques-uns de taille moyenne (de 63 a 124 um) indiquent que la maladie
est au stade précoce. A ce stade, le patient ne remarque aucun changement d'acuité visuelle
(Mitchell et al. 2018).

- La phase intermédiaire : trés peu de symptomes sont visibles, excepté la présence de dépdts
de drusen de tailles moyens ou petits dans la macula. Certains patients remarqueront la
présence d'une distorsion (ou un leger flou) dans leur vision centrale, et la perte de sensibilité
aux contrastes. Un changement de pigmentation de la rétine est aussi observé
(hyperpigmentation ou dépigmentation) (Clemons et al. 2005).

- La phase avancée : deux formes avancées se distinguent, la forme avancée néovasculaire (15
a 20% des cas) et la forme avancée atrophique (représente 80 a 85% des cas) dans les
populations européennes (Mitchell et al. 2018). La forme néovasculaire de la DMLA est la plus
sévere, avec une dégradation plus rapide de la rétine a cause de la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins induisant des hémorragies rétiniennes ainsi qu’une accumulation de
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fluides. L'angiogenese anormale de la forme néovasculaire est contrélée en partie par le
relargage anormale du VEGF (Thomas et al. 2021). Dans la forme atrophique de la DMLA, des
drusens s'accumulent sur I'EPR, provoquant une atrophie locale ou étendue de ce dernier
(Hanus, Zhao, et Wang 2016). Dans les deux cas, la présence de plusieurs drusens de tailles
supérieures a 124 ym indiquent une DMLA au stade avancé. A ce stade, les patients présentent
un ou plusieurs scotomes affectant la vision centrale (Clemons et al. 2005; Thomas et al. 2021).

Au niveau cellulaire, les cellules de I'EPR deviennent dysfonctionnelles et finissent par mourir,
entrainant dans un second temps la dégénérescence des photorécepteurs (Hanus et al. 2016). La
dégénérescence de la rétine se produit en grande partie a cause d'une dérégulation des voies du
complément, d'un stress oxydatif, des dysfonctionnements métaboliques, une accumulation de
lipides, de I'angiogenése, des altérations au niveau de la matrice extracellulaire et de I'inflammation
(Brown et al. 2018; Handa et al. 2019; Hussain, Lee, et Marshall 2020; Morizur et al. 2020). Méme si
tous les mécanismes exacts ne sont pas connus, I'accumulation des protéines et de lipides dans la
membrane de Bruch est suspectée de promouvoir I'inflammation et d'affecter la circulation des
nutriments, dégradant I'EPR.

Quelques traitements commerciaux ont été mis en place afin de ralentir la progression de la maladie.
Concernant les formes néovasculaires, différentes stratégies ont été proposées. Avant les années 2000,
le laser était utilisé afin de détruire les néo vaisseaux. Cependant, cette méthode est moins utilisée de
nos jours car le point du laser détruit également la région qu'il a touché entrainant une perte de vision
irréversible sur la région traitée (Jager, Mieler, et Miller 2008). Puis un traitement a base d'injections
en intravitréen a fait son apparition : la thérapie anti-VEGF (le ranibizumab comercialisé sous le nom
LUCENTIS®, I'aflibercept commercialisé sous le nom EYLEA® ou le bevacizumab commercialisé sous
le nom AVASTIN ®) (Fraser-Bell et Gillies 2020). Ces traitements sont chers et doivent étre délivrés a
intervalles réguliers. Tous les patients ne répondent pas au traitement mais une amélioration modérée
de l'acuité visuelle est observée chez certains d'entre eux. En effet, aprés un an, de traitement anti-
VEGF délivré a intervalles réguliers, environ 20% des patients perdent la vision, 50% d’entre eux ne
parviennent pas a obtenir une acuité visuelle de 20/40, et plus de 2/3 des patients ne montrent
qguasiment aucune amélioration de leur acuité visuelle sur la charte ETDRS (Al-Khersan et al. 2019). En
plus de ce traitement, I'Age-related Eye Disease Study (AREDS) préconise la prise de vitamines C, E,
Zing, cuivre, Zeaxanthin et de Lutein. Cette supplémentation est conseillée a partir de la phase précoce
de la maladie car elle réduit de 25% le risque de développer un stade avancé (Age-Related Eye Disease
Study 2 Research Group 2013).

Trés récemment, le premier traitement spécifique de la DMLA atrophique, le Syfovre ™
(pegcetacoplan), a été approuvé en février 2023 par la Food and Drug Administration (le régulateur
des USA du médicament). Il s'agit d’'une injection en intravitréen de pegcetacoplan, inhibiteur du
complément commercialisé par Apellis Pharmaceuticals (Devarasetti 2023; Pfau et al. 2022). Une étude
clinique (ClinicalTrials : NCT02503332) a montré que ce traitement ralentit la perte des segments
externes des phorécepteurs sur 97 patients souffrant de DMLA atrophique durant 12 mois (Nittala et
al. 2022). Cependant, ces traitements ne permettent pas de traiter I'intégralité des patients car ils
doivent étre appliqués tres précocement pour qu'ils soient efficaces.
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b. Les maladies héréditaires dégénératives de la rétine

1. Les rétinites pigmentaires (RPs)

Les RPs font partie d'un groupe de maladies génétiques monogéniques pouvant mener jusqu’a
la cécité (Pagon 1988; Pierrottet et al. 2014). A I'heure actuelle, 71 génes différents ont été identifiés
(https://web.sph.uth.edu/RetNet/) (O’'Neal et Luther 2023). Les RPs sont des maladies rares touchant
environ 1 personne sur 5 000 dans le monde. En fonction de la localisation chromosomique du géne
atteint, tous les modes de transmissions génétiques sont possibles : autosomique dominant (15-25 %
des cas), autosomique récessif (15-20 % des cas), lié au chromosome X (10-15% des cas) (Bunker et
al. 1984; Dufier 2003; Liu et al. 2022; Prem Senthil, Khadka, et Pesudovs 2017). Les mutations
sporadiques (mutations survenues spontanément) peuvent représenter jusqu'a 52% des cas
(Tsujikawa et al. 2008). La cause des RPs (mutation a I'origine de la maladie) est connue dans 70% des
RPs non-syndromiques et dans 50% des RPs autosomales dominantes (Hartong, Berson, et Dryja 2006;
Verbakel et al. 2018). Les formes non syndromiques représentent la majorité des cas de RPs (environ
70-80% des cas) (Hartong et al. 2006) et sont caractérisées par 3 étapes distinctes.

Les symptomes précoces des RPs sont la perte de la capacité a s'adapter aux différents contrastes
ainsi que la perte progressive de la vision nocturne (Hamel 2006). Les patients ont généralement un
mode de vie normal, et la maladie est difficile a détecter, surtout lorsqu’il n'y a pas d'antécédents dans
la famille. En effet, la cécité nocturne survient progressivement et elle est parfois ignorée au début par
les patients. La vision des couleurs reste normale et I'examen du fond de I'ceil ne révele aucune
anomalie. Seul un électrorétinogramme (ERG qui mesure la réponse électrique de la rétine a un signal
lumineux) permet de détecter la baisse de sensibilité a la lumiere de la rétine, en visualisant
notamment des anomalies sur les ondes a et b (Ferrari et al. 2011; Hassan-Karimi et al. 2012).

Dans sa forme intermédiaire, la perte de la vision nocturne est complete. Les patients deviennent de
plus en plus conscients de I'état de dégradation de leur vision. La vision des couleurs se ternit (due a
la perte des cones). Apres un examen du fond de I'ceil, la rétine présente des dépots de pigments en
forme de spicules osseux en périphérie, ainsi qu'une atrophie vasculaire. Les vaisseaux rétiniens
apparaissent comme rétrécis (Hamel 2006).

Dans sa forme tardive, les patients ne peuvent plus se déplacer sans une aide extérieure. lls ont
totalement perdu la vision périphérique (vision en tunnel). Les examens du fond de I'ceil révelent une
forte concentration de dépdts dans la zone maculaire. L'examen du fond de I'ceil met en évidence les
signes cliniques des RPs dont I'affinement des vaisseaux sanguins, le rétrécissement artériel et un
éclaircissement du nerf optique (Hamel 2006). Tardivement mais symptomatiquement des maladies,
la rétine apparait comme tachetée de débris pigmentés (Figure 9). Cette pigmentation est le témoin
de la destruction de I'EPR avec la libération des pigments migrant vers les couches les plus internes
de la rétine formant des amas intra-rétiniens. Les patients peuvent également souffrir de photophobie
dans les cas ou I'EPR est détérioré (Otsuka et al. 2020). Ces maladies sont bilatérales dans I'immense
majorité des cas (Dufier 2003). On note également la diminution de I'épaisseur de la CNE (couche
contenant les noyaux des photorécepteurs) a I'examen de tomographie en cohérence optique (OCT)
chez ces patients souffrant d'une RPs (Garcia et al. 2012; Oh et al. 2020). Certains patients deviennent
aveugles a 30 ans, tandis que la vaste majorité des patients perdent la vue vers 40 ans (Verbakel et al.

2018).
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Cette description correspond a la forme la plus répandue des RPs « batonnet-céne » (Figure 10). La
forme inverse, encore plus rare est nommée « cone-batonnet ». Elle correspond a la dégénérescence
en premier des cones puis a celle des batonnets, avec une prévalence de 1/40 000 (Hamel 2007).

Au niveau cellulaire, les RPs sont souvent associées a des agrégats de protéines menant au
dysfonctionnement des photorécepteurs, a des stresses oxydatifs, a l'infiltration et a l'activation du
systéme immunitaire, et a des dysfonctions métaboliques. Les photorécepteurs meurent in fine soit
par autophagie, apoptose ou par nécrose (Liu et al. 2022). La plupart du temps, la mutation génétique
affecte les fonctions des photorécepteurs, mais peut aussi altérer le fonctionnement de I'EPR dans 5%
des cas (Ben M'Barek et al. 2018). Dans les formes avancées des RPs, I'OCT montre que la couche des

cellules ganglionnaires et la CNI restent préservées tandis que la couche des photorécepteurs est trés
endommagée. La plupart des genes mutés impliqués dans les RPs, jouent un réle dans la cascade de
phototransduction, dans le cycle visuel, dans I'épissage, dans les structures ciliaires et dans le transport
intracellulaire (Hartong et al. 2006; Verbakel et al. 2018).

Figure 9 : Fond de l'ceil d’un patient affecté par une rétinite pigmentaire, aux différents stades : précoce,
intermédiaire et tardif (Image extraite de Hamel, 2006 (Hamel 2006)).
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Figure 10 : Représentation schématique de la progression des maladies génétiques affectant la rétine. Ici

est illustrée en exemple une rétinite pigmentaire autosomale dominante. Dans le cas des RPs, les
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mutations affectent souvent les batonnets en premier, induisant la mort de ces derniers (représentés en
bleu) (stade 1). Rapidement, les cones se dégradent (représentés en orange) (stades Il et Ill). Au stade
final (1V), la totalité des photorécepteurs a disparu (Image issue de Dalkara, 2016 (Dalkara et al. 2016)).

[l n"existe qu'un seul traitement : la thérapie génique RPE65. En effet, la premiére et la seule thérapie
génique actuellement sur le marché traitant les RPs est le LUXTURNA™. (voretigéne néparvovec)
(Hartong et al. 2006; Moraru et al. 2022; Prado, Acosta-Acero, et Maldonado 2020). Ce traitement
permet de traiter les patients souffrant d'amaurose congénitale de Leber résultant de mutations bi-
alléliques du géne RPE65, grace a la supplémentation de ce méme gene, ce qui représente seulement
2% des patients atteints de RPs (Ben M'Barek et Monville 2019). Une fois que le LUXTURNA™ est
injecté sous la rétine, le vecteur AAV2 va induire le transport du gene RPE65 dans I'EPR dans le but de
relancer la production de I'enzyme RPE65 (permettant de reconvertir le 11-cis-retinal) et de restaurer
le cycle visuel (Bainbridge et al. 2008; Ducloyer et al. 2020; Prado et al. 2020). Cette thérapie a montré
gu’elle permet une amélioration de la vision de nuit, du champ visuel et de la sensibilité a la lumiére
(Gao, Hussain, et Weng 2020).

Les patients souffrant d'une RP sont également susceptibles de développer une cataracte (environ
23,4%- 53% des patients RP) (Heckenlively 1982). La chirurgie de la cataracte permet aux patients
d'augmenter considérablement leur acuité visuelle, car elle est une des causes les plus importantes
de la perte de la vision centrale dans les cas de RPs (Chatterjee et al. 2021; Pandey et Sharma 2021).

Enfin, des lunettes spécifiques sont souvent prescrites dans les phases précoces de RP. L'acuité visuelle
de nuit étant en premier affectée, des lunettes de vision nocturne ont été développées afin d’amplifier
la lumiere et ainsi permettre aux personnes atteintes de RPs d'accroitre leur mobilité dans les
environnements de faible luminosité (Hartong et al. 2004; lkeda et al. 2019).

Ainsi, il n'existe donc aucun traitement disponible pour traiter 98% des patients souffrant de RPs.

2. Lesformes syndromiques

Les formes syndromiques des RPs sont moins communes, elles représentent 30% des cas, et sont
associées a d'autres dysfonctionnements métaboliques. Une trentaine de syndromes sont répertoriés.
Souvent, le symptome le plus couramment associé est la surdité. D’'autres symptomes existent tels
que la déficience mentale, des déformations faciales, une microcéphalie (malformation congénitale
ou la téte des bébés est plus petite que la normale), une obésité, des déficiences rénales, immunitaires
et métaboliques (Dufier 2003). Les principaux syndromes affectant le plus de patients sont les
syndromes de Bardet-Bied| (5%) et celui de Usher (10%) (Hamel 2006).

Voici la description de quelques-uns de ces syndromes :

Le syndrome de Usher est une ciliopathie. Ainsi, le dysfonctionnement des cils primaires ou des cils
mobiles est a I'origine, entre autres, du dysfonctionnement des photorécepteurs. Ce syndrome a une
prévalence de 1/30 000 et se transmet de facon autosomique/récessif (Ouyang et al. 2005; Tsang,
Aycinena, et Sharma 2018b). Une dizaine de génes a |'origine de ce syndrome a été identifiée. Parmi
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les symptomes couramment décrits, une surdité congénitale est diagnostiquée dans 97% des cas, et
la RP de type « batonnet-cone » apparait secondairement, dans la seconde ou la troisieme décennie
de vie (Tsang et al. 2018b).

Le syndrome de Bardet-Biedl est également une ciliopathie, sa prévalence est de 1/1 250 000. Ce
trouble est associé a une combinaison de plusieurs symptdmes cliniques comme une obésité, une RP
de type « batonnet-cone », une atteinte de la fonction rénale et des difficultés d'apprentissage (Tsang,
Aycinena, et Sharma 2018a). La plupart des signes sont présents chez une majorité de patients,
néanmoins, seule la RP est constante a I'age adulte chez tous les patients. Au moins 12 genes ont été
reconnus comme étant impliqués. Ces génes ont la particularité de coder pour des protéines jouant
un role dans le développement et le maintien de l'intégrité des cils (Ferrari et al. 2011; Forsythe et
Beales 2013).

Le syndrome de Alstrom est causé par la mutation du gene ALMST, il s'agit d'une ciliopathie
monogénique et récessive. Sa prévalence est de 9/1 000 000. Cette mutation se manifeste d'abord
par une atteinte des cones puis évolue vers une RP de type « cones-batonnet » (Nasser et al. 2018).
Les autres symptOmes associés sont une obésité depuis I'enfance, un diabete de type 2, une
cardiomyopathie, une surdité, et de I'acanthosis nigricans (épaississement et hyperpigmentation de
la peau). Ce syndrome est progressif et le premier symptdme observé sur les enfants en bas age
(observable entre la naissance et les 15 premiers mois de vie) est habituellement une photophobie et
un nystagmus (tremblement des yeux) (Marshall et al. 2015; Paisey et al. 1993). La plupart des patients
ont perdu la vue a la fin de la seconde décennie de vie, tandis qu'une petite minorité reste capable de
lire de gros caracteres durant la troisieme décennie de vie (Paisey et al. 1993).

c. Remodelage rétinien suite a la dégénérescence rétinienne

Suite a la dégénérescence graduelle des photorécepteurs, un remodelage des structures de la
rétine s'effectue. Il s'agit d'une série progressive d'altérations et/ou de modifications du métabolisme
rétinien, de I'expression des récepteurs, de I'organisation du réseau de neurites, ainsi que de mort
cellulaire. Le remodelage rétinien s'articule en quatre phases :

La premiere phase du remodelage de la rétine est caractérisée par les premiers événements de stress
et de dégénérescence des photorécepteurs (Figure 11). La morphologie des astrocytes change et ils
étendent leurs extensions jusqu’aux photorécepteurs (Marc et al. 2007; Pfeiffer, Marc, et Jones 2020).
Les cellules de la microglie se ramifient également et étendent leurs extensions jusqu'aux
photorécepteurs afin de phagocyter ceux qui sont apoptotiques (Gupta, Brown, et Milam 2003). Les
cellules de Miiller commencent a altérer leur signature métabolique, menant a la dérégulation de la
protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) (surexpression), de la glutamine synthétase (sous-expression) et
de la protéine cellulaire retinaldehyde-binding (CRALBP) (sous-expression). La décroissance de
I'expression de glutamine synthétase altére le fonctionnement du cycle visuel (Pfeiffer et al. 2020;
Sakami, Imanishi, et Palczewski 2019).

La seconde phase du remodelage rétinien est définie par la perte progressive et définitive des
photorécepteurs restants. Cette seconde phase se maintient tant qu'il reste des photorécepteurs. La
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réorganisation synaptique entre les neurones, aussi appelée rebranchement (ou reconnexion), entre
dans une phase tres active (Jones et al. 2003; Strettoi et al. 2003a). Dans un premier temps, les
batonnets étendent leurs connexions axonales plus loin que la couche plexiforme interne (CPI), jusque
dans les couches plus internes de la rétine, et dans certains cas jusqu'au niveau de la membrane
limitante interne (Sethi et al. 2005). Lorsque que les batonnets commencent a mourir, les cellules
bipolaires et les cellules horizontales connectées a ces derniers remodulent leurs neurites pour venir
reformer de nouvelles connexions avec les cones restants (Linberg et al. 2006). De la méme maniere,
quand les derniers photorécepteurs meurent, les cellules bipolaires vont remoduler leurs neurites et
les cellules horizontales étendent leurs neurites pour venir se reconnecter aux cellules de la couche
plexiforme interne (CPI) (Strettoi et al. 2003b; Strettoi et Pignatelli 2000).

La troisieme phase se caractérise lorsque tous les photorécepteurs sont morts, et que de nombreuses
neurites des cellules rétiniennes restantes ont colonisé la rétine atrophique (Marc et al. 2003).

Dans la quatrieme phase, des conformations protéiques aberrantes (a-syn) sont retrouvées,
semblables aux protéinopathies retrouvées dans d'autres formes de maladies dégénératives comme
Alzheimer ou Parkinson. Lors des phases les plus avancées de dégénérescence rétinienne, la rétine a
perdu plus de 90% de ses neurones (Pfeiffer et al. 2020).

32



Healthy Retina Phase 3 Degenerate Retina

LA S i
PRy e "’

|1, Raceplor swiiching, 2. Loss of ON drive
lmON(mM)ln batore complata loss

1.Increases in | 2. Formation of :
! aggregate prone | mngaus and | 3. Debris accumulation | 4. Progressive cell death
L ic bodies |

1% o

Progression

Figure 11 : Les phases du remodelage rétinien. La frise en bas représente les temps relatifs pour
linitiation et les contributions maximales de chacun des composants du remodelage: la
reprogrammation en vert, la réécriture en bleue, la neurodégénération en rouge et les contributions des
cellules gliales en rose. Les cellules jaune clair sont les photorécepteurs, les jaunes foncés sont les cellules
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horizontales, les bleus clairs sont les cellules bipolaires, les rouges sont les cellules amacrines et les bleus
foncés sont les cellules ganglionnaires (Extrait de (Pfeiffer et al. 2020)).

Pour une application en thérapie cellulaire, il est important de connaitre précisément le temps de
progression des différentes maladies dégénératives et comment la rétine se remodele avec exactitude
au cours du temps. Ceci permet de définir le temps, le moment le plus approprié pour la greffe des
cellules. Afin de maximiser les chances d'intégration des photorécepteurs dans le cadre d'une thérapie
cellulaire, la greffe doit étre réalisée durant les phases Il ou lll (Cuenca et al. 2014). Ce temps de greffe
relativement précoce sert aussi a éviter que les synapses des cellules de la rétine neurale ne se soient
complétement transformées. Une désorganisation trop importante du circuit rétinien a pour
conséquence d'altérer le signal électrophysiologique et de ne plus permettre aux photorécepteurs
greffés de se connecter aux cellules hotes (Cuenca et al. 2014).

d. Les pistes thérapeutiques actuelles

Différentes pistes thérapeutiques sont explorées, actuellement en phase de développement
préclinique ou clinique, en fonction du stade de progression de ces maladies (Figure 12). La thérapie
génique ciblée sur un géne muté, ou les approches de neuroprotection doivent étre réalisées tres tot
chez les patients, avant que les photorécepteurs ne dégénérent complétement, lors de la 1% ou la 2™
phase du remodelage rétinien. Dans le cas ou les photorécepteurs ont dégénéré, trois stratégies
peuvent étre envisagées : I'implant rétinien électronique, I'optogénétique et la thérapie cellulaire. La
transplantation cellulaire est plutdt envisagée durant la 2°™ ou la 3°™ phase du remodelage rétinien,
tandis que |'optogénétique est plutdt envisagée dans la 3°™ phase. L'implant électronique est
envisagé dans les stades les plus tardifs (3%me et 4°me phase) (Cuenca et al. 2014; Roska et Sahel 2018).
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Figure 12 : Les différentes stratégies thérapeutiques a adopter en fonction des stades de remodelage
rétinien. CR: Choroid, RPE: Retinal pigment epithelium; OS: outer segments; IS: inner segments; ONL:
outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner plexiform layer; GCL:
ganglion cell layer. Extrait de (Cuenca et al. 2014).

1. Lathérapie génique de compensation d’un gene muté

La thérapie génique a vu le jour grace aux progres des techniques d'édition du génome et grace
a la maitrise des vecteurs viraux. Cette technique repose sur le fait d’apporter un géne spécifique a
I'intérieur de la cellule afin de corriger une mutation ciblée (cas des RP). Pour réparer ou désactiver
un gene dysfonctionnel de maniere précise, il faut apporter dans la cellule des nucléases capables de
couper le génome de maniere précise et localisée, ainsi qu'un fragment d’ADN contenant le géne
fonctionnel (Sayed et al. 2022). Pour cela, deux méthodes de transport ont été développées : les
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vecteurs non viraux et les vecteurs viraux. Les vecteurs viraux sont principalement utilisés, ils sont
impliqués dans 75% des essais cliniques de thérapie génique (Lino et al. 2018).

En fonction des cellules ciblées, de la taille du gene a incorporer, de la réponse immunitaire induite,
de la stabilité transgénique souhaitée au cours du temps, ou encore du profil oncogénique de certains
virus, le choix du vecteur viral se fait en fonction des propriétés intrinseques du virus d'origine. Dans
le cas de la thérapie génique destinée au traitement des dégénérescences rétiniennes, le vecteur viral
le plus utilisé est le virus adéno-associé (AAV) (Cheng et Punzo 2022; Lipinski, Thake, et MacLaren
2013).

De maniere générale, il est important de connaitre précisément le gene muté pour mettre en ceuvre
la thérapie génique, ce qui n'est pas le cas pour 30% des cas des RPs non syndromiques et pour 50%
des RPs autosomiques dominantes (Hartong et al. 2006; Verbakel et al. 2018). De plus, il existe plus
de 71 genes connus impliqués dans les RPs. Il faudrait ainsi développer une thérapie génique adaptée
a chaque géne/mutation. De plus, la thérapie génique apparait comme une technique trés colteuse
comparée au nombre de patients concernés pour chacun des genes mutés (Verbakel et al. 2018). C'est
notamment le cas du traitement LUXTURNA™, une thérapie génique ciblant un seul géne d'une RP
(RPE65) et dont le colt est de 735 000 euros par patient. Malgré tout, d'autres thérapies géniques
ciblant les maladies rétiniennes sont actuellement en cours d'essais cliniques (Table 1) (Dalkara et al.
2016; Hu et al. 2021).
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NCT

Disease Target Gene Vector/Type Starting year Identifier Phase Status Location(s)
Achromatopsia CNGA3 rAAV8.hCNGA3 2015 02610582 1/2  Active, not recruiting  Germany
CNGB3 rAAV2tYF-PR1.7-hCNGB3 2016 02599922  1/2  Recruiting USA
CNGA3 rAAV2tYF-PR1.7-hCNGA3 2017 02935517  1/2  Recruiting USA and Israel
CNGB3 and CNGA3; AAV2/8-hCARp.hCNGB3 and AAV2/8-hG1.7p.coCNGA3 2017 03278873  1/2  Recruiting UK
CNGA3 AAV2/8-hG1.7p.coCNGA3 2019 03758404 1/2  Recruiting UK and USA
Choroideremia CHM AAV2-hCHM 2015 02341807 1/2  Active, not recruiting  USA
rAAV2.REP1 2016 02671539 2 Active, not recruiting  Germany
AAV2.REP1 2016 02407678 2 Active, not recruiting UK
AAV2.REP1 2017 03507686 2 Active, not recruiting  USA and Germany
AAV2.REP1 2017 03496012 3 Active, not recruiting  USA, Canada, Denmark, Finland, France, Germany,
Netherlands, UK
Leber congenital amaurosis 2 RPE65 AAV2-CBSB-hRPE6S 2007 00481546 1 Active, not recruiting  USA
AAV2-hRPE65v2 (voretigene neparvovec-rzyl) 2007 00516477 1 Active, not recruiting  USA
AAV2-hRPE65v2 (voretigene neparvovec-rzyl) 2010 01208389 1/2  Active, not recruiting  USA
AAV2-hRPE65v2 (voretigene neparvovec-rzyl) 2012 00999609 3 Active, not recruiting  USA
AAV2/5-OPTIRPE6S 2016 02946879  1/2  Recruiting UK
Leber congenital amaurosis 10 CEP290 QR-110 (antisense oligonucleotide) 2017 03140969 1/2 Completed USA, Belgium
AAVS5 (AGN-151,587 or EDIT-101) 2019 03872479  1/2  Recruiting USA
Retinitis pigmentosa, autosomal recessive MERTK rAAV2-VMD2-hMERTK 2011 01482195 1 Recruiting Saudi Arabia
PDE6B AAV2/5-hPDE6B 2017 03328130 1/2 Recruiting France
Retinitis pigmentosa, autosomal dominant RHO QR-1123 (antisense oligonucleotide) 2019 04123626 1/2  Recruiting USA
Retinitis pigmentosa, X-linked recessive RPGR AAV8-coRPGR 2017 03116113 1/2/3 Recruiting USA, UK
AAV2/5-RPGR 2017 03252847 1/2  Active, not recruiting  USA, UK
rAAV2tYF-GRK1-RPGR (AGTC501) 2018 03316560 1/2  Recruiting USA
Retinitis pigmentosa, non-specific ChR2 (Optogenetics)  AAV2-Chop2 (RST-001) 2015 02556736  1/2  Active, not recruiting  USA
rAAV2.7m8-CAG-ChrimsonR-tdTomato (GS030) 2018 03326336 1/2 Recruiting USA, France and UK
AAV ChronosFP (BS01) 2020 04278131  1/2  Recruiting USA
Stargardt disease ABCA4 EIAV (SAR422459) 2011 01736592  1/2 Active, not recruiting ~ USA and France
Usher syndrome 1B MYO7A EIAV-CMV-MYO7A (UshStat) 2013 02065011  1/2  Active, not recruiting ~ USA and France
Usher syndrome 2 USH2A QR-421a (antisense oligonucleotide) 2019 03780257  1/2  Recruiting USA, Belgium, Canada, France
X-linked retinoschisis hRS1 AAV8-scRS/IRBPhRS 2015 02317887  1/2  Recruiting USA
rAAV2tYF-CB-hRS1 2015 02416622  1/2  Active, not recruiting ~ USA
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Table 1: Tableau récapitulant des essais cliniques actuels pour la thérapie génique rétinienne (image
extraite de (Hu et al. 2021)).

2. Lesapproches de neuroprotection

Cette stratégie a I'étude est une approche alternative indépendante de la mutation agissant en
faveur de la survie des photorécepteurs, ce qui lui permet d'étre appliquée a plusieurs types de RPs
et/ou de dégénérescences rétiniennes. Les facteurs neurotrophiques ont été étudiés afin d'utiliser
leurs actions trophiques et protectrices sur des modeles animaux porteurs d'une dystrophie
rétinienne. Par exemple, la surexpression du rod-derived cone viability factor (RACVF), a I'aide de la
thérapie génique permettrait d'agir comme une neuroprotection. En effet, cette protéine permet de
prévenir du stress oxydatif, elle est capable de retarder la dégénérescence des photorécepteurs (Clérin
et al. 2020; Léveillard et Sahel 2010). Cette stratégie a montré son efficacité sur des modéles murins
de RPs (modéles de souris rd10, et P23H). La dégénérescence des cones a ainsi été retardée. De plus,
une meilleure fonctionnalité apres incorporation de RACVF par thérapie génique a l'aide d'un AAV a
également pu étre observée sur ces modeles murins. L'ERG a montré 3, 4 et 5 semaines apres
I'injection en intra-vitréen, que I'onde a (hyperpolarisation due aux photorécepteurs lors qu'un signal
lumineux est détecté) présente une meilleure amplitude par rapport au groupe controle (Byrne et al.
2015). Ceci indique une meilleure réponse a la lumiére des photorécepteurs et par conséquent une
préservation de ces derniers. Cette stratégie est actuellement en essai clinique de phase I/l sur 33
patients (Clinical trial : NCT05748873), sponsorisé par la société Sparing Vision. L'essai a commencé
en avril 2023 et les résultats sont attendus pour 2029.

D'autres facteurs neurotrophiques ont démontré une survie et une action protectrice sur les
photorécepteurs matures : le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF) ou encore le facteur
neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) (Delplace et al. 2019; Gupta et al. 2013). Pour que cette
stratégie soit efficace, il faut que les facteurs neurotrophiques soient libérés en continu. Comme il ne
parait pas envisageable pour les patients de subir des injections a répétition, la société Neurotech
Pharmaceuticals, Inc. a développé I'implant «<NT-501» mesurant Tmm de diamétre pour 6 mm de long.
Cet implant (placé dans le vitré) contient des cellules modifiées génétiquement congues pour sécréter
en continu durant 2 ans du CNTF (Annamalai et al. 2018; Kauper et al. 2012). Aprés avoir testé cette
méthode chez un modeéle animal, cette stratégie a été lancée en essais cliniques aux Etats-Unis
(ClinicalTrials NCT00063765, NCT00447954, NCT00447980, NCT00447993) (Tao et al. 2002). Les essais
cliniques sont terminés, et les résultats sont encourageants. En effet, 12 mois apres lI'implantation, les
patients ayant recu I'implant « NT-501 » sécrétant 1.6 +/- 0.7 ng/jour de CNTF (10 patients) ont
montré une stabilisation de leur acuité visuelle, tandis que le groupe controle (9 patients) a perdu de
I'acuité visuelle (Kauper et al. 2012).

Une autre stratégie de neuroprotection envisagée est la supplémentation du 11-cis-retinal. Certains
patients atteints de RPs en phase précoce présentent une mutation sur les genes LRAT ou RPE65. Ces
mutations induisent un dysfonctionnement du cycle visuel, le 11-cis-retinal n’est plus régénéré. Un
traitement oral de 9-cis-retinal, analogue au 11-cis-retinal permettrait de substituer a ce déficit et de
contribuer a un cycle visuel fonctionnel si les photorécepteurs n'ont pas dégénéré avant le début du
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traitement (Scholl et al. 2015). Cependant, il s'agit seulement d'une seule étude, d'un seul essai clinique
de phase | (ClinicalTrials NCT01014052) qui a testé cette méthode de restauration du 11-cis-retinal.
De plus, cette étude a été réalisée il y a longtemps, et aucune suite a ce travail n'a été publiée depuis.

3. Limplant électronique

Une autre stratégie envisagée pour traiter les RPs est I'implant électronique (ou implant rétinien),
elle s'adresse aux patients ayant une dégénérescence tres importante des photorécepteurs. Le
principe de I'implant électronique est de remplacer la fonction des photorécepteurs par des électrodes
a l'aide d’'un implant de 3mm? fixé sur ou sous la rétine (Allen 2021). L'implant, composé d'électrodes
stimule électriquement la rétine. La mise en place de ce dispositif dans I'ceil du patient est uniquement
possible grace a une opération chirurgicale. Basés sur le type de chirurgie mis en ceuvre, plusieurs
types d'implant électronique se distinguent : ceux dits épirétiniens, sous-rétiniens, supra-chroidiens
ou intra-sclérales. Les dispositifs épi- et sous-rétiniens permettent d’obtenir la meilleure restauration
visuelle aux patients, certains parviennent méme a lire des mots courts (Zrenner et al. 2011). Les
premiers prototypes ont été réalisés dans les années 1990, ils comportaient seulement 16 a 20
électrodes contre 1500 aujourd’hui. Plus le nombre d'électrodes ou photodiodes est important, plus
I'image percue par le patient sera qualitative.

Deux types d'implants rétiniens peuvent étre actuellement greffés. Le premier type est le modéle
Argus Il (En 2013, il est le premier implant a étre commercialisé en Europe et aux Etats-Unis) (Second
Sight) et le modele Iris Il (Pixium vision) (Ayton et al. 2020; da Cruz et al. 2013; Humayun et al. 2012;
Stiles, Patel, et Weiland 2021). lls sont dits « épirétiniens », car ils sont placés a la surface de la rétine,
directement sur les cellules ganglionnaires. L'autre type d'implant se place sous la rétine, a la place
des photorécepteurs, ce modele s'appelle Alpha-AMS/IMS (Retina implant) (K et E 2013). Ces deux
types d'implants fonctionnent différemment. Pour les modeles dits épirétiniens (Argus Il et Iris Il) des
caméras sont intégrées dans une paire de lunettes. Les informations visuelles collectées sont
transmises a un systeme électronique placé a la ceinture du patient. Il permet de convertir les
informations visuelles en des signaux électriques transmis aux neurones de la rétine en aval des
photorécepteurs. Ces derniers sont envoyés a un récepteur placé sur I'ceil par des ondes radio. Le
récepteur prend le relai et convertit les ondes radio en des courants électriques qui seront transmis
dans des fils pénétrants dans I'ceil jusqu’'a I'implant. Argus Il est composée de 60 électrodes en platine
et a été implanté chez plus de 350 patients dans le monde. Cependant, ce modeéle n’est plus fabriqué
depuis 2019 a cause d'un manque d'investisseurs.

Le modeéle Iris Il comprend 150 électrodes, il est donc plus résolutif que Argus Il (da Cruz et al.
2013; Erickson-Davis et Korzybska 2021; Rachitskaya et Yuan 2016). L'autre type d'implant, Alpha-
AMS/IMS de chez Retina Implant n'a pas le méme principe de fonctionnement. Celui-ci est composé
de 1500 électrodes et de 1500 diodes sensibles a la lumiere. Les diodes captent et transforment la
lumiere en des courants électriques qui seront ensuite amplifiés par une composante électrique avant
d'étre transmis au niveau des électrodes. Avec cet implant, il n'y a pas de lunettes associées,
cependant, le circuit électrique relié aux photodiodes doit étre alimenté. Pour cela, un cable partant
sous la puce de la rétine, vers I'extérieur de I'ceil, jusque derriere |'oreille est nécessaire. Ces systemes
sont actuellement en phase clinique. La plupart des patients implantés a bénéficié d'une amélioration
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de leur vision allant de la visualisation d'un passage piéton a la lecture de mots a gros caractéres sur
un écran. Cependant, tout comme Argus |l, sa commercialisation a été arrétée (Edwards et al. 2018;
Faber et al. 2020). Une société francaise « Pixium Vision» a développé un implant plus complexe,
nommé «Prima». Il s'agit d'un implant composé de 378 électrodes de neurostimulation
photovoltaique non filaire. Un matériau sensible a la lumiére infrarouge stimule électriquement les
cellules bipolaires. Ce dispositif est couplé lui aussi a des lunettes qui transforment a I'aide d'une
caméra le signal lumineux en signal infrarouge transmis ensuite a I'implant.

Il est a noter que dans les cas de dégénérations avancées, I'intégrité du signal est dégradée a cause
de la dégénérescence presque totale de tous les types cellulaires de la rétine neurale (Palanker et al.
2020; Pfeiffer et al. 2020). De plus, I'implantation d’'une rétine électronique mene dans 24% des cas a
un détachement rétinien (Kitiratschky et al. 2015).

4. L'optogénétique

L'optogénétique est une autre approche thérapeutique indépendante de la mutation dont
I'objectif est de faire exprimer par d'autres cellules rétiniennes initialement non sensibles a la lumiere
(cellules bipolaires, cellules ganglionnaires, cones dormants) des protéines photosensibles de type
opsine microbienne (polarisante ou dépolarisante) ou animale (Melanopsine, Rhodopsine, cone
opsine). Ces cellules acquierent alors la capacité de convertir la lumiere en des signaux électriques
(Sakai, Tomita, et Maeda 2022; Simunovic et al. 2019).

Dans certains cas de dégénérescence rétinienne, le segment externe de certains cones se retrouve
raccourci ou manquant, cependant, leur corps cellulaire demeure intact. Ces cOnes survivants ne sont
plus sensibles a la lumiére et sont appelés cones dormants (Lin, Masland, et Strettoi 2009). Ainsi, si
ces cones dormants retrouvent leur fonctionalité une faible sensibilité a la lumiere peut étre restaurée.
Le transfert par thérapie génique d'une opsine hyperpolarisante d'origine bactérienne (la light-
activated chloride pump halorhodopsin obtenue a partir de  Natronomonas pharaoni), a restauré les
fonctions de ces cdnes dormants sur des souris rd7 et Rho™~, en visualisant une augmentation de leur
acuité visuelle (Busskamp et al. 2010).

Les opsines hyperpolarisantes peuvent aussi étre utilisées pour restaurer les réponses « OFF » sur des
cellules (cellules bipolaires et ganglionnaires) de la rétine neurale (Sahel et al. 2021; Sakai et al. 2022;
Wang et al. 2016; Zhang et al. 2007). Si tous les photorécepteurs sont dégradés cette stratégie peut
étre aussi appliquée sur les cellules rétiniennes aux réponses dites « ON » en utilisant des opsines
dépolarisantes (Jones et al. 2016).

La premiere application de cette technologie a été faite sur un modele murin rd7 souffrant de
dégénérescence rétinienne. Les cellules ganglionnaires de I'animal ont été activées avec succes grace
a l'injection d'un vecteur viral AAV permettant I'intégration du gene pour la channelrhodopsine ChR2.
Des stimulations lumineuses avec des longueurs d'onde de 460 a 580 nm ont été opérées sur les
souris transfectées et ils ont montré que 9 des 13 yeux répondaient a une stimulation de 460nm et
pas a celle de 560nm ; ce qui correspond a la longueur d’onde de sensibilité de la channelrhodopsine
ChR2 (Bi et al. 2006). Des résultats similaires en terme d'efficacité et de sécurité de I'optogénétique
sur des cellules ganglionnaires de primates non humains ont été obtenus dans les années qui ont
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suivi (Chaffiol et al. 2017; McGregor et al. 2020; Sengupta et al. 2016). Cette stratégie a été réalisée
pour la premiére fois avec succes chez un patient de 54 ans souffrant d'une RP avancée dans le cadre
d'un essai clinique de phase I/1l (Sahel et al. 2021). Les cellules ganglionnaires situées au niveau de la
fovéa du patient ont été transfectées avec un adénovirus contenant la protéine « light-sensing channel
rhodopsin ChrimsonR ». Les patients doivent étre également équipés de lunettes capables de
concentrer les stimuli lumineux et d'en produire des images projetées sur la rétine. Le pic de sensibilité
du ChrimsonR-tdTomato est de 590 nm (couleur ambre). Cette longueur d'onde a été choisie car la
couleur ambre est plus slre et cause moins de contractions des pupilles que la couleur bleue
habituellement choisie. Sept mois apres l'injection, ce systéme a permis au patient de recouvrir
partiellement la vision, il a été capable de distinguer des livres sur une table. Une
électroencéphalographie a aussi permis de détecter que lactivité électrique des cellules
ganglionnaires se propage jusqu’au cortex visuel (Sahel et al. 2021). Récemment, une autre équipe a
induit I'expression de ReaChR sur les cellules bipolaires ON d'une souris rd1 souffrant de
dégénérescence rétinienne. Méme si l'acuité visuelle de ces souris reste moindre par rapport aux
souris sauvages, les résultats restent tres prometteurs (Rodgers et al. 2023).

Ainsi, toutes ces approches optogénétiques permettraient de restaurer en partie la vision des patients.
Un certain nombre d'écueils sont toutefois a relever. L'application de I'optogénétique sur les cellules
ganglionnaires semble étre une meilleure option car les cellules ganglionnaires sont les cellules qui
résistent le plus longtemps au cours de la dégénérescence rétinienne. Cependant, cela court-circuite
les autres types cellulaires (les photorécepteurs, les cellules bipolaires, amacrines et horizontales) Il y
a donc une perte d'intégration du signal. Par ailleurs, les cellules modifiées peuvent interagir avec les
cellules environnantes de la rétine d'une maniere différente de celle des photorécepteurs initialement
présents. De plus, une seule opsine est implantée, codant pour un type de longueur d'onde particulier,
ce qui ne reflete pas la diversité des couleurs captées par un ceil sain, et celle-ci n'a pas la complexité
des différents sous-types de la rétine. (Busskamp et al. 2012; Prosseda et al. 2022; Simunovic et al.
2019b).

Dans la suite de cette these, je m'intéresserai aux stratégies de thérapie cellulaire.
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3 La thérapie cellulaire
a. Les sources des matériaux biologiques utilisés

La thérapie cellulaire consiste a remplacer les cellules rétiniennes mortes ou défectueuses par
I'apport de nouvelles cellules saines. Les premiéres tentatives de thérapies cellulaires de la rétine ont
été effectuées a partir de cellules de I'EPR sur des singes (Gouras, Flood, et Kjeldbye 1984). Depuis,
plusieurs sources de cellules pour la thérapie cellulaire, ont été décrites dans la littérature. Les cellules
peuvent étre d'origine adulte, foetale ou provenir de cellules souches pluripotentes (prochaine
section).

Les cellules de I'EPR d'origine foetale sont généralement obtenues sur des foetus agés de 10 a 15
semaines (Maminishkis et al. 2006; Zhu, Provis, et Penfold 1998). L'utilisation de ces cellules de I'EPR
en suspension a montré que lorsqu'elles sont injectées entre I'EPR et les photorécepteurs de rats
porteurs d'une dégénérescence rétinienne (rat RCS), ces derniers présentent une amélioration de leur
acuité visuelle (Little et al. 1996). En effet, une analyse histologique montre qu’au niveau du site de la
greffe, les photorécepteurs demeurent préservés. Les cellules de I'EPR foetales injectées deviennent
fonctionnelles et sont capables de phagocyter les débris des photorécepteurs (Sheng et al. 1995).
D'autres études ont greffé des feuillets allogéniques foetaux agés de 10 a 15 semaines, comprenant
la rétine neurale et I'EPR sur des patients atteints de dégénérescence rétinienne (DMLA ou RPs avec
un stade tres avancé et une acuité visuelle de 20/200 au mieux) (Radtke et al. 2008). 7 patients sur 10
ont montré une amélioration de leur vision a l'aide du test ETDRS (Radtke et al. 2008). Méme si ces
études ont obtenu des résultats encourageants, I'obtention de cellules de I'EPR et de photorécepteurs
d'origine foetale est soumise a des réglementations strictes et a de nombreuses considérations
éthiques. Les réglementations en vigueur peuvent changer d'un pays a l'autre, ce qui complique leur
utilisation. De plus, la Déclaration d'Helsinki a fixé les exigences pour I'utilisation de matériel humain
: le consentement de la personne doit étre éclairé ; il ne doit pas y avoir incitation a I'avortement ; la
procuration de matériel humain, s'il n'a pas vocation a étre utilisé pour la recherche, I'échantillon doit
étre jeté ; et I'historique du patient doit étre connu (World Medical Association 2013). Une autre des
contraintes a prendre en compte est la variation de I'age du foetus a partir duquel proviennent les
cellules (Ben M'Barek et Monville 2019a). Toutes ces considérations ont mené a I'abandon progressif
de cette source cellulaire.

Les cellules rétiniennes peuvent aussi étre obtenues a partir de cadavres humains (greffe allogénique),
ou a partir des patients eux-mémes (greffe autologue). Des feuillets d'EPR peuvent étre prélevés post-
mortem depuis des donneurs adultes (Binder et al. 2007). Ce feuillet de cellules de I'EPR adulte a
montré une fonctionnalité sur la survie des photorécepteurs des rats RCS comparés aux
photorécepteurs des rats non greffés (Castillo et al. 1997). Dans cette étude, ils ont utilisé des feuillets
rétiniens de I'EPR issus de donneurs agés de 10 et de 49 ans, et ils ont montré que I'age des donneurs
n'avait aucun impact sur la fonctionnalité de I'EPR greffé. Ainsi, les photorécepteurs des rats RCS ont
été préservés de la méme maniére quel que soit I'age du donneur (Castillo et al. 1997).

Des cellules de I'EPR adulte peuvent étre récoltées vers le coté nasal de la rétine, et peuvent étre
greffées a un autre endroit de la rétine ou I'EPR est détérioré. Apres que cette procédure ait été validée
sur des lapins, elle a été réalisée sur des patients souffrant de DMLA néovasculaire (Binder et al. 2002;
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Phillips et al. 2003). Sur les 17 patients ainsi greffés, 13 ont vu leur acuité visuelle augmenter apres 17
mois (Binder et al. 2007). Malgré le fait que ces études ont montré le potentiel thérapeutique des
cellules de I'EPR ou des photorécepteurs adultes (utilisation allogénique depuis des cadavres ou une
utilisation autologue), leur utilisation est limitée a la quantité de cellules pouvant étre obtenues, car
ces cellules ont un tres faible potentiel mitotique. Tout comme pour les cellules d'origine foetale, une
des limitations importantes, est I'hétérogénéité des donneurs, pouvant engendrer de grandes
variations entre les cellules prélevées (Ben M'Barek et Monville 2019b).

D'autres cellules autres que les photorécepteurs et I'EPR peuvent étre utilisées. Ces cellules sont
utilisées non pas pour remplacer un type cellulaire par un autre, mais pour apporter un effet trophique,
c'est-a-dire qu'elles induisent une action bénéfique non pas en remplacant les fonctions des cellules
rétiniennes, mais par la libération de cytokines ayant un impact sur la survie des cellules. Ansi, d'autres
cellules qui ne sont pas des cellules rétiniennes ont été proposées : I'épithélium pigmentaire de l'iris,
les cellules de Schwann, les progéniteurs neuronaux dérivés du cerveau, les cellules
mésenchymateuses ou encore les cellules souches du cordon ombilical (Ben M'Barek et Monville
2019b). En effet, I'épithélium pigmentaire de l'iris possede la capacité de former une monocouche
avec des jonctions serrées, capable de faire de la phagocytose. L'épithélium pigmentaire de l'iris
pourrait étre utilisé pour reformer la barriere hémato-rétinienne (Schraermeyer et al. 1997). Les
cellules de Schwann sont connues pour sécréter des facteurs trophiques capables de maintenir la
survie des photorécepteurs lorsque qu'ils sont greffés dans des rats RCS (Lawrence et al. 2000). Tout
comme ces derniéeres, les progéniteurs neuronaux dérivés du cerveau sécrétent des facteurs
trophiques permettant de maintenir la survie des photorécepteurs. Les cellules ont été obtenues a
partir d'un foetus humain a 21 semaines de gestation et ont été cultivées comme des neurospheres
(Wang et al. 2008). Ces cellules ont été capables de préserver la vision des rat RCS durant 280 jours
(Gamm et al. 2007). Les cellules mésenchymateuses ont la capacité d'acquérir une forme semblable
a celle des cellules de I'EPR 2 mois apres I'opération. En libérant des facteurs trophiques, elles sont
capables d’améliorer la dégénérescence rétinienne de rats RCS (Inoue et al. 2007). Les cellules issues
du cordon ombilical, en plus d’avoir un haut potentiel d’amplification (1 x10'" cellules peuvent étre
générées a partir d'une seule), peuvent améliorer le phénotype visuel des rats RCS en libérant des
facteurs trophiques comme le « brain derived neurotrophic factor » (BDNF) (facteur trophique dérivé
du cerveau) (Lund et al. 2007). Les effets et facteurs trophiques engendrés sont tres prometteurs, mais
tout comme les approches de neuroprotection précédemment discutées, I'apport de ces cellules doit
étre réalisé trés précocement dans les maladies rétiniennes.

Dans le prochain paragraphe, nous discuterons de I'obtention de I'EPR et des photorécepteurs a partir
de cellules souches pluripotentes (CSPs).

b. Les cellules souches pluripotentes humaines

Depuis I'établissement de la premiére lignée de cellules souches embryonnaires humaines
(CSEhs) par Thomson en 1998, I'utilisation de ces cellules s'est avérée trés prometteuse dans le
domaine biomédical, grace a leur compétence d'auto-renouvellement (c'est-a-dire leur capacité a se
multiplier a l'identique) et leur capacité a se maintenir dans un état pluripotent (elles gardent le
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potentiel de se différencier en n'importe laquelle des cellules du corps humain). Les CSEhs sont
prélevées sur des embryons agés de 5 a 7 jours apres une fécondation in vitro, correspondant au stade
blastocyste du développement embryonnaire. Le blastocyste est composé de 3 parties, le
trophoblaste périphérique qui donnera naissance a la plupart des structures extra-embryonnaires
comme le cordon ombilical et le placenta ; la masse cellulaire interne (MCI) qui est constituée de
cellules souches embryonnaires, capables de donner I'organisme humain entier ; et enfin une grande
cavité remplie d'un liquide appelé blastocéle qui disparaitra progressivement au cours du
développement embryonnaire. Les premieres CSEhs ont été isolées a partir de la MCl du blastocyste,
et plus particulierement de I'épiblaste (Thomson et al. 1998). Les méthodes de culture des CSEhs ont
été optimisées avec le temps pour garantir la stabilité de leur pluripotence, caryotype et leur auto-
renouvelement. Elles sont aussi tres utilisées pour mieux comprendre le développement embryonnaire
(Amit et al. 2000; Choi et al. 2020; Thomson et al. 1998).

Malgré le grand potentiel que représentent les CSEhs pour la recherche médicale, leur utilisation est
controversée. Pour obtenir des CSEhs, une fécondation in vitro est nécessaire et I'embryon est détruit
dans la plupart des méthodes utilisées. Cette action alimente de nombreux débats moraux, éthiques,
politiques et religieux. Pour utiliser des CSEhs, il faut en France faire une déclaration préalablement a
I’Agence de Biomédecine (https://www.agence-biomedecine.fr/) La législation varie d'un pays a
I'autre : des états tels que les Etats Unis ou la Pologne ont choisi de ne pas autoriser la recherche sur
les CSEhs.

Afin de pallier aux difficultés éthiques rencontrées lors de I'utilisation des CSEhs, I'équipe du Pr.
Yamanaka a montré comment reprogrammer n'importe quelle cellule somatique afin de lui donner
des caractéristiques similaires a celle d'une CSE: ils ont inventé les cellules souches pluripotentes
induites (CSPis). Ils ont forcé des fibroblastes de souris a exprimer plusieurs facteurs de transcription
associés a I'état de pluripotence des cellules souches (Oct3/4, Sox2, C-myc et KiIf4) a l'aide de
rétrovirus. La combinaison de la surexpression de ces quatre facteurs a été mise en évidence grace a
I'étude des 24 facteurs de transcription naturellement présents dans les ovocytes et dans les CSEs. Ces
facteurs de transcription impliqués normalement dans le processus d’embryogenese ont la capacité,
quand ils sont surexprimés artificiellement ensemble dans des cellules somatiques (ce que I'on appelle
« reprogrammation »), de déterminer I'état pluripotent des cellules (Takahashi et Yamanaka 2006).
Oct3/4 est connu pour permettre le passage du stade de morula a celui de blastocyte, Sox2 permet
de maintenir la pluripotence des CSEhs et il est impliqué dans l'auto-renouvellement. C-myc est
exprimé dans les cellules a haut potentiel prolifératif, car il agit sur I'environnement de la chromatine
(oncogene) et KIf4 sert a contrdler la transcription. En d'autres termes, C-myc et Kfl4 modifient la
structure de la chromatine, pendant que Oct3/4 et Sox2 se lient sur leur zone d'action (Okita, Ichisaka,
et Yamanaka 2007; Schmidt et Plath 2012; Takahashi et Yamanaka 2006). Une fois cette stratégie de
reprogrammation mise au point sur des fibroblastes de souris, celle-ci a été appliquée avec succes a
des fibroblastes humains par la méme équipe. Pour cela, les fibroblastes humains ont été transfectés
avec les facteurs de reprogrammation précédemment cités a l'aide de lentivirus (Takahashi et al. 2007).
Cependant, une étude a rapporté le role négatif de C-Myc comme induisant I'apoptose des CSEhs. La
réactivation de C-Myc est connue pour augmenter le risque de tumeur au sein des cellules
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reprogrammeées (Sumi et al. 2007). Pour pallier cette difficulté I'équipe a établi un nouveau set de
facteurs de transcription s'affranchissant de C-Myc qui finalement ne s'avere pas étre indispensable :
OCT4, SOX2, NANOG, et LIN28 (Yu et al. 2007).

Depuis, les protocoles de reprogrammation ont été améliorés et diversifiés. Les facteurs de
transcription peuvent étre apportés sous la forme d’ADN, d’ARN ou de protéines. Les principales
différences entre ces méthodes reposent sur l'utilisation de vecteurs viraux ou non. En effet,
I'utilisation de vecteurs viraux (lentivirus ou rétrovirus), peut induire quelques effets indésirables : ils
peuvent s'intégrer malencontreusement sur un site oncogénique ou encore provoquer des mutations
au sein de certains genes. Ces problemes peuvent compromettre I'utilisation des CSPhis en thérapie
humaine. Pour dépasser cette problématique, des systémes non intégratifs ont été mis au point. lls
permettent certes une expression plus modérée des facteurs de transcription mais limitent les risques
oncogéniques (Wuputra et al. 2020). Cependant, en dépit des grandes similitudes existantes entre les
CSPis et les CSEs comme la pluripotence, de nombreuses différences ont aussi été relevées entre ces
deux types cellulaires. Plusieurs études ont noté que les CSPis peuvent présenter une accumulation
d'anomalies. Elles peuvent présenter des traces épigénétiques, témoignage de leurs origines
cellulaires somatiques comme des méthylations de I'ADN et certaines expressions géniques (Kim et
al. 2010; Noguchi, Miyagi-Shiohira, et Nakashima 2018). A cause de cette variabilité, ces différences
peuvent induire des différences de rendements entre deux expériences de différenciations en fonction
des lignées CSPis étudiées (Ohnuki et Takahashi 2015).
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4 Génération de photorécepteurs et de cellules de I'EPR a partir des CSPhis
ou des CSEhs

Au cours des derniéres décennies, de grandes avancées ont été réalisées dans le développement
de protocoles pour la génération de cellules rétiniennes a partir de CSEhs ou de CSPhis. Ces progres
ont été permis grace aux connaissances antérieures du développement embryonnaire de la rétine des
vertébrés. Dans ce chapitre, je vais donc dans un premier temps décrire le développement
embryonnaire de la rétine avant de présenter les différents protocoles de différenciation en cellules
de la rétine.

a. Embryologie de I'ceil et de la rétine
1. Durant la période embryonnaire
La mise en place de I'ceil au cours de la période embryonnaire demande la contribution de
différents feuillets embryonnaires issus de la gastrulation, présents chez I'embryon: le
neuroectoderme, I'ectoderme de surface, le mésoderme. La neurorétine et I'EPR dérivent du tube
neural antérieur, qui lui-méme dérive du neuroectoderme.

Chez 'homme, le développement embryonnaire de I'ceil commence au cours de la troisieme semaine
post conception, alors que la taille de I'embryon est de 2mm. A ce moment-13, le tube neural n'est
pas encore fermé, deux dépressions commencent a apparaitre au niveau de la partie antérieure de la
gouttiere neurale : ce sont les fossettes optiques.
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Figure 13 : Embryologie de l'ceil et de la rétine. A. A partir du 28eme jour de développement, les

évaginations optiques sont visibles dans le neuroépithélium. B. Représentation en vue latérale de gauche

des sous divisions anatomiques du cerveau apparaissant a partir de la 6°™ semaine. Le petit cercle blanc

représente la vésicule optique. C. Photo obtenue en microscopie électronique a balayage d'un embryon

humain a J22 en vue fronto-latérale. La fleche blanche montre le diverticule optique. D. Coupe
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transversale du cerveau antérieur et des champs optiques a J22. E. Coupe transversale du cerveau
antérieur et des champs optiques a J26. A ce moment-la, les bourrelets du diencéphale se referment
(Image issue de Creuzet, 2017 (Creuzet et Etchevers 2017)).

Toutes ces étapes de I'embryogenése sont régulées par des facteurs extrinseques et intrinseques. Pour
comprendre le développement embryonnaire de I'ceil, il est nécessaire de récapituler les principales
voies de signalisation.

Dans un premier temps, il y a la spécification du territoire oculaire grace a la spécification des cellules
de la plaque neurale antérieure. L'induction neurale est permise grace a |'activation des voies FGF
(Fibroblast Growth Factor) et IGF (Insuline-like Growth factor) et par linhibition des voies
activine/Nodal, bone morphogenic protein (BMP) et de Wnt/B-catenin (Chambers et al. 2009;
Fuhrmann 2008; Smith et al. 2008). Puis, le tube neural se divise en quatre aires distinctes: le
télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale et le rhombencéphale (Figure 13). Cette
régionalisation est induite grace a la sécrétion de molécules comme l'acide rétinoique (AR), et la
sécrétion graduelle le long de I'axe antéro-postérieur de molécules régulées par les voies Wnt, BMP
et Nodal (Piccolo et al. 1999). Au niveau du diencéphale, tout juste régionalisé, la mise en place du
champ oculaire s'installe grace a I'expression de différents facteurs de transcription du champ visuel
« Eye Field Transcription factor » (EFTFs) : Pax6, Otx2, Rax, Sox2, Six6, Six3, Lhx2 (études réalisées sur
la souris) (Zuber 2010; Zuber et al. 2003). Le premier de ces facteurs de transcription a s'exprimer est
Otx2, il permet la mise en place des autres facteurs de transcription du champ visuel. En effet, il est
tres précocement exprimé car il se retrouve dans le cerveau antérieur au cours de I'embryogenese
précoce (Heavner et Pevny 2012). Otx2 est connu pour se fixer en amont du promoteur de Rax,
induisant son expression (étude réalisée sur la souris) (Figure 14). Un des autres facteurs de
transcription du champ visuel intervenant tres tét est Six3. Six3 peut induire a lui seul de maniere
ectopique, la formation de la cupule optique au niveau du mésencéphale, il a donc un réle trés
important dans la mise en place du champ oculaire en inhibant Wnt7 et participant ainsi a la mise en
place du gradient Wnt (Fujimura 2016).

Afin de permettre la séparation du champ oculaire en deux, le mésoderme axial induit la sécrétion de
différents facteurs de croissance indispensables comme FGF, sonic hedgehog (Shh) et TGF-B. Le
premier a intervenir est Shh, qui est normalement exprimé dans le cerveau antérieur ventral (Echelard
et al. 1993). Shh est lui-méme régulé en amont par le facteur Nodal, appartenant a la superfamille
TGF-B (Kumar et al. 2001). Ces deux facteurs en interaction participent a l'inhibition de Pax6 dans la
ligne médiane, ce qui entraine la formation des deux champs optiques (Choy et Cheng 2012; Gallardo
et Bovolenta 2018). L'expression de Shh est directement induite par Six3 au niveau de la ligne ventrale
du diencéphale. Ces facteurs de croissance ainsi que Six3 sont indispensables pour I'établissement
d’une vision binoculaire (Spence et al. 2004; Zhao, Wang, et Temple 2017).

L'expression des genes Pax6 et Lhx2 sont d'importants régulateurs pour la progression de la vésicule
optique vers le stade de cupule. Ces deux génes cooperent de maniére synergique afin de permettre
I'expression de Six6 (Craenen et al. 2020; Roy et al. 2013).
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Figure 14 : Réseau des facteurs de transcription établissant le champ visuel ou « Eye field » chez la souris.
Les facteurs de transcription Otx2 et Sox2 activent Rax. Rax est lui-méme requis pour ['activation de
Lhx2, Pax6, Six3. Lhx2 peut moduler l'expression de Rax, Pax6 et six3. Extrait de Heavner et Pevny, 2012
(Heavner et Pevny 2012).

2. Lamise en place de la cupule optique

Dans les jours qui suivent, une croissance des deux champs optiques a lieu grace a I'évagination
des parois latérales du diencéphale, ce qui conduit a la formation des vésicules optiques (Figure 13).
Cette évagination s'effectue grace & RAX. A la fin de la période embryonnaire (a3 la fin de la 8°™
semaine de développement chez 'homme), la rétine apparait comme clairement structurée en deux
parties distinctes, exprimant chacune des facteurs de transcription spécifiques. La partie la plus dorsale
de la cupule optique, formera le futur EPR et commencera a exprimer MITF (Microphthalmia-associated
transcription factor). La partie la plus distale de la cupule optique est composée par une couche de
cellules beaucoup plus épaisses, qui formera la rétine neurale. Ces cellules expriment Vsx2 (Visual
system homeobox 2) (Liu et al. 1994). L'EPR apparait grace a l'activine A qui active I'expression du gene
Mitf, lui-méme activé par Otx2. De maniere synergique, l'activation des voies Shh, BMP et Wnt
permettent I'apparition et la maturation de I'EPR (Spence et al. 2004; Zhao, Wang, et Temple 2017).
De l'autre cOté, la rétine neurale émerge grace au FGF (sécrété de maniére adjacente par |I'ectoderme
de surface) qui induit I'expression de Vsx2 (Reese 2011; Zhao, Wang, et Temple 2017; Zheng et al.
2010). Ces deux structures ne sont pas en contact directement I'une avec l'autre, il persiste un espace
sous rétinien étroit, vestige de la cavité ventriculaire de la cupule optique. En effet, ces structures
exercent une répression mutuelle grace a la capacité de VSX2 a réprimer MITF, permettant la
délimitation entre la future rétine neurale et I'EPR (étude réalisée chez la souris, puis confirmée a l'aide
des CSPhis) (Gamm et al. 2019; Horsford et al. 2005). Le TGF-[3 sécrété par le mésenchyme péri-oculaire
inhibe I'expression de VSX2 dans la région la plus dorsale et permet ainsi I'expression de MITF (Creuzet
et Etchevers 2017; Heavner et Pevny 2012; Miesfeld et Brown 2019).

3. Laneurogenese de la rétine
La rétine primitive se compose d'une zone nucléaire, et d'une zone acellulaire intérieure. Les
différentes couches de la rétine neurale se différencient de maniére graduelle, en commencgant au
niveau du pOle postérieur jusqu'a l'intérieur de la rétine (Fuhrmann, Zou, et Levine 2014). Ce processus
commence a la 7°™ semaine de développement chez I'homme. Deux couches apparaissent de
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maniéres distinctes, séparées par une couche de cellules prolifératives, la couche transitoire de
Chievitz (Smirnov et Puchkov 2004). La rétine neurale est constituée d'un certain nombre de cellules
progénitrices rétiniennes (CPRs) capables de se différencier en chacun des sept types cellulaires
constituant la rétine mature. Pour augmenter la quantité de CPRs, les cellules doivent se diviser un
certain nombre de fois, avant de sortir du cycle cellulaire et de s'engager vers un destin cellulaire
précis (Buenaventura, Ghinia-Tegla, et Emerson 2018; Wang et Cepko 2016). La population des CPRs
se distingue en deux populations cellulaires : celle qui sort du cycle cellulaire pour devenir les premiers
types cellulaires de la rétine ; et celle qui continue a proliférer pour étre capable de générer en quantité
suffisante les cellules de la rétine apparaissant plus tardivement (Donovan et Dyer 2005; Holt et al.
1988; Young 1985).

Au niveau de la face interne de la couche nucléaire, les premieres cellules commengant a se
différencier, sont les cellules ganglionnaires, leurs axones vont alors converger pour former le nerf
optique (Hoshino et al. 2017; Martins et Pearson 2008). Aprés l'apparition de ces cellules, se
différencieront plus tard, les cellules horizontales et les cones. Les batonnets, les cellules bipolaires et
les cellules gliales de Miiller sont les cellules rétiniennes apparaissant en dernier (O'Hara-Wright et
Gonzalez-Cordero 2020) (Figure 15).

De nombreux facteurs de transcription régulant I'apparition des différents types cellulaires ont été
décrits. Ainsi, Atoh7 est un des facteurs qui favorise I'apparition des cellules ganglionnaires au
détriment des batonnets, s'il est surexprimé. De méme, la répression de Atoh7 est indispensable a
I'apparition des cellules horizontales et amacrines (Brodie-Kommit et al. 2021; Jusuf et al. 2012).
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Figure 15 : Apparition séquentielle des cellules rétiniennes composant la rétine neurale chez différentes
especes (extrait de Martins and Pearson, 2008) (Martins et Pearson 2008).
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Beaucoup de génes sont impliqués dans la différenciation des photorécepteurs, comme Notch1, Rax,
Otx2, Blimp1, Vsx2, Foxn4 et Oc1 (Wang et Cepko 2016). La perte de fonction de ces genes induit la
réduction du nombre de photorécepteurs. La différenciation terminale des photorécepteurs est
régulée par plusieurs facteurs comme l'inhibition de Wnt qui est requise en continue pour permettre
la différenciation depuis le stade de la vésicule optique jusqu'aux photorécepteurs (batonnets et
cones) (Fuhrmann 2008). L'expression de CRX est aussi indispensable, pour la différenciation des cones
et des batonnets.

Chez la souris, Thrb et OcT sont des marqueurs précoces des cones (Emerson et al. 2013; Ng et al.
2001). Les activités du récepteur de I'hormone tyroidienne (Thr2) (positive puis négative) et de Rxrg
(négative) sont aussi indispensables pour générer les cones S et M (Figure 16) (Brzezinski et Reh
2015). L'activation de la voie de signalisation du FGF entre aussi en considération sur I'apparition des
codnes (Hochmann et al. 2012), tandis que l'activation de la voie Shh permet la différenciation des
batonnets (Levine et al. 1997). De maniére plus tardive, les genes caractéristiques des cones sont
OPSINE et RXRG. La répression de Oc1 induit la formation des batonnets, car cela induit I'expression
de la Rhodopsine. Chez le poulet, Neural leucine zipper (Nrl) permet la différenciation des batonnets
(Mears et al. 2001). L'expression des genes Nrl, Rhodopsine et Nr2e3 sont indispensables pour la
différenciation terminale des batonnets (Oh et al. 2008).

A Last cell cycle B Precursors C Photoreceptors
o W T o 0 SR =
miRNA  Ascll* Foxn4 Ptfla RORB r
—r r = Cone genes
Notch | RORB Pefl
| : a
_l_r W it = Rxrg
Otx2  Prdml > | IR
_l Otx2 Prdml Thrb2
otx2 ] A
Crx r— r r
——h Nr2e3 S-opsin  M-opsin
"
RORB Nrl —r
Rod genes

Figure 16 : Les réseaux de genes impliqués dans le développement des photorécepteurs. A. Les genes
impliqués dans les cellules du champ visuel B. Les génes impliqués dans les CPRs. C. Le réseau de genes
impliqué dans la génération des différents sous-types de photorécepteurs. Extrait de (Brzezinski et Reh
2015).

La maturation des photorécepteurs se poursuit au cours des mois suivant la naissance, les segments
internes et externes s'allongent. Les batonnets finissent leur différenciation jusqu'a 4 mois apres la
naissance chez 'homme (O'Hara-Wright et Gonzalez-Cordero 2020)

4. Etablissement de I'EPR depuis le stade de la cupule optique
La partie la plus dorsale de la cupule optique formant le futur EPR, exprime déja Mitf grace a la
présence antérieure de Lhx2, Otx2 et Rax. La présence de Lhx2 agit de maniére passive en permettant
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I'expression de Mitf (Yun et al. 2009). Ces éléments induisent la conversion de la couche dorsale
pluristratifiée de la cupule optique en une couche monocellulaire. De plus, il a été montré que la
présence du facteur de transcription Pax6 tout au long de la différenciation de I'EPR est essentielle.
L'activation des voies Wnt et B-caténine sont requises pour convertir les cellules progénitrices
rétiniennes en des cellules de I'EPR. En effet, le facteur de croissance EGF (Epidermal Growth Factor)
sécrété par les CPRs voisines permet grace a I'activation de la B-Catenin, la prolifération des cellules
de I'EPR (Steindl et al. 2010). De la méme maniere, le facteur de croissance TGF-B sécrété par le
mésenchyme sous-jacent induit aussi la prolifération des cellules de I'EPR.

L'activation de la voie Wnt dans l'ectoderme de surface superposant la cupule optique induit
I'activation de la voie BMP, indispensable pour la spécification et la pigmentation de I'EPR (Steinfeld
et al. 2013). PAX6 et MITF doivent aussi étre exprimés en symbiose pour permettre la pigmentation et
la mélanogenése de I'EPR (Bharti et al. 2012). De nombreux facteurs de transcription et voies de
signalisation sont requis pour induire la différenciation terminale de I'EPR : PAX2, PAX6, PAX5, GAST,
COUPTF1/2, Shh, BMP et I'acide rétinoique (Fuhrmann et al. 2014; Gupta et al. 2023). L'actine corticale
du cytosquelette des cellules de I'EPR est une structure dynamique qui permet la morphogenése de
I'EPR, et I'induction des microvillosités. Les microvillosités des cellules de I'EPR apparaissent peu de
temps avant la naissance grace a la présence de la protéine Ezrin. Deux semaines aprés la naissance,
le niveau de protéique de I'Ezrin est multiplié par quatre afin d'induire la maturation finale des cellules
de I'EPR et la formation des microvillosités (Bonilha, Finnemann, et Rodriguez-Boulan 1999).

Au final, la croissance du globe oculaire se poursuit jusqu'a I'age de deux ans. Chez 'homme, la zone
rétinienne a une aire de 600mm? a la naissance, et grandit jusqu'a 800mm? a I'dge de 2 ans (Creuzet
et Etchevers 2017; Martins et Pearson 2008).

b. Différenciation des CSPhs en EPR in vitro

De nombreux protocoles (Table 2) ont été mis au point ces dernieres années pour générer des
cellules de I'EPR a partir de CSPhs. Deux stratégies de différenciations des cellules de I'EPR ont été
développées : certaines différenciations sont dites « spontanées », et d'autres sont dites « dirigées ».
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Type of o Differentiation X e ¢ Markers of RPE lineage 2
References Culture conditions % Differentiation efficiency = g‘ Functional assays
hpsc tion (i ence)
3D aggregates / Suspension cufture
Directed differentiotion — SFEB culture 30.6% MITF+/Pax6+ cells
Pax6, MITF {D50), ZO-1 .
Osakada et al., 2008 hESCs DO-D20: Dkk-1, Lefty-A 60 days (Ds0) (D220) Phagocytosis
Adherent culture ofter D20 34.7% 20-1+ cells (D120}
v Ty hESC: 25% MITF+ cells
. differ - 30 aggreg s
Meyer et al.,, 2009 T DO-D6: neurzl induction medium (N2, heparin) 40 days 2 Pax6, MITF, ZO-1 (D30-40) No data
hiPsCs hiPsC: 19% MITF+ cells
Adherent culture ofter D6 (B27)
(D21-28)
Directed differentiation — Cluster floating Transplantation in
-D7: Nicoti i 33.4% of pigmented cells | MITF, Paxs, ZO-1, RPESS, i
detson et 21, 2008 e DO-D7: Nicotinamide A pig s ) dystrophic IFSC rats,
Adherent culture ofter D7 (6 weeks) CRALPB, BEST1 (9-15 weeks) | phagocytosis
D21-D35: Nicotinamide, Activin A
hESC: 22.8% MITF+ total
Directed differentiotion — SFEB culture
hEsCs, : iffe u cells (D30} Pax6, MITF (D35), Z0-1 )
Osakada et al., 2008 3 DO-D21: CKI-7, SB431542 40-60 days 7 Phagocytosis
hiPsCs hiPSC: 22.1% MITF+ total {D20-100)
Adherent culture ofter D21
cells (D35)
Fuveis - 29.8% MITF+/Pax6+ total
Hirami et al., 2009 hiPsCs Same as Oszkada 2008 40 day 2 Pax6, MITF (D35) No data
colonies (D35)
Directed differentiotion — EBs < :
ST N'i{:f:tinami de 37% of pigmentad clusters Phagocytosis, VEGF
S - S & =t {4-6 weeks) 20-1, Best1, RPESS (10 secretion,
Kokkinaki et al., 2011 hiPsCs D21-D35: Nicotinamide, Activin A, 58431542 35days 80% by the end of the 8" | weeks) electrophysiolo
Adherent culture on the 6" week (nicotinamide for 3- : ysiology
week {DBO)
5 weeks)
Directed differentiotion — SFEB culture
Nzkano et al., 2012 hESCs DO-D18: Matrigel, IWR1e, F85, SAG 25-40 days No data MITF
D15-D18: CHIRS2021
dij igtion - 30
- ) ecen Sms s ) MITF (D48), Ezrin, Bestd, ZO-
Phillips et al., 2012 hiPsCs DO-D6: neural induction medium (N2, heparin) 40-50 days No data 1(D88) No data
Adherent culture ofter D6 (827) .
Phagocytosis,
) ) Spontoneous d_lfferwtr/anon % 30 aggregme.f 20-1, Exrin and BESTL PEDF/VEGF secrstion,
Singh et al,, 2013 hiPsCs DO-D6: neurzl induction medium (N2, heparin) 30-40 days No data (PL/P3) TER measurements,
Adherent cuiture ofter D6 (827) calcium responses
{P1/P2)
3 = S hESC: £5.7% pigmented Phagocytosis, TER
Directed differentiotion — 3D aggregotes f
hESCs, = 5 3 [ Pax6, MITF (D22}, ZO-1 55
Zhu et al, 2013 ="* | D0-D5: neurzl induction medium (N2627) 30 days cels {0301 3 , MITE(D22); EDeaaNETEnEs (08
hiPsSCs 2R hipsC: 48% pigmentad (D30), RPEGS, BESTA (D40} DS0), transplantation
Adherent culture ofter D5 (Activin A) s <
cells {D30) in dystrophic RSC rats
Spontoneous differentigtion — 3D cggregates
. 0 Iffe 3 2 999 E 193 MITF+ cells (D21-
Zhong et 3l., 2014 hiPscCs DO-D6: neurzl induction medium (N2, heparin) 30days D28) Pax6, MITF No data
Adherent culture ofter D7 {827; after D16: B27)
Adherent culture
Spontaneous differentiotion OTX1/2, Paxs, PMEL17, Phagocvtaﬂﬁ, .
Vugler et al., 2008 hESCs 3 6-7 weeks No data MITF, CRALBP, RPESS, Z0-1, | transplantation into
bFGF removal, manual enrichment 3
BEST1 (6-7 weeks) RCSrats
> 24 Phagocytosis,
et o Gong hESCs, Spontoneous differentigtion e N dits OTX2, Pax6, RPEES, PMEL17, tra"g I:tntation into
% hiPsCs bFGF removal + manual enrichment g MITF (6-8 weeks) P
RCS rats
Directed differentiotion
DO-D6: bFGF, Noggin or 58431542 57.4% MITF+ cells
zahabi etal, 2012 hiescs D6-D12: bFGF, retinoic acid 20-60 days 39.393 BEST1+ cells MITF, PAX6, OTX2, and ZO1 No data
D12-D18: bFGF, SHH 39.7% RPEGS+ cells (D40), RPESS (D60), BESTL
Manual enrichment (D30} 30.5% CRALBP= cells (DS0)
Directed differentiation A
DO-D21: Nicotinamide Ehagocytoss,
o SRS % e BEST1, CRALBP, RPE6S, ZO-1 F i
Krohne et al., 2012 hiPscs | D21-D3s: Nicotinamide, activin A 6-10 weeks No data A 2 :ET"‘I’E; ;:"_e‘;m’
After D35: Nicotinamide ers srpt: L
Manual enrichment (D42} o
Directed differentiation
hESCs, -D2: i icoti i 78.5% (hESC), 63% (hiPSC, Pax6, MITF, OTXZ, PMEL17, 2
Buchholz etal.,, 2013 ESCs, DO-D2: Noggm,' Dkk1, IGF1, Nicotinamide 14 days (! ), { ) C " | phagocytosis (pss)
hiPsCs D2-D4: same with bFGF PMEL17+ cells (D14) 20-1 (D14}
D4-D6: IGF1, Dkk1, Activin A
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16% RPE65+ cells (D50) :::rgezm'”'s' LECH
4 e % MI % . 3
Maruotti et al,, 2013 hFSCs, Spontan?aus drfferentlat/on ) 50-115 days >96% MITF+, >97% MITF, OTX2, BEST1, ZO et en e
hiPSCs | Progressive enrichment by serial passage RPE65+ cells (D115, 1, RPE65 (P1) A :
albinos NOD-scid
hESC) B
mice
A . Spontaneous differentiation .
Reichman et al., 2014 hiPSCs bFGF removal + manual enrichment (D14) 30 to 45 days MITF, ZO-1 (D45) Phagocytosis
Directed differentiation
DO-D2: Noggin, IGF1, Dkk1, Nicotinamide .
: Phagocytosis,
D2-D4: same with bFGF 97,77% PMEL+ cells OTX2, MITF, PMEL17,
Eeachleta 2015 hESCs | b4-p6: IGF1, DkK1, Activin A Sacays (D14) RPE65, ZO-1 (D134) ::31&5& -
D6-D8: Activin A, SU5402
D8-D14 : CHIR99021, Activin A, SU5402
Phagocytosis,
- 9 e
hESCs, Directed differentiation E‘;;;‘;A' PMELLTS cell MITF, PMEL17, 2O-1 VEGF/PEDF
Maruotti etal., 2015 hiPSCs | DO-D14: nicotinamide, chetomin 35-63 days >95% MITF+, 92% (D65), BEST1, RPE6S secretion,
PMEL17+ cells (D63) (D95) transplantation into
NOD-SCID albino
mice
) REscNl| koaecteddierntiaticn ) >00% PMEL17+cells | MITF, PMEL17, RPEGS, | | N2BOCYtOsis,
Lidgerwood et al., 2016 hiPSCs Taurine, hydrocortisone, triiodothyronine, 40-60 days (Ds0) BEST1, Z0-1 (D90) functional K+
IGF1, Dkk1, Noggin, bFGF i transport
Directed differentiation (passage D9 and D28) Phagocytosis,
Choudhary et al.. 2017 hESCs, D2-D6: LDN-193189, SB-431542 45 davs >90% CRALBP+ cells PMEL17, Best1, ZO-1, VEGF/PEDF
.St hiPSCs | D6-D9: BMP4-7 ¥ (D48) MERTK, CRALBP (D42) secretion (7-10
D9-D28: Activin A weeks)
9 o
Directed differentiation (8;82;1’(5:62«3/;1T7Ff
Ré tetal. 2019 hESC: DO-D7: Nicotinamide 024 I MITF, Pax6, Ezrin, ZO-1, Phagocytosis, VEGF
cgentetal, * | D7-D14: Activin A 2 ;ee ;y e BEST1, MERTK (D83) secretion
X Cl
D14-D42: CHIR99021 (D83)
hescs, | Directed differentiation 35-40% pigmented :::ii:g:\O;‘:ﬁVEGF
Michelet et al., 2020 =5CS | bassage around D30-35 60-90 days °pe 70-1 d
hiPSCs D7-D18/21: activin A cells (D30-35) measurements
’ (D65-75)

Table 2 : Liste des protocoles utilisés pour générer des cellules de 'EPR a partir de CSPhs, avec les
références des protocoles utilisés, la source des cellules, les conditions de cultures, les durées des
différenciations, les rendements obtenus, les marquages obtenus en fluorescence et les expériences
effectuées déterminant la fonctionnalité de 'EPR (extrait de (Morizur et al. 2020)).

Les premieres différenciations spontanées des CSPhs en cellules de I'EPR ont été réalisées en retirant
simplement le FGF2 présent dans les milieux de cultures spécifiques a la maintenance des caracteres
pluripotents des CSPhs (Carr et al. 2009; Klimanskaya et al. 2004; Vugler et al. 2008). Environ 4
semaines apres le retrait du FGF2, des régions pigmentées visibles a I'ceil nu commencent a apparaitre
a la surface du tapis cellulaire et les cellules adoptent une morphologie hexagonale. Apres 8 a 12
semaines de différenciation, ces zones sont assez grosses pour étre isolées manuellement (a l'aide
d'un scalpel sous une loupe binoculaire), puis elles sont amplifiées afin d'obtenir une population pure
de cellules de I'EPR (Ben M'Barek et al. 2017; Buchholz et al. 2009; Ferguson et al. 2015).

Cependant, les différenciations dites spontanées sont longues (entre 2 et 3 mois) et fastidieuses, elles
présentent des variabilités inter opérateurs et ne permettent pas de produire de larges banques de
cellules car elles présentent un pourcentage faible d’environ 3 % des CSPhs qui se différencient en
cellules de I'EPR co-exprimant PAX6 et MITF apres 42 jours de différenciation (Regent et al. 2019). Afin
de pallier ces limitations, d'autres protocoles ont été développés pour mieux diriger la différenciation
en cellules de I'EPR en ajoutant des petites molécules et/ou cytokines connues pour orienter la
differenciation vers I'EPR en suivant les étapes du dévelopement embryonnaire. Ainsi, ces protocoles
sont dits dirigés. Certains de ces protocoles permettent également d'éviter la phase de sélection et
d'amplification manuelle (Regent et al. 2019).

La formation de corps embryoides (amas de cellules cultivées en suspension) est nécessaire dans
certains protocoles dirigés. Ces corps embryoides sont ainsi cultivés dans un milieu d'induction
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neurale, supplémenté de N2, puis ceux-ci sont remis en adhérence dans des plaques de culture
recouvertes de matrigel ou de laminine avec un milieu contenant du B27 (Meyer et al. 2009; Phillips
et al. 2012; Singh et al. 2013; Zhong et al. 2014). L'ajout d'antagonistes aux voies Wnt (DKK1) et Nodal
(Lefty A) sur des corps embryoides sans ajout de sérum a permis d'améliorer les protocoles et
d'obtenir un rendement de 30/35% de différenciation en cellules de I'EPR (co-expression de PAX6 et
MITF) apres 40 jours de différenciation (Hirami et al. 2009; Osakada et al. 2009). De la méme maniere,
I'addition de nicotinamide et d'Activin A permet d'obtenir environ 40% de cellules de I'EPR en
seulement 6 a 8 semaines de différenciation (Idelson et al. 2009; Kokkinaki, Sahibzada, et Golestaneh
2011). La nicotinamide fait partie de la famille de la vitamine B, elle a été reconnue comme jouant un
role essentiel dans la différenciation des cellules de I'EPR, ce qui souligne I'importance du métabolisme
dans la différenciation des cellules de I'EPR (Buchholz et al. 2013). D’autres équipes ont également
rapporté la présence de cellules de I'EPR au sein de la partie la plus externe des organoides de rétine
(Nakano et al. 2012). L'étude de Nakano et al., 2012 a généré ces structures en utilisant un milieu de
culture contenant du sérum de veau feetal et des molécules modifiant la signalisation des voies BMP
et Wnt. Ces protocoles ont permis de générer, a des rendements tres bas, des populations de cellules
de I'EPR pures et capables de proliférer.

D'autres protocoles utilisent d'autres types de cytokines et des petites molécules directement sur le
tapis cellulaire, sans passer par une étape de corps embryoides. Dans un premier temps, les protocoles
furent développés en utilisant Noggin et SB431542 afin d'inhiber les voies Activine et BMP pour
engager la différenciation neuroectodermique (Buchholz et al. 2013). Puis des molécules connues
pour inhiber la voie Wnt/B-caténine comme DKK-1 furent utilisées car elles permettent de promouvoir
le devenir des cellules au niveau ou se forme le champ oculaire sur le tube neural (Buchholz et al.
2009). Au contraire, un autre protocole démontre une meilleure différenciation en activant la voie
Wnt/B-caténine grace a I'addition de petites molécules comme le CHIR99021 (Leach et al. 2015). L'IGF-
1 a aussi été utilisée car sa modulation induit la formation de structures oculaires en 3D (Table 2)
(Lamba et al. 2006; Mellough et al. 2015). Ces protocoles dirigés sont marqués par I'ajout de plusieurs
cytokines, permettant d'obtenir des protocoles a trés haut rendement de cellules de I'EPR (environ
80%) et de maniere plus rapide en environ 40 jours par rapport a la différenciation dite spontanée
(Buchholz et al. 2013; Leach et al. 2015; Regent et al. 2019).

Afin d’augmenter la quantité de cellules de I'EPR pouvant étre produite, mais aussi pour pouvoir
produire de larges banques de cellules dans une visée thérapeutique, notre équipe et d'autres ont
récemment développé des protocoles complétement automatisés permettant de produire plusieurs
milliards de cellules de I'EPR (Matsumoto et al. 2019; Regent et al. 2019; Truong et al. 2021). Les
protocoles dirigés sont particulierement adaptés a la mise en place de systemes automatisés. L'étude
de Crombie et al., 2017 a permis de mettre en lumiére que le maintien a long terme et le passage des
CSPhis peut étre fait par une plateforme automatisée, et a suggéré la faisabilité de différenciation des
cellules de I'EPR de cette maniére (Crombie et al. 2017). Puis, Matsumoto et al. 2019 a montré que les
cellules de I'EPR peuvent étre différenciées a partir de CSPhis dans un systeme complétement
automatisé et fermé de culture cellulaire (Matsumoto et al. 2019). De la méme maniere, notre équipe
a récemment développé un processus entierement automatisé permettant la production a grande
échelle de cellules RPE (16 milliards) a partir de CSPhs complétement fonctionnelles et matures en

seulement 12 semaines en un seul cycle de production (Regent et al. 2019). Une autre étude a montré
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gu'il est possible d'utiliser un systeme automatisé couplé a une intelligence artificielle. Celui-ci a
permis de tester 143 conditions différentes en 111 jours parmi les 200 millions possibles afin
d'améliorer les protocoles de génération de I'EPR a partir de CSPhis (Kanda et al. 2022).

Plusieurs contrbles qualité peuvent étre réalisés afin d'assurer la qualité et la maturation optimale de
I'EPR nouvellement différencié. L'identité morphologique des cellules de I'EPR peut étre déterminée
visuellement : I'EPR doit étre pigmenté grace a la présence de mélanine et ses cellules doivent avoir
une forme hexagonale, comme décrit dans la partie l.I.1.d. précédente. Dans un second temps, la
pureté de I'EPR doit étre également évaluée, a 'aide de techniques comme la cytométrie en flux, la
gPCR ou I'immunofluorescence. Dans un dernier temps, la fonctionnalité de I'EPR doit étre prouvée.

L'expression protéique des génes de I'EPR peut étre quantifiée grace a la cytométrie en flux ou en
immunofluorescence afin d'évaluer la pureté de I'EPR nouvellement produit (Regent et al. 2019).
Comme mentionné dans la partie l. I. 4. les génes de I'EPR exprimés sont PAX6, MITF, RPE65, CRALBP
et BESTT et sont mesurés par RT-qPCR et par PCR. L'immunofluorescence permet de visualiser les
protéines précédemment citées, mais aussi de démontrer la localisation apicale des protéines EZRIN,
Z0O-1 ou MERTK, et la localisation basale de BESTROPHIN (Regent et al. 2019). Pour évaluer la
fonctionnalité de I'EPR, plusieurs tests peuvent étre réalisés, comme la mesure de la résistance trans-
épithéliale. Cette technique consiste a assurer que I'EPR présente des jonctions serrées entre les
cellules le composant. Un voltmetre mesure la différence de potentiel entre les deux faces de
I'épithélium placé sur un insert de culture en mettant une électrode de chaque c6té. Si cette différence
est nulle, 'EPR présente des jonctions perméables. En revanche, plus les valeurs sont élevées, plus
I'EPR est jointif (Cao et al. 2018). Le test ELISA permet, quant a lui, de quantifier de maniere précise,
dans le milieu d'une culture a deux compartiments, la sécrétion polarisée de « vascular endothelial
growth factor » (VEGF) par I'EPR, celle-ci doit étre plus importante du c6té basal que du coté apical
lorsque I'EPR est mature. Une autre des fonctions de I'EPR est sa capacité a phagocyter les débris de
segments externes usagés des photorécepteurs. Afin de démontrer cette fonction, I'EPR peut étre
exposé en culture a des segments externes de photorécepteurs de cochon marqué avec un
fluorophore (FITC). Une fois le composé phagocyté, la fluorescence est retrouvée a l'intérieur des
cellules et elle peut étre quantifiée. Généralement, ce sont ces parametres biologiques qui sont utilisés
afin d'établir le controle qualité d'un EPR. Actuellement, aucun test standardisé ne permet pour le
moment de contrOler les parametres biomécaniques de la surface de I'EPR durant sa maturation
(module de Young, variation de hauteur). Les propriétés mécaniques des cellules sont déterminées
par le cytosquelette sous-jacent (le réseau d'actine) et ces paramétres dépendent de I'organisation
des cellules (Fabian et al. 2019). Ainsi, évaluer ces propriétés pourrait étre complémentaire des autres
tests classiquement utilisés et précédemment décrits.

De maniere générale, seulement des cultures trés pures de cellules de I'EPR peuvent étre
transplantées, ou dans le cas échéant, il faut que les autres cellules non désirées, qui ne sont pas des
cellules de I'EPR, ne mettent pas en danger la santé du patient. Ainsi, lorsque les protocoles conduisent
a produire des cellules EPR qui ne sont pas a 100% pures, il faut étre capable d'identifier les autres
types cellulaires générés au cours de la différenciation (évaluer par des approches de qPCR, ou
d'immunofluorescence). Par ailleurs, il faut également contrdler la présence de cellules CSPhs
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résiduelles par les mémes approches. Enfin, la stabilité génomique est évaluée le plus souvent a
différentes étapes de la différenciation cellulaire par des approches d’'analyse caryotypique.

Une fois que I'EPR a été completement caractérisé et qu'il est fonctionnel, les cellules nouvellement
différenciées en EPR peuvent étre amplifiées jusqu'a 5 passages avant de subir la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) (Regent et al. 2019). Ce phénomene intervient lorsque les cellules perdent
leurs morphologies hexagonales au profit de morphologies allongées (Croze et al. 2014; Singh et al.
2013). Cependant, ce nombre de passage sans subir la TEM peut étre étendu grace a I'ajout de ROCK
inhibiteur dans le milieu de culture (Croze et al. 2014). Les cellules obtenues peuvent étre
« banquées », c'est-a-dire que les cellules peuvent étre dissociées, puis congelées afin de pouvoir étre
utilisées plus tard, soit dans le cadre de recherches futures ou dans un cadre thérapeutique (Reichman
et al. 2017).

Dans une visée thérapeutique, plusieurs équipes ont cherché a obtenir un EPR fonctionnel et le plus
pur possible avec des conditions de fabrication compatible avec une utilisation clinique. Cependant,
plusieurs conditions doivent étre remplies pour adapter ces protocoles. Les facteurs exogénes comme
les produits d'origine animale ou le matrigel initialement présents dans les protocoles de recherche
doivent étre idéalement remplacés par d'autres, car leurs compositions peuvent ne pas étre
précisément connues, et peuvent générer des contrdles coliteux pour évaluer la présence de virus de
I'espéce dont est issu le produit selon les directives des agences réglementaires et/ou peuvent varier
d'un lot a l'autre, ce qui peut entrainer des problemes dans la différenciation. Ainsi, des protocoles
compatibles avec une application clinique ont été mis au point, certains sans aucun produit d'origine
animale introduit dans le procédé de différenciation, d'autres avec des produits issus d'animaux dont
I'origine et la sécurité virale sont documentées (Ben M'Barek et al. 2017; Reichman et al. 2017). Par
exemple, le protocole de Reichman et al. 2014 utilisait de la gélatine porcine dans la différenciation
de I'EPR. Lors de la mise au point de leur nouveau protocole dit xeno-free (exempt de produit d'origine
animale), publié en 2017, ils s'en affranchissent completement (Reichman et al. 2017).

c. Production de photorécepteurs in vitro

La différenciation des CSPhs en photorécepteurs est rythmée par la transition entre différentes
populations cellulaires intermédiaires caractérisées par des pools de genes spécifiques (Figure 17). Le
passage d'une étape de développement a une autre peut se faire spontanément en culture ou peut
étre induit par des cytokines et /ou petites molécules. Ces cultures sont réalisées en 2 dimensions (2D)
ou en 3D ou en une combinaison des deux.
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Figure 17 : Séquence développementale depuis le stade blastocyste menant a la différenciation terminale
des photorécepteurs et de 'EPR. Chacun de ces stades de développement est caractérisé par un pool
unique de gene qui lui est propre (adapté de (Meyer et al. 2009)).

Les premieres expériences ayant permis de générer des progéniteurs de photorécepteurs a partir de
CSEhs in vitro fut par I'équipe de Thomas Reh, en 2006 (Lamba et al. 2006). Dans un premier temps,
de maniere similaire a la différenciation de I'EPR, des antagonistes aux voies BMP et Wnt sont utilisés
afin de diriger la différenciation cellulaire de sorte que les cellules s'orientent vers la voie d'une
différenciation de type neurale. En effet, I'ajout de la protéine Noggin, agit comme un inhibiteur de la
voie BMP et I'apport de la protéine Dkk1 agit comme un antagoniste de la voie Wnt/B-catenin. Puis,
I'ajout de la protéine IGF-1 permet de promouvoir l'apparition de progéniteurs rétiniens
(PAX6+/VSX2+) en induisant |'expression des facteurs de transcription EFTF du champ visuel, apres 3
semaines de culture avec un rendement de 86% (Figure 18) (Lamba et al. 2006). En dépit du haut
rendement de progéniteurs rétiniens obtenus avec ce protocole, seulement 12% deviendront des
photorécepteurs immatures, exprimant CRX. Une proportion quasiment nulle (<0.1%) de ces
photorécepteurs immatures sera capable de donner seulement des photorécepteurs matures des
types S-Opsine ou Rodopsine aprés 100 jours de culture (Lamba et al. 2006). Quelque temps plus tard,
I"équipe de Masayo Takahashi, a généré des corps embryoides (culture 3D) avec des antagonistes des
voies Wnt et Nodal (Lefty-A et Dkk1) durant 20 jours avant de passer sous forme de cultures
adhérentes grace a I'addition de molécules connues comme induisant la différenciation des batonnets
(I'acide rétinoique, la taurine, FGF2 et Shh) (Osakada et al. 2008). Seulement 35% des cellules ainsi
produites en 35 jours sont des progéniteurs rétiniens, par contre environ 20% de ces cellules générées
deviendront des photorécepteurs immatures CRX+ apres 170 jours de culture, et parmi elles, 8,5%
exprimeront la protéine Rhodopsine apres 200 jours de culture. lls ont aussi montré que les cellules
nouvellement synthétisées apres 200 jours de différenciation expriment les protéines des
photorécepteurs matures comme opsine M/L (avec un rendement de 8,9%) et I'opsine S (avec un
rendement de 9,4%) (Osakada et al. 2008, 2009). Méme si le protocole de Osakada est moins efficace
que celui de Lamba pour produire des progéniteurs rétiniens, il a mis en lumiere que certaines
molécules comme l'acide rétinoique ou la taurine induisent la différenciation terminale des
progéniteurs rétiniens en photorécepteurs (Osakada et al. 2008). De plus, ils ont montré que
I'inhibition de Notch in vitro a I'aide de DAPT induit la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs
rétiniens, menant a l'apparition de cellules ganglionnaires et de photorécepteurs immatures
exprimant la protéine CRX (Osakada et al. 2008).

57



Ces protocoles ont ouvert la voie a la création de structures rétiniennes en 3D : les organoides
rétiniens. Ce type de différenciation récapitule assez fideélement in vitro le développement de la rétine
in vivo et ont la capacité de synthétiser tous les types cellulaires de la rétine dont I'EPR et les
photorécepteurs. Ce type de structure a été réalisé pour la premiére fois en 2011 par I'équipe du Dr
Sasai avec des cellules de souris (Eiraku et al. 2011). Cette étude a montré que lorsque des corps
embryoides de souris sont placés dans un milieu de différenciation contenant du matrigel, ils sont
capables de s'auto-organiser formant une structure ressemblant a une vésicule optique. Le matrigel
sert a soutenir la formation de la structure en 3D (Eiraku et al. 2011). Peu de temps apres, ce protocole
fut adapté par la méme équipe a des CSEhs, et des résultats similaires ont été obtenus, ainsi que
I'obtention de cones et de batonnets (Nakano et al. 2012). Cependant, quelques modifications
notables ont été apportées au protocole. Bien que le milieu de différenciation était composé de
seulement 2% de sérum de remplacement (knock out serum ou KSR), sans aucune cytokine lorsqu'il
était appliqué a des cellules de souris, celui-ci a di étre supplémenté de 20% de KSR et de petites
molécules comme I'TWR1 (inhibiteur de la voie Wnt) et le SAG (agoniste de SHH), lorsqu'il a été
appliqué a des cellules humaines (Nakano et al. 2012). Cette nouvelle méthode a permis de grandes
avancées en terme de maturation rétinienne, car ces structures ont permis |'émergence des
organoides de rétine, possédant la capacité de s'organiser en plusieurs couches laminées contenant
tous les types de la rétine neurale (Meyer et al. 2011; Phillips et al. 2012). De plus, le protocole de
Meyer développé en 2011 a démontré que |'obtention de structures en 3D de type « Optic vesicule
like-structure », permet un enrichissement en cellules CRX+. En effet, un ratio de 56% de cellules CRX+
est obtenu apres 80 jours de culture (Meyer et al. 2011). D'autres équipes ont souhaité développer
des protocoles permettant la production de photorécepteurs plus matures grace aux organoides
(Zhong et al. 2014). lls ont démontré pour la premiere fois la capacité des CSPhs a se différencier en
quelques photorécepteurs matures (au sein des organoides de rétines) capables de répondre a un
stimuli lumineux in vitro aprés 27 semaines de culture, grace a I'addition d'acide rétinoique a un
moment précis, en plus de la taurine (Zhong et al. 2014). L'équipe du Dr. Goureau a l'institut de la
vision a développé un protocole sur lequel la différenciation rétinienne est initiée sur des CSPhis
adhérentes, puis les organoides de rétine générés a partir de ces cultures adhérentes sont sélectionnés
et mis en suspension (Reichman et al. 2014, 2017). Dans un premier temps, le milieu supplémenté en
N2 permet aux cellules de se différencier en des structures neuro-épithéliales auto-organisées. Ces
structures expriment les facteurs de transcription PAX6, RAX, VSX2 et MITF (Reichman et al. 2014,
2017). La mise en culture en suspension de ces structures 28 jours apres le début de la différenciation
permet la croissance et la maturation des organoides de rétine. Les organoides agés de 28 a 42 jours
contiennent majoritairement des progéniteurs rétiniens en prolifération. Tandis que apres 35 jours de
différenciation, I'organoide s'organise en deux couches, la couche la plus externe contient les futurs
photorécepteurs alors que la couche la plus interne contient les futures cellules ganglionnaires et les
neurones internes (Reichman et al. 2017).

Lorsqu'il est utilisé a des stades tardifs de différenciation, I'acide rétinoique permet la génération
d'organoides de rétine hautement stratifiés avec la présence d'une population de photorécepteurs
contenant principalement des batonnets (expression de la protéine RHODOPSINE a J120) (Sanjurjo-
Soriano et al. 2022). Au contraire, I'absence d'acide rétinoique permet une plus grande génération de
cdnes au sein d'organoides moins stratifiés (expression de la protéine ARRESTINE a J120) (Sanjurjo-
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Soriano et al. 2022). Un autre protocole tres récent, s'est aussi affranchi d'utiliser I'acide rétinoique et
obtient des organoides présentant une large population de photorécepteurs exprimant les protéines
CRX et ARRESTINE a J180 (Watari et al. 2023). Certaines études plus récentes ont également réussi a
démontrer la fonctionnalité de quelques photorécepteurs obtenus dans des différenciations
organoides apres 200 jours de culture a I'aide de la méthode du patch-clamp (Gagliardi et al. 2018; Li
et al. 2021).

Tres récemment, une autre étude a démontré que l'acide rétinoique induit un retard dans les
premieres étapes de différenciation des organoides, en revanche, son utilisation permet de générer
des organoides tres structurés apres 200 jours de maturation, trés riches en batonnets avec une
meilleure maturation et morphologie des photorécepteurs (Sanjurjo-Soriano et al. 2022).

D'autres protocoles originaux ont utilisé des molécules comme le COCO, décrit comme ayant la
capacité de bloquer simultanément les voies WNT, BMP, Activine et Nodale. L'utilisation de COCO a
permis a Zhou et ses collaborateurs d’obtenir un rendement tres élevé de 70% de cellules exprimant
I'opsine S apres 5 semaines de culture sur une différenciation en adhérence (Zhou et al. 2015).

Bien que les organoides de rétine représentent une avancée scientifique majeure, un grand nombre
de challenges restent a surmonter. Bien souvent, seulement quelques photorécepteurs obtenus par
des organoides démontrent une fonctionnalité. De plus, les protocoles de différenciation présentent
une grande variabilité de rendement d'une différenciation de photorécepteurs a une autre. lls sont
aussi manipulateurs dépendants et les cultures sont extrémement longues (8 a 12 mois) (Capowski et
al. 2019). Pour essayer de standardiser les différenciations en organoides de rétine, Capowski et ses
colloaborateurs ont défini trois stades de différenciation distincts, correspondant a une compositon
cellulaire et une lamination spécifique a son stade de différenciation par lesquels toutes les lignées
CSPhs passent lors de la différenciation en organoides. Ces résultats ont été validés a partir de 16
lignées de CSPhs (Capowski et al. 2019).

De la méme maniére que pour la production de cellules EPR, les protocoles pour obtenir des
photorécepteurs ont été adaptés pour une application clinique. Les protocoles xeno-free (sans
produit d'origine animale) et feeder-free (sans la présence d'un autre type cellulaire présent pour
nourrir les CSPhs) ont été développés. Le cas échéant, quand un produit d'origine animale ne peut
étre substitué, le produit est controlé pour les risques virologiques spécifiques de I'espéce dont est
issu le produit. Ainsi, plusieurs protocoles ont été développés dans cet objectif: le protocole de
Reichman et al, 2017, Choudhary et al, 2017 et celui de Wiley, 2016 (Choudhary et al. 2017; Reichman
et al. 2017; Wiley et al. 2016). Ils ont la particularité de ne pas utiliser de matrigel, dont la composition
n'est pas toujours connue, ni de sérum animal, ni de cellules nourriciéres. Le protocole de Reichman
publié en 2017 a la particularité de s'affranchir complétement de l'utilisation de matrigel et de
cytokines additionnels. Les organoides ainsi synthétisés permettent, en passant par le stade de
progéniteurs rétiniens, de générer tous les types cellulaires de la rétine de maniere séquentielle. Les
cellules ganglionnaires, amacrines et horizontales sont les premiéres a apparaitre. Elles sont suivies
par les précurseurs de photorécepteurs apres 30 jours de culture, puis vient I'émergence des
photorécepteurs matures exprimant I'opsine ou la rhodopsine aprés 75 jours de culture (Reichman et
al. 2014, 2017). Un autre protocole permettant la génération d’'organoides de rétine a été publié tres
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récemment, il est utilisé dans le cadre d'une application clinique et nécessite de multiples cytokines
(SAG, taurine, T3, SU, SVF, CHIR) (Watari et al. 2023).

Les organoides sont composés de plusieurs types cellulaires rétiniens, difficiles a isoler. Une des
stratégies est de trier les cellules composant les organoides. Le tri cellulaire a I'aide de la cytométrie
en flux, permet de sélectionner le type cellulaire d'intérét grace a |'expression des marqueurs de
surface. Cette technique permet d'isoler une population rétinienne spécifique puis de la remettre en
culture. Ainsi, une sélection en double négatifs de CD29/SSEA-1 a pour but d'accroitre les cellules
CRX+ et RECOVERINE+ de 16% a 61% aprées 200 jours de culture (Lakowski et al. 2018). La sélection
en négatifs CD29/SSEA-1 est choisie car la plupart des cellules non photoréceptrices sont retirées par
ces deux marqueurs, ainsi que les cellules Ki67+ (marqueur de cellules en prolifération et donc pas
des photorécepteurs qui sont post-mitotiques) (Lakowski et al. 2018; Ranaei Pirmardan et al. 2018).
De la méme maniere, un ensemble de marqueurs de surface normalement exprimé par les cones
CD26, CD147, CD133 permet de sélectionner ces derniers tandis que la sélection négative de SSEA-1
permet de retirer les cellules indésirables et d'obtenir ainsi une population de cones L et S de 30 a
50% a partir d’'une rétine foetale et d'échantillons rétiniens dérivés de CSEhs agés de 17 a 18 semaines
de différenciation (Welby et al. 2017). Une autre stratégie est d'utiliser des billes magnétiques
spécifiques a CD73 pour isoler une population de précurseurs de photorécepteurs transplantables a
J120 (Gagliardi et al. 2018).
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Figure 18 :

(extrait de Morizur et.,al (Morizur et al. 2020)).

Principaux protocoles permettant la différenciation des photorécepteurs a partir de CSPhs

Une fois que les cellules EPR et les photorécepteurs ont été produits a partir des CSPhs, leur

fonctionnalité doit étre vérifiée pour une application de thérapie cellulaire. Pour cela, les cellules sont

greffées sur des modeéles animaux de RP afin de démontrer leur sécurité et leur activité thérapeutique

avant d'envisager d'étre greffées sur des patients.
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5 Transplantation sous-rétinienne
a. Les modéles animaux modélisant les maladies rétiniennes

Les espéces animales utilisées pour modéliser les maladies rétiniennes sont le plus souvent les
souris et les rats. Plus rarement, de plus grands animaux peuvent aussi étre utilisés comme les cochons,
les lapins, les chiens et les primates non humains.

Les différents modeles d’'animaux utilisés peuvent étre classés en deux catégories : les modeles de
dégénérescences aiglies (induite par une toxine ou une lésion) et les modéles génétiques (mutation
ou ajout d'un transgene) (Pozdnyakov et al. 2008; Shah et al. 2015; Zhang et al. 2021).

Les modeles de dégénérescences aiglies peuvent se faire de plusieurs manieres, a I'aide d'un laser ou
d'une injection de chloride de cobalt. L'utilisation d'un laser in vivo va entrainer I'apoptose des cellules
exposées, dont les photorécepteurs et les cellules ganglionnaires (Marc et al. 2008). Le laser peut étre
utilisé sur le cochon Yucatan afin de modéliser différents stades de la dégénération rétinienne. En
fonction de lintensité du laser, différents degrés de dommages sont obtenus sur I'EPR, les
photorécepteurs ou la choroide (Barone et al. 2023). Egalement, une injection en intravitréen de
chloride de cobalt peut étre réalisée sur des rats et des souris afin d'induire la dégénérescence des
photorécepteurs. En effet, le chloride de cobalt va induire une fragmentation de '’ADN au niveau de
la CNI (Matsumoto et al. 2003). La morphologie rétinienne retrouvée deux semaines apres l'injection
de chloride de cobalt est la méme que celle retrouvée sur les rats rd, ce qui suggéere que la dégradation
des photorécepteurs dans les deux cas (modele de dégénérescence induite et modele génétique)
partagent certains processus pathophysiologiques (Niwa et al. 2016). Ces deux méthodes (laser et
traitement chimique) sont aussi pratiquées sur certains primates non humains comme le macaque
rhésus et le macaque crabier (cynomolgus et rhesus monkeys en anglais) (Shirai et al. 2016). Les
primates non humains sont de tres bons modéles grace a notre proche parenté dans l'arbre
phylogénétique des étres vivants. Les primates non humains ont des yeux avec une taille comparable
a la nétre, une macula, une fovéa, beaucoup de genes et de nombreux mécanismes pathologiques
partagés avec I'humain (Jones et al. 2017).

Il existe plusieurs modeles génétiques, listés ci-dessous, de maniere non exhaustive, en fonction des
especes.

La souris rd1 a été choisie pour modéliser et comprendre le remodelage de la rétine dans les cas de
dégénérescences rétiniennes mais aussi comme modele pour des approches de thérapie cellulaire et
d'optogénétique. Cette souris porte une mutation sur la sous unité p de la phosphodiesterase 6
(PDES6), ce qui induit I'accumulation du cGMP et provoque la mort des photorécepteurs (Pennesi et al.
2012). A trois semaines de vie, il ne lui reste plus que 5% de ses photorécepteurs par rapport a une
souris sauvage (Lv et al. 2021).

La souris transgénique S334ter présente une RP autosomale dominante sur le géne de la Rhodopsine
(Lee et Flannery 2007). Cette souris a une protéine Rhodopsine tronquée sans ses 15 derniers acides
aminés suite a la génération d'un codon stop sur la position 334 (S334ter) (LaVail et al. 2018). La souris
transgénique Pro23His (P23H) présente aussi une mutation sur la Rhodopsine ce qui induit une
dégénérescence de ses photorécepteurs a partir de 1 mois de vie (Olsson et al. 1992).
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Les RPs autosomales récessives sont souvent modélisées grace a la souris Rpe65 qui présente une
mutation sur ce gene (Leu450Met), elle est aussi utilisée pour modéliser la déficience de la vitamine
A. Cette souris souffre d'une dégénérescence de ses cones apres 2 a 3 mois de vie, due a la dysfonction
des cellules de I'EPR, mais la perte de ses batonnets survient seulement 6 mois apres sa naissance
(Chen et al. 2006). L'utilisation de souris comme modéles animaux présente de nombreux avantages,
cependant, la rétine des souris comporte quelques différences non négligeables comparée a la rétine
humaine. Elles n'ont pas de macula, ni de cone —L (vision dans le rouge). De plus, leur globe oculaire
est trés petit, ce qui rend la procédure chirurgicale difficile. Les rats sont aussi un modele d'étude
intéressant car ils ont un globe oculaire d’environ 6 mm de diamétre, soit deux fois plus grand que
celui des souris (Ramkumar, Zhang, et Chan 2010) (Charbel Issa et al. 2015; Karan et al. 2005). Le chien
RPEG65 présente le méme génotype que la souris RPE65 (Rolling et al. 2006).

Le rat le plus utilisé comme modele pour les RPs est le rat Royal College of Surgerons (RCS). Ce rat a
une délétion de plusieurs nucléotides sur le gene Mertk, tout comme certains patients atteints de RPs,
ce qui induit une modification du cadre de lecture induisant la présence d'un codon stop de maniere
prématurée, ce qui conduit a la traduction d’'une protéine tronquée et dysfonctionnelle. Le géne Mertk
est connu pour coder dans I'EPR un récepteur tyrosine kinase permettant la phagocytose des
segments externes des photorécepteurs. L'EPR perd alors sa capacité a phagocyter, ce qui provoque
I'accumulation de débris entre I'EPR et les photorécepteurs induisant la mort des photorécepteurs a
seulement quelques semaines de vie (D'Cruz et al. 2000). Il existe également une version
immunodéficiente de ces rats, issus d'un croisement entre un rat nude (abscence de thymus et donc
de lymphocytes T) et un rat RCS, ce qui permet aux utilisateurs de s'affranchir de [l'utilisation
d'immunosuppresseurs lors des greffes (Thomas et al. 2016).

De la méme maniere que la souris transgénique S334ter, il existe le rat transgénique S334ter (mutation
sur le géne Rhodopsine) (Lee et al. 2017). Ce rat transgénique porte les mémes mutations que celles
des patients induisant un dysfonctionnement de la protéine Rhodopsine, il est caractérisé par la
dégénérescence rapide de ses photorécepteurs, il est aussi immunodéficient (rat nude) et peut étre
utilisé dans les études de xénogreffe (Seiler et al. 2014). Le rat P23H est un rat transgénique crée par
I'incorporation du transgéne muté de la Rhodopsine d'une souris chez le rat Sprague Dawley. Les
électrorétinogrammes effectués sur ces rats montrent qu'ils perdent tous leurs photorécepteurs apres
6 mois de vie, et que la structure de leur rétine est grandement altérée (Orhan et al. 2015).

En dépit du fait que les rats sont d’'excellents modeles d'études, il est important de prendre en
considération gu'ils sont des animaux nocturnes (ils possedent un rythme circadien différent) et que
leur anatomie differe beaucoup de celle des humains.

b. Stratégies de transplantations

1. La formulation
Les stratégies de transplantations de I'EPR

Pour greffer le produit de thérapie cellulaire au niveau de la rétine qu'il s'agisse des cellules de
I'EPR ou des photorécepteurs, plusieurs stratégies de transplantations ont été mises au point. La

premiere est l'injection des cellules EPR sous forme d'une suspension et la seconde est sous la forme
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de feuillet. La grande différence entre ces deux préparations est que sous la forme d’'une suspension,
les cellules sont désorganisées et séparées les unes des autres au moment de l'injection. Sous forme
de feuillet monocouche, les cellules sont organisées et jointives entre elles. Sous forme de suspension
cellulaire, les cellules sont facilement manipulables et transportables d'un lieu a un autre. En effet, le
transport des cellules en suspension peut étre effectué de maniere simplifiée dans de la carboglace,
et une fois sur place, les cellules peuvent étre décongelées pour étre directement injectées sans culture
préalable.

Lorsque les cellules de I'EPR issues de CSPhs sont transplantées sous forme de suspension cellulaire,
celles-ci permettent de ralentir la dégénérescence des photorécepteurs des rats RCS. Leur fonction
visuelle a par conséquent été préservée suite a cette injection (Ben M’'Barek et al. 2017; Carr et al.
2009; Idelson et al. 2009; Lu et al. 2009; Lund et al. 2006). Cependant, lorsque les cellules sont injectées
sous forme d'une suspension, elles auront des difficultés a se reformer in vivo sous la forme d'un
épithélium a cause de l'altération de la membrane de Bruch et du stress oxydatif régnant dans un
contexte de DMLA ou de RP. En effet, les cellules de I'EPR sont plus résistantes a ces contraintes
lorsqu’elles sont déja organisées sous la forme d'un feuillet au moment de I'implantation (Hsiung,
Zhu, et Hinton 2015). Une étude a aussi démontré que la sécrétion des cytokines de I'EPR est possible
seulement lorsque les cellules de I'EPR sont organisées sous forme d'un feuillet (Sonoda et al. 2009).
Par ailleurs, lorsque les cellules de I'EPR dérivées de CSEhs sont transplantées dans I'espace sous-
rétinien de rats nude sous la forme d'un feuillet (sans aucune étape de congélation), ces cellules
présentent une meilleure survie (Diniz et al. 2013). Ces résultats ont été confirmés sur des rats RCS et
des porcs lorsque des feuillets de cellules de I'EPR dérivées de CSPhs ont été greffés, les sujets ont
méme présenté une amélioration de leur fonction visuelle (Ben M'Barek et al. 2017; Sharma et al.
2019).

Le groupe du Pr. Mandai a proposé une stratégie alternative limitant le besoin d'outils complexes
d'implantation qui consiste a produire et a injecter des bandes polarisées d’EPR dérivées de CSPhis.
Apreés leur transplantation sur un rat nude, les bandes sont en capacité de s'orienter in vivo du bon
sens apical/basal sur I'EPR hote (Nishida et al. 2021). Cependant, le résultat de cette étude a montré
gue les bandes de I'EPR ainsi injectées ne s'orientent pas forcément de maniere polarisée, et les
bandes ont tendance a s'agréger et a former des sphéroides (Nishida et al. 2021).

La transplantation de I'EPR sous la forme d'un feuillet complique le transport, la greffe et le stockage.
Pour pallier a ces difficultés, notre équipe a développé un conditionement spécifique pour le stockage
et le transport des greffons permettant une stabilité de 48h a 4°C dans une formulation de gélatine
(Ben M'Barek et al. 2020). Une équipe japonaise a quant a elle mis au point un systeme automatisé de
culture qui permettrait de cultiver les cellules EPR en épithélium directement a I'h6pital (sans nécessité
de savoir faire spécifique ou d'autres équipements que ce systeme automatisé) (Matsumoto et al.
2019). Enfin une troisieme stratégie consiste a congeler le feuillet EPR pour le stocker et le transférer
a I'hopital a la demande. Ainsi, Clegg et collaborateurs ont développé un procédé de congélation
compatible avec une application clinique, ou 95% des cellules de I'EPR sous forme d'une monocouche
confluente survivent apres décongélation (Pennington et al. 2021).

De plus, une membrane faite d'un polymére ou d'une substance naturelle est nécessaire pour

permettre la reformation in vitro de I'EPR, mais aussi pour servir de support lors de la greffe (Ben
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M'Barek et al. 2018). Pour la greffe, des outils spécifiques ont été développés afin de délivrer le feuillet
d’'EPR dans I'espace sous rétinien (Ben M'Barek et al. 2017, 2020; da Cruz et al. 2018; Fernandes et al.
2017; Stanzel et al. 2014).

L'autre aspect majeur de la thérapie cellulaire rétinienne est de déterminer précisément le site d'action
des cellules greffées. Les cellules greffées ne peuvent pas couvrir la totalité de la rétine, et méme si la
rétine périphérique est aussi atteinte, la macula est privilégiée comme site d'implantation. Elle est
choisie afin de maximiser les chances de restauration de l'acuité visuelle comme elle dépend
principalement de la macula (Morizur et al. 2020).

Les stratégies de transplantations des photorécepteurs

De la méme maniere que les cellules de I'EPR, les photorécepteurs a des stades différents de
différenciation issus de CSPhs peuvent étre transplantés de deux maniéres, sous forme d'une
suspension cellulaire ou sous la forme d'un feuillet. Dans ce contexte de médecine régénérative, les
photorécepteurs transplantés doivent intégrer le circuit rétinien de I'hte et doivent étre en mesure
de maturer en formant un segment externe sensible a la lumiére. En 2006, un groupe a transplanté
une suspension de cellules rétiniennes dérivées de CSEhs enrichies a 80% sur des souris Crx”". Les
photorécepteurs ainsi transplantés ont survécu durant 6 semaines in vivo a travers |'expression de la
protéine fluorescente verte, la GFP. Environ 3 semaines aprés l'injection en sous rétinien, une
amélioration de la fonction visuelle en réponse a la lumiere a été enregistrée a I'aide d'un ERG,
comparativement aux yeux contréles non injectés chez le méme animal (Lamba, Gust, et Reh 2009).
D’autres études ont fait le méme constat, les précurseurs de photorécepteurs peuvent s'intégrer dans
la rétine de I'hdte, survivre et se différencier afin d'acquérir les caractéristiques des photorécepteurs
matures. La vision des modeles murins porteurs d'une dégénérescence rétinienne a été améliorée de
maniére modérée a la suite de cette greffe (Barber et al. 2013; Bartsch et al. 2008; MacLaren et al.
2006; Pearson et al. 2012). L'interprétation de ces études avait mené a tort a la conclusion que les
précurseurs de photorécepteurs injectés étaient en capacité de s'intégrer dans la rétine de I'hote et
de permettre la restauration partielle des fonctions visuelles.

Cependant, des études effectuées en 2016 ont démontré que la majorité des précurseurs de
photorécepteurs injectés ne se sont jamais intégrés a la rétine de I'hGte, mais ils sont restés dans
I'espace sous rétinien de I'hote, 1a ou ils avaient été injectés. A cet endroit, ils échangent leur matériel
cytoplasmique avec les photorécepteurs restants de la rétine de I'hGte. Ce processus a été mis en
évidence par l'injection de précurseurs de photorécepteurs exprimant la protéine fluorescente GFP
dans l'espace sous rétinien de souris ou les photorécepteurs restants expriment une protéine
fluorescente rouge. Apres l'injection, les photorécepteurs de la rétine de I'hote se mettent a exprimer
les deux protéines fluorescentes, révélant ainsi le processus de transfert cytoplasmique (Pearson et al.
2016; Santos-Ferreira et al. 2016; Singh et al. 2016). Pour confirmer cette théorie, de la thymidine
analogue EdU a été injectée dans des souris Nrl-GFP pour marquer indépendamment le noyau et le
cytoplasme des cellules. Tandis que la majorité des cellules du donneur GFP exprimaient aussi EdU,
aucune cellule EdU+ n'a été observée avec de la GFP dans la rétine du donneur. Cela suggére que les
cellules injectées et les cellules de I'h6te échangent seulement leur matériel cytoplasmique, et pas leur
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noyau (Pearson et al. 2016; Santos-Ferreira et al. 2016; Singh et al. 2016). Suite a ces nouvelles
interprétations, les anciennes études ont été réinterprétées. La plupart des précurseurs de
photorécepteurs injectés n'ont pas été en mesure d'intégrer la rétine de I'h6te, en revanche, a I'aide
du processus de transfert bidirectionnel du matériel cytoplasmique, les photorécepteurs résiduels de
la rétine hote ont été en mesure d'exprimer des protéines des cellules injectées comme la rod a-
Transducine, la Peripherin-2 et la Rhodopsine. C'est par ce mécanisme que les modeles murins de
dégénérescence rétinienne ont été en mesure de recouvrir partiellement la vision. Ce processus a été
décrit comme spécifique des photorécepteurs (photorécepteurs de I'hdte/photorécepteurs injectés)
entre eux (Pearson et al. 2016). Seulement une étude a émis I'hypothese que ce processus peut aussi
avoir lieu avec les autres types neuraux de la rétine comme les cellules bipolaires ou de Mdller (Ortin-
Martinez et al. 2017). Le transfert de matériel cytoplasmique a aussi été mis en évidence sur des
primates non-humains (Aboualizadeh et al. 2020). De récentes études chez la souris ont montré que
les échanges cytoplasmiques entre les cellules injectées et les photorécepteurs endogenes se font a
I"aide de structures rigides de type nanotubes (composées d'actine et de microtubules) par lesquelles
transitent les protéines et les organelles (Kalargyrou et al. 2021; Ortin-Martinez et al. 2021). Il reste a
déterminer si les échanges cytoplasmiques réalisés par les nanotubes se font par diffusion passive
et/ou par un transporteur actif de protéines (Henderson et Zurzolo 2021). Une récente étude a aussi
montré que les échanges cytoplasmiques ont aussi lieu depuis des cdnes endogénes vers les
batonnets endogéenes. Ce processus a été mis en lumiere par I'utilisation d’'une lignée de souris dont
les cdnes expriment la GFP. De maniére intéressante, les batonnets se sont mis aussi a exprimer la
GFP. Apres une analyse avec « Stellaris® single-molecule RNA-FISH », ils ont mis en lumiére que
seules les protéines transitent des cones vers les batonnets, et pas I'ARNm. Ce mécanisme de transfert
cytoplasmique entre les photorécepteurs s'effectue grace a |'établissement des microtubes mais aussi
grace a la proximité des axones des cones vers les corps cellulaires des batonnets (a une distance
d'environ 1um) (Heisterkamp et al. 2022). Il reste a déterminer le role physiologique de ce phénomeéne
endogene, mais aussi s'il est seulement cone-batonnet ou s'il est aussi cone-cone et batonnet-
batonnet.

Néanmoins, plusieurs études récentes ont montré que lorsque des suspensions pures de cones sont
injectées dans la macula de souris portant une dégénérescence rétinienne, les cellules bipolaires
remodelent leurs dendrites pour venir interagir avec les photorécepteurs nouvellement greffés. Les
photorécepteurs injectés, méme s'ils peinent a s'organiser dans |'espace car ils forment un aggrégat
de cellules dans I'espace sous rétinien de la souris, certains parviennent tout de méme a maturer in
vivo avec la formation d'un segment externe naissant 26 semaines apres la transplantation. Les cnes
isolés d'organoides agés de 250 jours s'integrent le mieux dans I'espace sous-rétinien que ceux qui
ont été isolés d'organoides agés de 200 jours (Gasparini et al. 2022). Ces données ont été confirmées
a I'aide un ERG (Gasparini et al. 2022; Ribeiro et al. 2021).

Une alternative a l'injection de photorécepteurs sous forme de suspension cellulaire est la
transplantation de feuillets rétiniens, car ils permettraient de donner une structure aux
photorécepteurs. Les feuillets rétiniens ont été obtenus a partir d'organoides de rétine dérivés de
CSPhs et coupés en morceaux avant d'étre transplantés dans différents modeles d'animaux (rongeurs,
primates) (Watari et al. 2023). Lorsque les feuillets sont issus d'organoides de rétine, ils sont

transplantés avec d'autres sous types rétiniens autres que des photorécepteurs, cela peut limiter et
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perturber la reformation de connexions synaptiques avec les cellules rétiniennes de I'héte. Il est aussi
important de noter que les photorécepteurs contenus dans les feuillets issus d'organoides risquent
de former des rosettes avec le segment externe des photorécepteurs a I'intérieur, ce qui ne permet
plus a I'EPR d'étre en contact avec ces derniers (Iraha et al. 2018; McLelland et al. 2018; Tu et al. 2019).
En dépit de cette contrainte, des connexions synaptiques avec la rétine hote ont été observées ainsi
gu'une amélioration de I'acuité visuelle (ces informations ont été collectées a I'aide d'électrodes et du
test de comportement visuel de I'animal) (Iraha et al. 2018; McLelland et al. 2018; Shirai et Mandai
2016; Tu et al. 2019). C'est pour cela que I'équipe du Pr. Mandai a mis au point une lignée de CSEhs
présentant la délétion du gene Islet-7 (ISLT). Les organoides dérivés de cette lignée ont une population
réduite en cellules bipolaires ON, et ainsi, les morceaux d'organoides transplantés montrent une
meilleure intégration dans la rétine de I'héte avec la formation de synapses ainsi qu'une meilleure
réponse a la lumiere des cellules ganglionnaires de I'hGte (Yamasaki et al. 2022).

2. Les voies d’acces

La transplantation des feuillets et des suspensions peut s'effectuer par plusieurs voies d'acces en
fonction de I'animal greffé. Lors d’'une transplantation chez les rongeurs, apres incision de la choroide,
les cellules sont injectées dans I'espace sous rétinien, en utilisant une aiguille passant sur la face la
plus dorsale de la sclere (Wu et al. 2018). Lorsque les primates non-humains sont transplantés, le
feuillet rétinien est délivré par la méthode en 3 ports en « pars plana ». Il s'agit d'une procédure
chirurgicale en 3 points qui permet de retirer I'humeur vitrée par la « pars plana » a 'aide d'aiguilles
(Hu et al. 2021). Ensuite, un gaz est injecté dans I'espace sous-rétinien pour décoller la rétine. Puis, la
sclere est incisée de maniere antérieure, pour permettre l'introduction de la canule. La rétine est
incisée (rétinotomie) pour que le feuillet puisse étre implanté (Ben M'Barek et al. 2020). Une des
stratégies est d'enrouler le feuillet dans une canule avant de le déposer dans I'espace sous rétinien
(Ben M'Barek et al. 2020). L'avantage de greffer un patch enroulé est qu'il peut étre manipulé dans
une plus petite canule, mais parfois il apparait plus difficile de le positionner et de le dérouler
correctement au sein de la rétine (da Cruz et al. 2018; Kashani et al. 2018; Mandai, Watanabe, et al.
2017; Sharma et al. 2019). Cette technique est la méme que celle employée lors de I'essai clinique
actuellement en cours dans notre équipe (ClinicalTrials NCT03963154). Cependant, ces techniques
sont invasives, car elles ne peuvent pas s'affranchir d'une vitrectomie qui présente de potentiels effets
indésirables comme la cataracte, 'uvéite, d'éventuelles déchirures et décollements rétiniens, un pli
maculaire, un trou maculaire ou encore une endophtalmie (Ducloyer et al. 2020).

Récemment, un autre systeme de transplantation chez I'humain a été mis au point, un systeme de
délivrance sous-rétinien par l'orbite des cellules rétiniennes. Il est actuellement évalué en un essai
clinique de phase I/ll chez des patients atteints d'une DMLA de stade avancé (ClinicalTrials.gov
identifier, NCT02286089). Ce systéeme est composé d'une canule flexible, créée pour contourner le
globe oculaire et ainsi accéder facilement a I'espace sous-rétinien. A l'intérieur de cette canule se
trouve une aiguille utilisée pour pénétrer la choroide. Le principal avantage de cette technique est
gu’elle permet d'atteindre le p6le postérieur de I'ceil tout en s'affranchissant de la vitrectomie et de la
rétinotomie qui étaient jusque-la des procédures incontournables pour accéder a |'espace sous
rétinien (de Smet et al. 2018).
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Tous les protocoles et stratégies de transplantation actuellement développés ne permettent pas
I'organisation optimale des photorécepteurs transplantés. Les cellules injectées en suspension
présentent les limitations précédemment évoquées tandis que les feuillets de photorécepteurs issus
d’'organoides sont bien trop petits pour recouvrir une région significative de la macula et sont aussi
compliqués a orienter correctement dans la rétine.
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6 Membranes biocompatibles

Les biomatériaux sont utilisés pour organiser les cellules de I'EPR et les photorécepteurs, ils
doivent servir de support de culture a ceux-ci. Ainsi, ils vont permettre la création d'un tissu prét pour
I'implantation in vitro.

Pour étre utilisés en thérapie cellulaire, les biomatériaux doivent répondre a des caractéristiques
spécifiques : étre bien tolérés par I'organisme en ne provoquant pas ou peu d'inflammation, allergie,
infection ou rejet. Par ailleurs, ils ne doivent pas contenir de substance toxique et répondre a des
caractéristiques mécaniques adaptées. Les biomatériaux sont de plus en plus couramment utilisés
aujourd’hui dans de nombreux domaines, comme la cardiologie, I'orthopédie, le dentaire et
I'ophtalmologie (Nii et Katayama 2021).

Les biomatériaux peuvent étre d'origine biologique ou étre composés de polymeéres synthétiques. lls
peuvent étre simplement des supports pour la culture cellulaire (biomatériaux inertes) ou peuvent au
contraire avoir une activité biologique (biomatériaux bioactifs) sur les cellules cultivées ou sur les
tissus/cellules du site d'implantation. Enfin, certains biomatériaux peuvent étre biodégradables dans
I'organisme.

a. Les biomatériaux utilisés pour la transplantation de I'EPR

Les biomatériaux peuvent étre utilisés pour fournir a I'EPR une membrane sur laquelle il peut se
développer et créer un épithélium fonctionnel in vitro, mais aussi pour étre compatible afin d'étre
transplanté sous la forme d'un feuillet in vivo. La membrane doit permettre I'adhésion, la survie et le
maintien de la fonctionnalité de I'EPR sur le long terme, imiter la porosité de la membrane basale, étre
fine (entre 5-90um) afin de ne pas changer la distance focale de I'ceil, et résister a la procédure
chirurgicale (Rizzolo, Nasonkin, et Adelman 2022). En effet, elle doit étre assez solide pour ne pas se
déchirer durant I'implantation chirurgicale et en méme temps étre assez malléable pour ne pas
détruire les autres tissus environnants de la rétine lors de la transplantation (Liu et al. 2021; White et
Olabisi 2017). Elle doit ainsi respecter I'élasticité de la rétine qui a un module de Young de 0.02MPa
(Rizzolo, Nasonkin, et Adelman 2022).

Les biomatériaux d'origine biologique décrits dans la littérature sont nombreux et de sources variées
allant de biomatériaux d'origine humaine jusqu’'a des sources issues d'insectes.

Les membranes amniotiques, les membranes limitantes internes et les membranes de Descemet ont
démontré leurs capacités a supporter et a maintenir la fonctionnalité de I'EPR (dérivé de CSPhis, ou
de cultures primaires) (Ben M'Barek et al. 2017; Beutel et al. 2007; Capeans et al. 2003; Ohno-Matsui
et al. 2006; Thumann et al. 1997). L'étude de Thumann et de ses collaborateurs a montré que
lorsqu’une culture primaire de cellules de I'EPR est ensemencée sur une membrane de Descemet, les
cellules sont capables de reformer une monocouche cellulaire et présentent des microvilli (Thumann
et al. 1997). Les études de Capeans et al, et de Ohno-Matsui et al, ont ensemencé des cultures
primaires de cellules EPR sur des membranes amniotiques humaines et ont montré que ces cellules
sont capables de former une monocouche et des jonctions intracellulaires (Capeans et al. 2003; Ohno-
Matsui et al. 2006). L'utilisation de membranes biologiques a I'avantage de contenir leurs propres
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ultrastructures (porosité, malléabilité, résistance), et de présenter des propriétés biologiques utiles aux
cellules EPR (par exemple, grace a la présence de différentes protéines, protéoglycanes et
glycoprotéines). La présence de ces composés biologiques permet d'induire une meilleure
fonctionnalisation une fois la membrane implantée in vivo (Walkden 2020).

D'autres équipes de recherche ont développé des membranes fabriquées a partir de polymeres
naturels. Par exemple, le collagéne | a été présenté comme un bon candidat pour servir de support a
la culture de I'EPR. Lu et ses collaborateurs ont ainsi mis au point une méthode originale pour produire
une membrane fine de collagéne de 'ordre de 2um (Lu et al. 2007). Cette épaisseur est comparable
a celle de la membrane de Bruch. Lorsque des cellules ARPE-19 ont été cultivées sur celle-ci, les
auteurs ont démontré que les cellules se polarisaient correctement (présence de ZO-1 a la membrane)
et étaient fonctionnelles (activité de phagocytose) (Lu et al. 2007). La membrane de collagéne est
réalisée a I'aide d'anneaux acryliques, puis la membrane est réticulée a I'aide d'une lampe UV (Lu et
al. 2007). D'autres matériaux d'origine biologique ont aussi été utilisés : la gélatine (mélange composé
de collagéne, d'os et de cartilage), la fibrogene réticulée, la cellulose bactérienne et les cryoprécipités
(fines membranes issues de cryoprécipités isolés a partir d'échantillons de sang humain et utilisées
comme substrat pour I'EPR) (Farrokh-Siar et al. 1999; Gongalves et al. 2016). Dans I'étude de Farrokh
et al, les auteurs ont ensemencé des cellules foetales de I'EPR sur des membranes issues de
cryoprécipités. Les cellules de I'EPR ont proliféré sur ce support et sont devenues fonctionnelles (test
5-bromo-2'-deoxy-uridine, présence de phagocytose, de microvilli, d'une structure hexagonale). Les
cryoprécipités ainsi obtenus comportent un certain nombre de protéines de fibrogéne et de
fibronectine essentielles a I'adhésion des cellules de I'EPR. L'avantage de ces membranes issues de
cryoprécipités est qu'elles sont constituées a partir des propres cellules du patient, ce qui supprime
les risques d'une trop grande réponse immunitaire et de rejets (Farrokh-Siar et al. 1999). Des
membranes fabriquées a partir de fibrogene et de gélatine ont été testées in vivo, chez des cochons
et des lapins. Cependant, ce type de membrane a induit une trop grande inflammation chez ces
animaux (@ noter qu'il est question dans ce cas de xénogreffe), induisant la mort des cellules
transplantées (les animaux n'ont pas été immunosupprimés) (Del Priore, Tezel, et Kaplan 2004). La
fibre de soie est aussi un autre type de matériel naturel pouvant étre utilisé comme un substrat. La
soie peut étre obtenue a partir d'insectes comme le Bombyx mori et le Antheraea pernyi. Une étude a
montré que ce type de membrane faite de soie permet de maintenir la morphologie hexagonale et
les jonctions serrées des cellules ARPE-19. Cependant, les lignées primaires de cellules de I'EPR
ensemencées sur des membranes de soie prennent plus de temps a retrouver les caractéristiques d'un
EPR mature (Shadforth et al. 2012).

Beaucoup de polymeéres synthétiques ont été étudiés pour étre utilisés comme membranes de support
pour I'EPR. Ces polymeres synthétiques sont le poly(L-lactic acid) (PLLA), poly(lactic-co-glycolic acid)
(PLGA), PLLA-PLGA (qui sont des systéemes de copolymeres), le poly(caprolactone) (PCL), le
polydimethylsiloxane (PDMS), poly(trimethylene) carbonate (PTMC), le polytéréphtalate d'éthylene
(PET) et le parylene-C. Dans un premier temps, des 1997, plusieurs groupes ont créé des membranes
composées de PLGA et de PLLA. Celles-ci ont démontré qu'elles permettaient la survie de I'EPR en
culture, tout en maintenant la morphologie et le phénotype de ces cellules (Giordano et al. 1997; Lu,
Yaszemski, et Mikos 2001; Thomson et al. 1996). Dans un second temps, la structure de ces

membranes a été repensée. Ainsi, la porosité de membrane en PCL a été induite a I'aide d'un procédé
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de photolithographie. Cette membrane nouvellement créée améliore la maturité de I'EPR cultivé
dessus comparé a des membranes non poreuses faites de PCL, ou comparé a l'utilisation des inserts
de culture classiques (McHugh et al., 2014). Les membranes faites de PCL ont I'avantage de mieux
répondre aux besoins de cellules grace a la création de pores réguliers et homogenes. Une autre
membrane composée du biodégradable et non poreux PTMC a démontré sa capacité a permettre la
survie, la formation d'une monocouche cellulaire confluente et la maturation d’un EPR dérivé de CSPhs
(Sorkio et al. 2017).

Les membranes synthétiques fabriquées a partir de parylene-C, en 2013, grace a la lithographie, ont
démontré d'excellentes capacités a maintenir I'EPR in vitro et in vivo. Avec cette approche, I'EPR greffé
sous forme d'une monocouche polarisée, présente une meilleure survie cellulaire et une meilleure
fonctionnalité au sein de la rétine greffée, comparé a des cellules en suspension (Diniz et al. 2013b).
La membrane en paryléne-C a été choisie car elle est biocompatible, tres fine (0,15 a 0,30 um), elle
possede une perméabilité similaire a la membrane de Bruch humaine. Une fois implantée chez le rat
immunodéprimé, cette membrane a été bien tolérée, sans signe de rejet, ni formation de tératome
(Diniz et al. 2013a; Lu et al. 2012).

llimarinen et ses collaborateurs ont commencé a créer des membranes poreuses non-biodégradables
a base de PET. De facon originale, les auteurs ont directement différencié sur celles-ci un EPR a partir
de CSEhs (llmarinen et al. 2019). Les cellules de I'EPR se sont correctement différenciées et sont
devenues jointives et fonctionnelles (processus de phagocytose, présence polarisée des protéines ZO-
1 et claudin-19 et présence de protéines impliquées dans cycle visuel RPE65 et CRALBP). Puis, des
lapins ont été greffés et suivis seulement 4 semaines apres la greffe. Les cellules de I'EPR ont montré
une bonne fonctionnalité et intégration dans la rétine de I'animal greffé (Ilmarinen et al. 2019).
Cependant, l'utilisation du PET est trés largement discutée car il génére des composés toxiques
comme le formaldéhyde et I'acetaldéhyde (Bach et al. 2013).

Certaines membranes utilisées sont une combinaison des membranes naturelles et synthétiques. La
combinaison hybride de ce type de membrane présente l'avantage de contrdler les propriétés
physiques de la partie synthétique tout en utilisant les propriétés biologiques présentes dans les
composés d'origine biologique comme les protéines ou les protéoglycanes (Xiang et al. 2014). Une
équipe a créé une membrane nanofibreuse poreuse de soie de Antheraea pernyi, de PCL et de
gélatine. Cette membrane hybride a permis d'obtenir une meilleure prolifération cellulaire, et une
meilleure expression des genes caractéristiques des cellules de I'EPR, comparée aux résultats obtenus
sur une membrane de PCL ou de soie-PCL. L'implantation in vivo de cette membrane sans EPR a
démontré une biocompatibilité sans aucun signe de rejet ni d'inflammation (Xiang et al. 2014). Une
autre équipe avait précédemment synthétisé et greffé une membrane fibreuse de PCL/gélatine, et
avait démontré que I'EPR cultivé sur ce support est fonctionnel et de qualité suffisante (Chen et al.
20117).

Toutes ces membranes nouvellement synthétisées et/ou utilisées peuvent recevoir un traitement

chimique ou physique pour augmenter leur caractere hydrophile afin de favoriser I'adhésion et la

prolifération cellulaire. Parfois, les membranes recoivent un traitement pour ajouter les groupements

chimiques —OH, -COOH, et -NH,. Sur d'autres membranes sont greffés des polymeres hydrophiliques,

car cela permet d'améliorer I'attachement cellulaire (Martins et al. 2009). De la méme maniere, un
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traitement a l'oxygéne sur des membranes faites de poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate)
favorise I'attachement cellulaire et une meilleure répartition des cellules de I'EPR sur la membrane
(Zhu, Ji, et Shen 2004). Cependant, ces modifications chimiques peuvent créer des résidus toxiques,
et peuvent générer des effets secondaires. Les membranes sont immergées dans une solution
contenant des molécules adhésives, et des molécules permettant de créer des interactions de surface
(liaisons électrostatiques, hydrophobiques, van der Waals et des liaisons hydrogéenes). La laminine est
un “coating” trés utilisé sur les membranes, car il permet d'accroitre I'adhésion et la prolifération
cellulaire, et aussi de permettre une meilleure différenciation cellulaire (Treharne et al. 2011). D'autres
études ont montré que d'autres “coatings” comme le collagéne, la vitronectine, ou la gélatine peuvent
étre utilisés de la méme maniere (Calejo et al. 2017; da Cruz et al. 2018; Lu et al. 2012).

L'ensemble des différents biomatériaux utilisés sont récapitulés dans la Table 3.

biocompatibilité in [fonctionnalité dansun
type de biomatériaux Nature EPR encemencé vivo essai clinique Essai clinique références
collagéne ARPE-19 non / / Luetal. 2007
forte réponse
immunitairechezle
Eélatine Feuillet d'EPR de porc porc et lelapin / / Del Priore, Tezel, et Kaplan 2004
cellulose bactérienne hTERT-RPE1 / / Gongalvesetal. 2016
membrane de cryoprécipité EPR foetal / / / Farrokh-Siar et al. 1999
membrane de Descement EPR foetal / / / Thumann et al. 1997
membrane amniotique EPR dérivé de CSEhs oui sur des rat RCS en courssur les patients NCT03963154
soie ARPE-19 / / / Shadforth et al. 2012
pasd'amélioration sur les
naturels membrane limitanteinterne EPR dérivé de CSEhs oui patients UMIN000011929
PDMS EPR dérivé de CSPhis / / / Linetal. 2019
PLLA EPR foetal / / / Giordano et al. 1997; Thomson et al. 1996
PCL EPR foetal / / / McHugh et., 2014
PTMC EPR dérivé de CSEhs / / / Sorkio et al. 2017
acuitévisuelle augmentée
PET EPR dérivé de CSEhs oui chezles patients NCT01691261
acuité visuelle augmentée Dinizetal. 2013; Lu et al. 2012; Kashani et al.
Paryléne EPR dérivé de CSPhis oui chezles patients NCT02590692 2018
synthétiques PLGA EPR dérivé de CSPhis en courssur les patients NCT04339764
hybrides soie/PCL/gélatine EPR adulte oui chezlelapin / / Xiangetal. 2014

Table 3 : Tableau récapitulatif des biomatériaux utilisés pour la culture d’EPR.

b. Les biomatériaux utilisés pour la maturation des photorécepteurs en vue d'une
transplantation

Les biomatériaux pour ces applications ont différentes structurations : sous forme de membranes
planes poreuses ou a l'inverse microstructurées. De méme que pour les biomatériaux utilisés pour
I'EPR, ces membranes utilisées doivent permettre I'ensemencement d'une densité importante de
cellules, mais aussi I'élongation, la polarisation et la maturation des photorécepteurs dans des espaces
dédiés (Jung et al. 2018; Lee et al. 2021). Les cellules doivent aussi étre capables d'adhérer
completement a l'intérieur du biomatériau. Les membranes doivent étre faites de maniere a étre
implantées dans l'espace sous-rétinien et a ce que les photorécepteurs transplantés soient en
interaction avec les cellules de I'EPR (présence de pores par exemple) (Jones, Warner, et Stevens 1992;
Jung et al. 2018; Lee et al. 2021).

Souvent, les membranes utilisées dans le cadre des transplantations rétiniennes sont composées des
mémes matériaux que celles utilisées dans le cas des transplantations de I'EPR.
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La plupart du temps, les membranes mises au point ont surtout été faites a partir de polymeres
synthétiques. La premiére membrane destinée a recevoir des progéniteurs de photorécepteurs en vue
d'une transplantation pour induire leur maturation a été créée en 2005 (Lavik et al. 2005). Cette
membrane est biodégradable, poreuse et fabriquée a partir de PLGA. Les cellules rétiniennes cultivées
sur ce support ont été capables d'adhérer et de survivre 14 jours apres I'ensemencement (Lavik et al.
2005). Peu de temps apres, une étude a évalué la survie et la différenciation de progéniteurs rétiniens
ensemencés sur des substrats de PLLA/PLGA, puis ils ont greffé ce feuillet dans |'espace sous rétinien
de souris (Tomita et al. 2005). Cette stratégie sous forme de feuillet fut une premiere par rapport aux
traditionnelles injections en suspension de progéniteurs rétiniens. Les résultats obtenus ont démontré
qgue le nombre de cellules survivantes apres la greffe était 10 fois supérieur par rapport a une
intégration sous forme de suspension cellulaire (Tomita et al. 2005). En 2007, une autre membrane
biodégradable faite d’'une substance poreuse a été mise au point, faite de poly(glycerol-sebacate)
(PGS), avec une épaisseur de 45 um (Neeley et al. 2008). Le PGS est biocompatible avec la rétine, sa
dégradation in vivo est connue (entre 30 et 60 jours) et il possede un module de Young de 1,88 a 1,66
MPa environ, ce qui lui permet d'étre assez solide pour étre transplanté, et en méme temps assez
malléable pour s'adapter a la morphologie de I'ceil. Le PGS a pour résidu l'acide sébacique et le
glycérol qui sont des métabolismes naturels chez les mammiféres et sont completement éliminés par
le métabolisme (Lee et al. 2021). Les résultats de I'étude ont montré que les cellules rétiniennes
adhérent et survivent sur ce type de membrane (Neeley et al. 2008). Les membranes synthétiques
biodégradables faites de PLA, PLGA, PCL ou de PGS ont la capacité de fournir aux photorécepteurs un
environnement extracellulaire stable a court terme, le temps de leur maturation terminale, puis elles
se solubilisent. Leurs biodégradabilités sont complétement documentées et caractérisées in vivo et in
vitro. En fonction de leur environnement, la vitesse de dégradation n'est pas la méme, mais il a été
étudié que le PLGA et le PCL se dégradent plus vite in vivo que in vitro. In vitro, la masse du PCL passe
a 73% et celle du PLGA a 56% en 28 jours. In vivo, la masse du PCL décroit a 39% et celle du PLGA a
46% en 28 jours (Sung et al., 2004). Contrairement aux autres types de membranes, la membrane de
PCL a permis I'adhésion cellulaire des progéniteurs rétiniens a la surface de celle-ci, et les progéniteurs
rétiniens ont été capables de continuer leur différenciation in vitro en des photorécepteurs plus
matures (expression de CRX, NRL, RHODOPSINE) (Baranov et al. 2014). Cependant, comparée aux
temps de différenciation des photorécepteurs, la dégradabilité de ces composés est relativement
courte. Cela pourrait compromettre la fonctionnalité des photorécepteurs une fois greffés.

Worthington et ses collaborateurs ont élaboré une membrane microstructurée a I'aide de la technique
de la lithographie a deux-photons. Elle est composée de motifs horizontaux et verticaux. Les motifs
verticaux ont pour objectif d'accueillir des photorécepteurs tandis que les motifs horizontaux
ressemblent a des canaux destinés a permettre |'échange cellulaire entre les photorécepteurs
ensemencés. Des progéniteurs rétiniens issus d’organoides sont ensemencés apres 30 jours de
maturation. Deux jours apres |'ensemencement, les cellules expriment TUJ1 et forment des
prolongements neuronaux a l'intérieur des motifs (Worthington et al. 2017). Cependant, cette
technique est longue et fastidieuse a mettre en place, et ne peut produire qu’une seule membrane a
la fois. Quelque temps plus tard, ce méme groupe a développé une membrane biodégradable faite
de PCL, ainsi qu'une matrice extracellulaire composée d'acide hyaluronique et de gélatine pour
permettre la maturation des photorécepteurs (Shrestha et al. 2020; Thompson et al. 2019). Apres
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transplantation chez le rat, la membrane faite de PCL n'a montré aucun signe de toxicité, mais aucune
étude de fonctionnalité n'a été effectuée.

En 2018, la membrane faite de PDMS ou de PGS en forme de « verre de vin » a été fabriquée afin de
contenir le plus possible de photorécepteurs immatures (produits a partir d'organoides de rétine
dérivés de CSPhs a J80 exprimant la RECOVERINE) dans le haut de son motif, puis de guider la
polarisation axonale plus profondément a I'intérieur de la membrane. Cette membrane de PDMS a
I'avantage de faciliter I'adhésion cellulaire (elle peut contenir une a deux cellules par motif) et, de
permettre la différenciation et la polarisation des photorécepteurs immatures. Trois mois apres
I'ensemencement in vitro, les cellules ont développé une extension et expriment la protéine CRX,
caractéristique des photorécepteurs immatures. Cependant, il est important de prendre en
considération que le PDMS n'est pas biodégradable et la micro-structuration de cette membrane ne
permet pas la communication cellulaire des photorécepteurs entre eux (Jung et al. 2018).

Tres récemment, une membrane biodégradable a été développée en forme de « bac a glagons ». Cette
nouvelle forme de membrane microstructurée a I'avantage de permettre une augmentation de la
densité cellulaire pouvant étre ensemencée et de réduire la quantité de matiere nécessaire pour
générer une membrane. Pour ce modéle de membrane, les auteurs ont choisi d'utiliser du PGS. L'étude
montre qu'apres I'ensemencement de photorécepteurs issus organoides a J120, aprés deux jours sur
la membrane, la morphologie des cellules semblent présenter une polarisation a l'intérieur des motifs
(Lee et al. 2021).

Tous les types de membranes utilisés pour I'organisation et la maturation des photorécepteurs sont
récapitulés dans la Table 4. Les membranes microstructurées présentent des résultats prometteurs
pour l'avenir de la thérapie cellulaire, car elles ont la particularité de pouvoir étre complétement
modulables et conceptualisables en fonction des besoins et des contraintes liées a la greffe et aux
cellules. Cependant, aucune étude n'a apporté une preuve de concept et une fonctionnalité des
photorécepteurs contenus dans une membrane microstructurée in vivo pour le moment.
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type de membrane biomatériaux |type de cellules ensemencées marqueurs de polarisation références
Progéniteurs rétiniens de souris isolés |survie des cellules 14 jours

poreux/biodégradable PLGA 1 jour aprés la naissance aprés ensemencement Lavik et al. 2005
Progéniteurs rétiniens de souris isolés |Recoverine/Rhodopsine (1

poreux/biodégradable PGS le jour de la naissance semaine apres ensemencement) |Neeley et al. 2008
Progéniteurs rétiniens de foetus CRX, NRL, RHODOPSINE, ROM1
humain isolés apres 16 semaines de (1 semaine apres

poreux/biodégradable PCL gestation ensemencement) Baranov et al. 2014
Précurseurs de photorécepteurs issus
d'organoides apres 80 jours de CRX (3 mois apres

microstructuré PDMS/PGS différenciation dérivés de CSPhs I'ensemencement) Jung et al. 2018
Progéniteurs rétiniens issus
d'organoides apreés 30 jours de TUJ1 2 jours apres

microstructuré différenciation dérivés de CSPhs |'ensemencement) Worthington at al. 2017

composéde

gélatine, d'acide
hyaluronique,

Corps embryonnaires issus de CSEh

chondroitin ensemencés aprées 7 jours de RECOVERINE (35 jours aprés

poreux/biodégradable sulfate différenciation ensemencement) Singh et al. 2018

Progéniteurs rétiniens issus OTX2, Recoverine (9 jours aprés
microstructuré/biodégradable PCL d'organoides dérivés de CSPhs I'ensemencement) Thompson et al. 2019

Expression du marqueur

Précurseurs de photorécepteurs issus |presynaptique VGLUT1, ARR3,

d'organoides aprés 120 jours de NR2E3, PRPH2 (5 jours apres
microstructuré/biodégradable PGS différenciation dérivés de CSPhs I'ensemencement), Lee et al. 2021

Table 4 : Tableau récapitulatif des biomatériaux utilisés pour la maturation des photorécepteurs.
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7 Les essais cliniques de thérapie cellulaire
a. Les stratégies d'immunosuppression

De la méme maniére que pour la transplantation d'organe, la thérapie cellulaire implique de
greffer du matériel biologique d'un étre humain a un autre. A cet égard, il faut prendre en compte le
risque de réponse immunitaire pouvant conduire a un rejet éventuel. Ce risque est modulé de
différentes manieres : en appliquant un traitement immunosuppresseur au patient receveur, en
sélectionnant des cellules donneuses compatibles avec le patient ou en modifiant génétiquement les
cellules.

1. Les essais en cours

L'ceil est considéré comme un espace immunoprivilégié grace a la barriere hémato-rétinienne
(Zhou et Caspi 2010). Pourtant, il est important de prendre en considération que les approches de
thérapie cellulaire ont lieu dans un contexte d'inflammation ou la barriere hémato-rétinienne est
fragilisée. De plus, il faut considérer que la plupart des cellules rétiniennes dérivées de CSPhs sont
greffées dans un contexte xénogénique ou il a été nécessaire de recourir a une forte
immunosuppression avant la greffe (Ben M'Barek et al. 2020; Gagliardi et al. 2018; Iraha et al. 2018;
Shirai et Mandai 2016). Excepté lors d'étude impliquant des greffes avec un CMH compatible entre le
donneur et le receveur, tous les patients recoivent un traitement immunosuppresseur. La meilleure
stratégie pour immunosupprimer le patient est toujours en débat en fonction des essais cliniques
actuellement en cours. Dans tous les cas, les stratégies d'immunosuppression vont de
I'immunosuppression locale a I'aide de corticaux locaux a une immunosuppression systémique élevée
(da Cruz et al. 2018; Kashani et al. 2021; S. D. Schwartz et al. 2012; Schwartz et al. 2015, 2016).

Lorsque les cellules de I'EPR en suspension ont été transplantées dans I'étude de Schwartz et de ses
collaborateurs en 2015, ils ont eu recours a une immunosuppression forte, en utilisant du tacrolimus
et du mycophenolate mofetil et 5 des 18 patients ont eu des effets secondaires importants
directement liés a I'immunosuppression : de la cataracte (4 patients) et une inflammation dans le vitrée
(1 patient) (Schwartz et al. 2015). Dans I'étude de Kashani et de ses collaborateurs, pour greffer I'EPR
en feuillet exprimant un CMH différent de celui du receveur, aucune immunosuppression n'a été
réalisée sur le long terme, mais les 5 patients ont requ une courte immunosuppression systémique
de 0.075mg/kg/jour de tacrolimus du jour 8 au jour 42 apres la transplantation et aucun effet
secondaire majeur n'a été rapporté 2 ans apres la transplantation (Kashani et al. 2022). Dans I'étude
de Da Cruz et ses collaborateurs, sur les 2 patients qui ont été transplantés d'un feuillet d'EPR, le
patient qui avait du diabete a di étre supplémenté en insuline a cause de I'utilisation des stéroides
comme immunosuppresseur local (da Cruz et al. 2018). Ces études cliniques montrent qu'une
immunosuppression forte n'est pas souvent nécessaire et qu'une immunosuppression locale est
suffisante.

2. l'autologue (ips)
Les CSPhis autologues peuvent étre obtenues a partir des cellules du patient lui-méme, puis
étre différenciées a nouveau dans le type cellulaire d'intérét et étre greffées chez ce méme patient.
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Ceci permet donc de dépasser les problemes d'immunocompatibilité rencontrés lors des thérapies
cellulaires réalisées avec des CSPhs (Takahashi et Yamanaka 2006). Cependant, la génération de CSPhis
et la différenciation en cellules rétiniennes prend énormément de temps. Il faut aussi corriger la
mutation génétique associée a la pathologie du patient RP avant de produire les cellules rétiniennes.
De plus, pour réaliser cette application, chaque banque de cellules doit subir de nombreux contréles
qualité (pureté et intégrité génomique des cellules). Produire ce type de banque demande
énormément de temps, de travail et d'argent pour seulement greffer un seul patient. Cette approche
ne semble pas réalisable a grande échelle pour traiter tous les patients atteints de dégénérescence
rétinienne avec les méthodes de production actuelle.

3. la haplobanque

Afin de pallier cette difficulté, la stratégie a I'étude pour éviter I'immunosuppression du patient
est la création de banques basées sur les principaux complexes majeurs d'histocompatibilité (CMH)
présents dans les populations. Il s'agit d'identifier des donneurs homozygotes pour les alléles les plus
fréquents dans les différentes populations en fonction des aires géographiques. Ainsi, plusieurs
études, effectuées au Royaume-Unis, au Japon, en Chine et en Amérique du Nord ont estimé qu'il
faudrait produire environ 50 a 150 lignées cellulaires homozygotes CMH pour couvrir 50 a 90% des
populations respectives (Barry et al. 2015; Yoshida et al. 2023).

Récemment, une haplobanque de CSPhis avec un CMH compatible avec 40% de la population
japonaise a été développée avec un grade clinique (Yoshida et al. 2023). Cette haplobanque a été
utilisée dans 10 essais cliniques allant de la transplantation de cellules rétiniennes (EPR en suspension,
photorécepteurs et EPR en feuillet) aux chondrocytes dans I'arthrose (Yoshida et al. 2023).

4. La manipulation génétique des cellules donneuses

D'autres stratégies pour éviter limmunosuppression du patient consistent a modifier
génétiquement des lignées de CSPhs afin de les rendre hypoimmunogénique au syteme immunitaire
inné et adaptatif. Pour cela, différents génes impliqués dans le CMH sont modifiés a I'aide de CRISPR-
Cas9 ou d'autres techniques de modification du génome. Par exemple, il a été proposé d'induire
I'inactivation des genes Beta-2 Microglobulin (B2M) et CMH |l transactivator (CIITA) pour que les
cellules n'expriment plus les molécules CMH de classe | et || (Mattapally et al. 2018; Wang et al. 2020).
Ces cellules ont montré chez le singe qu’elles ont la particularité de réduire la réponse immunitaire
des lymphocytes T, B et des cellules Natural Killer. Avec le méme objectif, d’'autres équipes ont généré
des lignées n'exprimant plus les CMH-A et CMH-B (qui font partie du CMH de classe I), ces lignées
seraient compatibles avec 90% de la population mondiale (Han et al. 2019; Hong et al. 2017; Kitano
et al. 2022; Xu et al. 2019). En plus de ces modifications, la surexpression de PD-L1, HLA-G et CD47 au
sein de ces lignées permet de mieux contréler la réponse des lymphocytes T, des cellules Natural Killer
et des macrophages, et ainsi d'obtenir de meilleurs résultats (Frederiksen et al. 2021; Han et al. 2019).
Bien que [I'utilisation de ces lignées semble trés prometteuse pour l'avenir de la médecine
régénérative, il est important de constater que I'utilisation des cellules CMH déficientes, présente des
risques car les molécules CMH de classe | sont normalement impliquées dans la reconnaissance des
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antigénes tumoraux. En cas de transformation cancéreuse, les cellules pourraient plus facilement
échapper au systeme immunitaire. Pour pallier cela, certaines études préconisent d'introduire dans les
lignées un gene suicide. Par exemple, I'expression inductible du gene de I'herpes simplex virus
thymidine kinase (HSV-TK) confere aux cellules une sensibilité léthale a I'antibiotique anti-herpeés
ganciclovir, car elles se mettent a produire la thymidine kinase (Shi et al. 2020). Le ganciclovir agit
comme une prodrogue, il est métabolisé par la thymidine kinase en un triphosphate hautement
toxique qui bloque la synthese de I'ADN. Les cellules cyclantes y sont sensibles et subissent ainsi une
inhibition de la réplication de I'’ADN puis rentrent en apoptose cellulaire (Greco et al. 2015).

b. Les essais cliniques ciblant I'EPR

Les essais cliniques utilisant les cellules de I'EPR dérivées de CSPhs sont essentiellement des
essais de sécurité (phase I) avec éventuellement la recherche de premiers signes de fonctionnalité en
criteres secondaires (phase I/11).

Les premiers essais cliniques ont utilisé des cellules EPR en suspension dérivées de CSEhs pour le
traitement de patients atteints de DMLA atrophique (9 patients) et de la maladie de Stargardt (9
patients). Ce type d'approche a permis de montrer que les cellules de I'EPR ainsi greffées, aprées une
immunosuppression systémique des patients, n'induisent pas de signe de rejet, et ne compromettent
pas la sécurité du patient. Quelques effets secondaires ont été relevés, mais ils sont dus a la procédure
chirurgicale et a I'immunosuppression. Le premier essai clinique de phase /Il réalisé dans ce sens a
commencé en 2011, sur des patients ayant des formes avancées de la maladie de Stargardt ou une
forme atrophique de la DMLA (ClinicalTrials NCT01345006 (pour les patients souffrant de la maladie
de Stargardt) et NCT01344993 (pour les patients souffrant de la DMLA atrophique) (Schwartz et al.
2015). Il a consisté a injecter des cellules de I'EPR dérivées de CSPhs (50 000 a 150 000 cellules) dans
I'espace sous-rétinien des patients. Cet essai avait pour objectif d'évaluer la sécurité et la tolérance
des cellules injectées. Aucun effet indésirable majeur en rapport avec la greffe n'a été rapporté 4 ans
apres, et certains patients (13/18) ont constaté une augmentation mineure de leur acuité visuelle dans
I'année qui a suivi l'injection (S. D. Schwartz et al. 2012; Schwartz et al. 2015, 2016). Des résultats
similaires ont été rapportés par I'étude de Song et al. en 2015 qui a utilisé les mémes cellules sur
d'autres cohortes de patients (Song et al. 2015). De nombreux autres essais cliniques du méme genre
ont vu le jour peu de temps apres (ClinicalTrials NCT02445612/ NCT02463344/NCT02563782) (S. Li
etal. 2021; Lu et al. 2009; Mehat et al. 2018; Schwartz et al. 2015, 2016). Un autre essai clinique (UMIN-
CTR number: UMIN000026003) a injecté en suspension des cellules I'EPR dérivés de CSPhis ayant un
CMH homozygote appartenant a une haplobanque (250 000 cellules injectées) a 5 patients souffrant
de DMLA néovasculaire ayant un CMH compatible avec celui des cellules injectées et n'ayant pas recu
d'immunosuppression forte (Sugita et al. 2020). Un an aprés l'injection, méme si quelques effets
secondaires ont été observés (cedeme, pression intraoculaire élévée, infiltration du systéme
immunitaire contré a l'aide de corticoides locaux), cette étude a montré une bonne survie des cellules
transplantées et la sécurité des patients n'a pas été compromise. Leur acuité visuelle n'a pas été
mesurée apres la transplantation (Sugita et al. 2020).
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Plus tard, des feuillets d’'EPR dérivés de CSPhs ont été utilisés en essais cliniques. Le groupe de M.
Takahashi a développé une approche visant a greffer un feuillet d'EPR dérivé de CSPhis sans
membrane : du collagene a été utilisé pour permettre la maturation de I'EPR. Une fois I'EPR mature,
le collagéne est dissocié avec de la collagénase. Une greffe autologue d'un feuillet utilisant cette
approche a été réalisée sur une patiente atteinte de DMLA néovasculaire (Clinical Trial
UMINO000011929). Avant d’entamer la procédure, la patiente avait eu 13 injections d'anti-VEGF en
intraoculaire durant 29 mois, sans qu‘aucune amélioration ne soit visible. Malgré cela, son acuité
visuelle a diminué passant de 0.15 a 0.09. La patiente ayant recu le feuillet a maintenu son acuité
visuelle durant les 25 mois qui ont suivi son opération. Cet essai clinique de phase | s'est arrété en
2015 a cause d'un changement de législation (Mandai et al. 2017).

D’autres équipes ont récemment démarré des essais cliniques en dérivant un feuillet d'EPR a partir de
CSPhs sur différents substrats avant de le greffer dans I'espace sous-rétinien des patients. Dans |'étude
de Da Cruz et al. I'EPR dérivé de CSEhs a été aussi transplanté en feuillet en utilisant une membrane
synthétique de Polytéréphtalate d'éthylene (PET). Un an apres la greffe, les deux patients atteints de
DMLA néovasculaire aiglie présentent une amélioration trés significative de leur vision malgré
quelques effets secondaires non liés a la présence du greffon (liés a la chirurgie et au traitement
immunosuppresseur) (ClinicalTrial NCT01691261) (da Cruz et al. 2018). Une approche similaire a été
réalisée dans |'étude de Kashani et al. ou 4 patients souffrant de DMLA atrophique progressive ont
été greffés avec un feuillet d'EPR dérivé de CSEhs sur une membrane de parylene-C. 6 mois apreés la
procédure, 1 seul patient a montré une augmentation de son acuité visuelle, et aucun effet secondaire
da a la présence du greffon n'a été observé (ClinicalTrial NCT02590692) (Kashani et al. 2018). La
différence majeure entre ces deux études (Da Cruz et al. 2018 et Kashani et al. 2018) est que les
patients dans |'étude de Kashani et al,, présentaient une forme de DMLA atrophique et progressive
ou la majorité des photorécepteurs étaient déja morts ou dysfonctionnels, c’est donc pour cela que
la fonctionnalité a l'issue de cette étude a été tres faible. A I'inverse, les patients traités dans I'étude
de Da Cruz et al,, souffraient d'une forme de DMLA néovasculaire avec une perte récente et aiglie de
la vision, certains photorécepteurs restent fonctionnels, c'est donc probablement pour cela que
I'étude a engendré de meilleurs résultats.

Notre équipe a aussi développé un patch comprenant un EPR fonctionnel dérivé de CSEhs sur une
membrane amniotique humaine. Ce projet est actuellement en essai clinique de phase I/11, il implique
12 patients souffrant de RP portant des mutations les genes de I'EPR : LRAT, ou MERTK. Les résultats
sont attendus pour décembre 2026 (ClinicalTrials NCT03963154).

L'ensemble des essais cliniques sont reportés dans la Table 5.
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Auteurs N type detransplantation membrane |effetssecondaires améliorations study IDa
15 lettres dans 4 yeux; 11-
14 lettres dans 3 yeux;
cellules de I'EPR en suspension imflamation du moinsde 10 lettres dans 3
Schwartzetal. 2018 18 |dérivées de CSEh aucune vitrée, cataractes yeux NCT01345006
cellules deI'EPR en suspension
Riemann et al. (poster) 16 |dérivées de CSEh aucune hémorragie, oedéme |10-22 lettres
17 lettres chez un patient;
Kashani et al. 2018 4| EPR en feuillet dérivé de CSEh Paryléne C rien chezles 3 autres NCT02590692
3 détachements
Tezel et al. 2007 12 |EPR humain allogénique aucune rétiniens; unefibrose [aucune
53(39 meilleure capacitéalireet
transplantés et meilleure reponse ERG chez
Binder et al. 2004 14 contoles) EPR autologue en suspension aucune aucun les sujets transplantés
EPR obtenu a partir de CSPhi
Mandai et al. 2017 1|autologueissus de fibroblastes aucune aucun aucune UMIN000011929
1 détachement 29 et 21 lettressur les 2
DaCruzetal.2018 2 |EPR en feuillet dérivé de CSEh PET rétinien patients NCT01691261
EPR en suspension dérivés de
Sugitaetal. 2020 5 [CSPhi aucune 2 rejets benins aucune UMIN000026003
cellules deI'EPR en suspension
Mehat et al. 2018 12|dérivées de CSEh aucune aucune NCT01469832
2 pressions 7 yeux montrent une
cellules delI'EPR en suspension intraoculaires amélioration et 2 yeux
Lietal. 2021 7 [dérivées de CSEh aucune augmentées montrent aggravation NCT02749734
1 ceil montreune
cellules de I'EPR en suspension augmentation et 1 ceil est
Sungetal. 2021 3|dérivées de CSEh aucune stable NCT01625559
membrane
amiotique
Ben m'barek et al. 2017 12 [EPR en feuillet dérivé de CSEh humaine étude en cours NCT03963154
EPR en feuillet dérivé de CSPhi
Sharmaetal. 2019 20|autologues PLGA étudeen cours NCT04339764

Table 5 : Récapitulatif des essais cliniques visant a restaurer 'EPR.

c. Les essais cliniques visant a restaurer les photorécepteurs

La plupart des essais cliniques de thérapie cellulaire actuellement en cours vise surtout a
restaurer I'EPR, et tres peu d'entre eux sont destinés a restaurer la fonction des photorécepteurs
lorsqu‘ils sont morts.

Historiquement, des essais cliniques de greffe de rétine foetale ont posé les bases de possibilité de
restauration de la fonction visuelle par thérapie cellulaire. Ainsi, I'équipe du Dr Seiler a initié un essai
clinique de phase Il en 2008 (ClinicalTrials NCT00345917, NCT00346060) consistant a transplanter des
feuillets rétiniens foetaux allogéniques (10 a 15 semaines de gestation) comportant les CPR et I'EPR
sur 10 patients souffrant de dégénérescences rétiniennes (6 patients RP et 6 patients DMLA). Sept des
patients (3 patients RP et 1 patient DMLA) ont montré une amélioration de leur acuité visuelle 6 mois
aprés greffe avec la perception de quelques lettres supplémentaires sur le test BCVA, mais cette
amélioration n'a pas été visible sur 'ERG. Test BCVA ou Best Corrected Visual Acuity en anglais est
une mesure de I'habilité a distinguer des formes et des détails d'un objet a une distance donnée a
I'aide de lentilles correctives (Lee et al. 2022). Les patients n‘ont pas requ d'immunosuppresseur, et
aucun rejet n'a été observé. Néanmoins, une dépigmentation du feuillet a été remarquée, remettant
en cause la survie des cellules transplantées (Radtke et al. 2008). A l'inverse, aucune récupération de
la fonction visuelle n'a été observée en greffant des feuillets de photorécepteurs obtenus a partir de
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cadavres humains. Ce dernier essai clinique avait été réalisé sur 8 patients atteints de RPs en 2003 et
sans traitement immunosuppresseur (Berger et al. 2003).

Actuellement, il existe un seul essai clinique de thérapie cellulaire visant a restaurer les
photorécepteurs a partir de CSPhs sous forme d'un feuillet organisé. Cet essai a commencé en 2020,
grace aux études de l'équipe du Pr. Takahashi au Japon (Japan Registry of clinical trials,
jRCTa050200027). La stratégie développée consiste a greffer un feuillet issu d’organoides de rétine
dérivés de CSPhis sur des patients atteints de RPs a des stades avancés. La greffe s'est déroulée avec
succes sur les deux premiers patients, et aucun effet secondaire n'a été relevé. Aucune fonctionnalité
n'a été démontrée, car, les feuillets greffés sont tres petits, ils mesurent environ Tmm de diamétre.
Cependant, une fois les questions de sécurité validées, de plus grands feuillets pourraient étre
implantés en combinant plusieurs organoides (Maeda et al. 2022).
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Il.  Objectifs

L'objectif de ma thése a consisté a élaborer et a caractériser un produit de thérapie cellulaire.
Celui-ci est un tissu rétinien cultivé in vitro et composé de différentes couches cellulaires organisées.
Les cellules utilisées ont été différenciées a partir de CSPhs en photorécepteurs et en cellules EPR.
Mon travail s'est organisé en 3 axes principaux: (i) caractériser les cellules EPR organisées en
épithélium ; (i) différencier les CSPhs en photorécepteurs; (iii) recréer in vitro un tissu rétinien
organisé avec des photorécepteurs et des cellules EPR.

Notre laboratoire a déja développé une thérapie cellulaire EPR actuellement en essai clinique de phase
I/l permettant de restaurer un EPR dysfonctionnel (patients porteurs de mutations sur les genes
MERTK et LRAT). La formulation du produit de thérapie cellulaire destinée a étre greffée est sous forme
de tissu épithélial. Cette formulation rend plus difficile la caractérisation de celui-ci pour en définir les
propriétés intrinséques et ainsi développer des contrbles qualité nécessaires a la sélection des
greffons a transplanter. Nous avons donc cherché a développer une stratégie de contrdle qualité
originale basée sur I'analyse des propriétés biophysiques de I'EPR qui restent encore méconnues.

Le second axe de ma these a été de développer un protocole de différenciation des CSPhs en
photorécepteurs. Bien que différents protocoles via la formation d'organoides de rétine existent, ceux-
ci conduisent a la production d'autres types cellulaires de la rétine neurale. Les photorécepteurs
peuvent ensuite étre isolés par des techniques de tri magnétiques complexes. Nous avons donc
cherché a contourner ces étapes en développant une méthode de différenciation en 2D en appliquant
une approche d'analyse systématique des facteurs (cytokines, petites molécules) pouvant permettre
un enrichissement de la différenciation en photorécepteurs.

Le troisieme axe de ma these a été de développer un tissu rétinien in vitro constitué de I'assemblage
de photorécepteurs sur un EPR. Il a fallu développer des approches innovantes pour permettre
I'organisation des photorécepteurs sur cet épithélium. Pour ce faire, nous avons mis au point des
membranes microstructurées originales que nous avons évaluées pour leur capacité a permettre cette
organisation caractéristique.
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Ill.  Résultats

1 Caractérisation biomécanique des cellules de I'EPR en utilisant un
microscope a force atomique

a. Introduction

L'EPR joue un role crucial dans la survie et I'hnoméostasie des photorécepteurs. Cependant, cet
EPR est atteint dans certaines formes de DMLA et de RPs, affaiblissant la barriere hémato-rétinienne,
garante de l'intégrité de la rétine (Campbell et Humphries 2012). La barriere hémato-rétinienne est
constituée de la choroide, de la membrane de Bruch et de I'EPR (Guymer, Bird, et Hageman 2004).
L'altération des jonctions serrées de I'EPR, qui sont les structures clés de son étanchéité, mene a la
formation d'oedémes dans la plupart des dégénérescences rétiniennes (O’'Leary et Campbell 2023).

Plusieurs thérapies cellulaires visant a remplacer I'EPR dégénéré ou dysfonctionnel sont en
développement. Dans le cadre de la thérapie cellulaire, les cellules EPR destinées a étre transplantées
sont issues de la différenciation des CSPhs. La formulation finale du produit de thérapie cellulaire est
le feuillet EPR dans la majorité des études, ce qui nécessite des contréles qualité adaptés. Les contréles
qualité effectués pour garantir la fonctionnalité et la sécurité de I'EPR a greffer sont surtout utilisés
sur des cellules EPR en suspension (RT-qPCR, cytométrie en flux). Les autres controles qualité utilisés
sur I'EPR sous forme d'épithélium sont les immunofluorescences, afin de déterminer les expressions
des protéines d'intérét, la TEER (Trans Epithelial Electrical Resistance) permettant d'évaluer I'étanchéité
de I'épithélium, le test ELISA qui permet de mesurer la sécrétion de cytokines, et la microscopie
électronique qui permet de visualiser la structure cellulaire et épithéliale. Cependant, toutes ces
techniques sont longues et peu adaptées. En effet, le produit thérapeutique final a une durée de vie
courte avec les méthodes actuelles (il s'agit d'un matériel vivant) et il doit donc étre implanté
rapidement. Idéalement, les résultats des contréles qualité doivent étre obtenus avant la libération du
produit (conformité du produit avant sa sortie de I'établissement pharmaceutique).

Peu d'études se sont intéressées aux parametres mécaniques régissant I'épithélium EPR (Fabian et al.
2019; Ni et al. 2017; Wiktor et al. 2018). Pourtant, les propriétés mécaniques des cellules EPR
contribuent a une part importante des fonctions épithéliales et de la fonction de la barriere hémato-
rétinienne (Fabian et al. 2019). Une étude réalisée sur des fragments de tissus de I'EPR de porc a
montré que les cellules contenant des granules de mélanine sont plus rigides (16,01 kPa) que celles
qui n'en contiennent pas (0,17kPa) (Sarna et al. 2017). L'étude a conclu que les granules de mélanine
contenues principalement a la surface des cellules EPR sont principalement responsables de la rigidité
de la barriere hémato-rétinienne (O’'Leary et Campbell 2023; Sarna et al. 2017). La majorité des études
décrivant les propriétés biomécaniques de I'EPR ont été réalisées sur des cellules non humaines ou
sur des cellules ARPE-19, une lignée EPR adulte isolée en 1996 (Dunn et al. 1996). Considérée comme
une lignée représentative de I'EPR, la lignée ARPE-19 est malheureusement souvent décrite comme
ayant une faible valeur de résistance trans-épithéliale, perdant I'expression de ses génes spécifiques
a I'EPR, souvent utilisée avec un trop haut nombre de passages, et parfois comme présentant un
défaut de pigmentation (Klimanskaya et al. 2004; Pfeffer et Fliesler 2022). Ainsi, les propriétés
biomécaniques de cellules plus proches de I'EPR humain in vivo restent encore méconnues.
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Par ailleurs, ces propriétes mécaniques peuvent étre un indicateur de stress précoce subléthal (Lee et
Lim 2007; Wiktor et al. 2018). La morphologie des cellules et leurs propriétés mécaniques sont
déterminées par le cytosquelette, car il a été reconnu comme étant un indicateur sensible aux
changements cellulaires (Fuchs et Cleveland 1998; Jin et al. 2014). Beaucoup de maladies humaines
sont aussi caractérisées par une modification de la rigidité des cellules, comme le cancer, la fibrose, le
vieillissement, les maladies cardiovasculaires et les maladies chroniques telles que le diabéte (An et al.
2006; Martinez-Vidal et al. 2021; Plodinec et al. 2012).

Dans cette étude, nous avons utilisé un microscope a force atomique (AFM pour atomic force
microscope) afin d'investiguer les propriétés mécaniques et structurales de la surface apicale de
plusieurs épithéliums EPR a des temps de maturation différents. Car contrairement a d'autres
méthodes, I'AFM est une technique de haute résolution topographique et il a été tres utilisé pour
caractériser les propriétés mécaniques d'un grand nombre de tissus (Thomas et al. 2013). Trois lignées
de cellules EPR ont été différenciées a partir de CSPhs tandis qu'une 4éme est issue d'une lignée
adulte ARPE-19. Apres la caractérisation biologique des épithéliums obtenus, nous avons analysé la
surface de I'épithélium, point par point, par AFM au moyen d'un balayage via une sonde locale,
similaire a une pointe effilée.

Ces résultats font I'objet d'un manuscrit soumis a Stem Cells Translational medicine (présenté
dans la section suivante).

b. Publication scientifique
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Abstract

The retinal pigment epithelium (RPE), a multifunctional cell monolayer located at the back of
the eye, plays a crucial role in the survival and homeostasis of photoreceptors. Dysfunction or
death of RPE cells leads to retinal degeneration and subsequent vision loss, such as in Age-
related macular degeneration and some forms of Retinitis Pigmentosa. Therefore, regenerative
medicine that aims to replace RPE cells by new cells obtained from the differentiation of human
pluripotent stem cells, is the focus of intensive research. However, despite their critical interest
in therapy, there is a lack of biomechanical RPE surface description. Such biomechanical
properties are tightly related to their functions. Herein, we used atomic force microscopy (AFM)
to analyze both the structural and mechanical properties of RPEs obtained from four cell lines
and at different stages of epithelial maturation. To characterize mature epitheliums, we used
apical markers in immunofluorescence and showed the increase of transepithelial resistance, as
well as the ability to secrete cytokines with an apico-basal polarity. Then, we used AFM to scan
the apical surface of living or fixed RPE cells. We show that RPE monolayers underwent
softening of apical cell center as well as stiffening of cell borders over epithelial formation. We
also observed apical protrusions that depend on actin network, suggesting the formation of
microvilli at the surface of mature RPE epitheliums. These RPE cell characteristics are essential
for their functions into the retina and AFM studies may improve the characterization of the RPE

epithelium suitable for cell therapy.

Significance statement

RPE cells differentiated from human pluripotent stem cells were able to form in vitro a cohesive
functional epithelium. Nanomechanical properties of these cells were evaluated using an atomic
force microscope. Stiffness at the apical surface of hPSC-RPE cells was inversely correlated with
epithelial maturation and cell density. At a subcellular level, cell-cell junctions in 2-week old RPE
epitheliums appeared more stiffer that cell centers. Finally, high-resolution images revealed the
presence of microvilli on top of the apical membrane. Taken together, nanomechanics can be

used as a readout of the quality and maturity of hPSC-RPE epithelium suitable for cell therapy.
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Introduction

Retinal degenerative diseases engender the death of photoreceptors, which are the light
sensing cells essential for vision. These diseases may be caused by genetic alterations or
dysfunctions of photoreceptors and/or retinal pigment epithelium cells (RPE cells), such as in
age-related macular degeneration (AMD) and retinitis pigmentosa (RP) 13. To date, no
effective treatment has been proposed for the majority of patients. RPE cell dysfunctions
participate to AMD pathology and represent 5% of RP cases *. Hence, replacement of
dysfunctional or dead RPE cells by new cells generated in vitro is an attractive strategy to

restore RPE cell functions and prevent photoreceptor loss.

Current cell therapy approaches rely on the differentiation of human pluripotent stem cells
(hPSCs) into RPE cells. Several laboratories as well as our group have developed such protocols
to generate RPE cells, to characterize these cells and set up transplantation strategies to
deliver the cell therapy in rodents and primates #°. First-in-man clinical trials aiming to
evaluate safety of the cell therapy were launched with some early positive safety results

already published .

These first generations of cell therapies still need to be further optimized to be more effective
(through improved epithelial organization prior to implantation), to be scaled-up to address
the target patient population and to identify controls informative of the quality of the cells to
be used for cell therapy. Indeed, as living biological products, RPE cells have more variability
compared to chemicals with well-characterized properties. Thus, understanding RPE cell
structure and normal functions appears necessary for the efficient development of a cell
therapy that will produce donor cells with controlled characteristics. For example, Ye and
collaborators recently proposed a machine-learning-based model to predict cell quality, based
on microscopic images of epithelium obtained from human induced pluripotent stem cells

(hiPSC)-derived RPE cells 19,

Here, we pursue this effort of characterizing hPSC-RPE sheets by measuring the mechanical
properties of RPE cells. A few studies have addressed the mechanics of adult RPE cells 11-13;
yet, none has investigated the mechanics of cells derived from hPSCs. Mechanical properties
are critical to the epithelial functions of RPE cells, that are an important part of the blood-
retina barrier (BRB) separating the choriocapillaris from the neural retina 1. Indeed, tight

junctions interconnecting RPE cells ensure the sealing of the BRB by preventing paracellular
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permeability. BRB disruption may have irreversible consequences to neural retina as observed
in several diseases such as AMD, inflammation or metabolic diseases . In addition,
mechanical properties of RPE cells can be altered by hyperosmotic stress, a phenomenon
observed in macular edema 11 Thus, external cues could affect the mechanical properties of
cells forming an epithelium. Changes in the cytoskeleton organization and subsequent
mechanical properties can be viewed as an early and sensitive indicator of sub-lethal stress
12,1516 Moreover, several human diseases are correlated with abnormal cell stiffening or
softening 1718, Therefore, characterizing hPSC-RPE cell mechanical properties will help setting

up quality controls for cell therapy products.

In this study, we differentiated three hPSC lines into RPE cells to evaluate their quality and the
functions of newly formed epitheliums. Based on these characteristics, we compared their
performance according to the cell lines. We then evaluated mechanical characteristics at a
nanometric scale of these hPSC-RPE cells using an atomic force microscope (AFM). We
observed that nanomechanical properties of RPE cells were modified after epithelial
formation. Our results lay the foundation of a better understanding of epithelial mechanical

characteristics of RPE epitheliums derived from hPSCs.
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Methods
Cell culture

The clinical grade hESC line RC-9 (referred as hESC) has been derived by Roslin Cells
(Edinburgh, Scotland) and was described in 21, hiPSC-GFP (referred as hiPSC1) was obtained
from Coriell Institute (USA ; AICS-0036 cell line). hiPSC PC-1432 (referred as hiPSC2) was
reprogramed (OSKM episomes) by Phenocell (Grasse, France) and was already described 32,
hPSCs were cultured with Stempro hESC medium (Thermo Fischer scientific, USA)
supplemented with FGF2 (Miltenyi Biotec, Germany). Culture dishes were coated with L7 hPSC

matrix (Lonza Bioscience, USA) and culture medium was change 3 times a week.

RPE cells were differentiated from hPSCs according to our previously published protocol 2.
Briefly, the differentiation medium was composed of Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(high glucose, Thermo Fisher Scientific, USA) with 20% knockout serum replacement (KSR,
Thermo Fisher Scientific), supplemented with 50 uM -mercaptoethanol and 1% nonessential
amino acids supplement (Thermo Fisher Scientific, USA). KSR concentration was then reduced
to 4% following pigmented patches manual isolation and amplification. Culture dishes were
coated with L7 hPSC matrix (Lonza Bioscience, USA) all along the differentiation process. Cells
were detached and dissociated with TrypLE during the amplification process (Thermo Fisher
Scientific, USA). hPSC-RPE cells were banked at passage 1 (P1) in Cryostor C510 medium
(BioLife Solutions Inc., USA) and stored in liquid nitrogen. hPSC-RPE cells were thawed at
500 000 cells per cm? for the different experiments. ARPE-19 cells (CRL-2302 cell line from
ATCC, USA) correspond to an adult RPE cell line and were cultured with Dulbecco's modified
Eagle’s medium: nutrient mixture F-12 (DMEM/F12) supplemented with 10% fetal bovine
serum (Thermo Fischer scientific, USA). When indicated in the text, Latrunculin A (L12370,
Thermo Fisher Scientific, USA) was applied at 1uM at least one hour on hPSC-RPE and ARPE-

19 cells cultured for 14 days.
VEGF ELISA assay

hPSC-RPE and ARPE-19 cells were grown on Transwell membrane (Corning) coated with L7™
hPSC matrix (Lonza Bioscience, USA). Culture media from apical and basal compartments were
collected every week. VEGF measurements were performed using the human VEGF

Quantikine ELISA kit (R&D System, USA) according to manufacturer instruction.
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Immunostaining and image acquisition

Immunofluorescence staining was performed on hPSC-RPE and ARPE-19 cells cultured on
Transwell membrane (Corning, USA). Cells were blocked with 10% normal goat serum (NGS)
in PBS 0.1% triton x100. Primary antibodies used in this study were MERTK (ab5968, Abcam,
UK) and EZRIN (E8897, Merck, Germany). Cells were incubated overnight at 4°C with primary
antibodies diluted in PBS 0.1% triton X100 with 5% NGS. Specific antibodies coupled to Alexa
Fluor 488 and 555 were used as secondary antibodies. Phalloidin-AF647 (A22287, Thermo
Fischer scientific, USA) was incubated at the same time as secondary antibodies. Nuclei were
counterstained with either DAPI (Cell Signaling) and mounted in Fluoromount G (Southern
Biotech, USA). Images were acquired with an inverted confocal microscope (Zeiss). For zx
images, xy stacks covering cell width were resliced in zx then followed by a maximal projection

using Image) software. For xy images, a maximal projection was realized around cell width.
Measurement of transepithelial electrical resistance

hPSC-RPE and ARPE-19 cells were cultured on transwell membranes. TEER was measured
using an EVOM?2 epithelial Voltohmmeter (World Precision Instruments, USA) with STX2 hand
held electrodes. To obtain TEER values of a target sample, output value of the blank (transwell
insert without cells) was subtracted from the sample output. Values are expressed as

ohm.cm?,
Atomic Force Microscopy

hPSC-RPE and ARPE-19 cells were cultured in 6 cm of diameter culture dishes. Topography and
mechanical mapping was obtained using the Quantitative Imaging™ (Ql) mode of the
Nanowizard 4 Bioscience AFM from JPK/Bruker. In Ql mode, the AFM tip is driven vertically to
collect a force-distance curve for each pixel of the image. During the downwards approach,
the AFM tip contacts the cell and indents it. When it reaches the force setpoint, that is, the
maximum force applied by the tip to the sample (300-600 pN in our experiments), the AFM
tip moves upwards and retract from the cell, before moving laterally and starting a new
approach-retract cycle corresponding to a new pixel. PeakForce QNM-Live Cell cantilevers
(PFQNM-LC-A-CAL; Bruker AFM Probes) with 65 nm tip radius were used. In all experiments,
cantilever sensitivity was obtained by collecting a force curve on a stiff glass surface. The

spring constant of the cantilever was then calibrated using the thermal tune method. The
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spring constant was in a range of 0.06-0.10 N/m. Force-indentation curves were collected
with 100 um/s probe velocity over a variable area (10-100 um2) with a resolution of 64 x 64
and up to 256 x 256 pixels. AFM experiments were performed at 30°C under air flow
containing 5% CO2 and within 2 hours after the cells were taken out of the incubator. In some
experiments, cells were fixed using 4 % formaldehyde for 30 min at room temperature and

rinsed with PBS before AFM imaging.
Analysis of AFM force-distance curves

To quantify the cell stiffness, we calculated the Young’s modulus E by fitting a Hertz-Sneddon
model to the force-distance curves : F=0.8887 E/(1-v?) tana 8”2, where F is the measured
force, a the half opening angle of the tip, v the Poisson ratio, assumed to be 0.5 in our
experiments, and & the indentation. Curve fitting was performed using the JPK Data Processing
software (version 6.3.49). Fitting a Hertz model to the data provides the location of the contact
point, that is, the altitude at which the AFM tip contacts the cell. In addition, we also collected
topography maps in which each pixel corresponds to the precise vertical position the tip has
at a specific force, that we refer to as height at (a given force) maps. These maps better reflect
the structural details present inside the cell, as they exhibit better contrast between soft
cytoplasmic areas and stiffer cytoskeletal filaments such as actin stress cables, for instance. In
this paper, the AFM images in Figure 4C show the contact point height. All other AFM images
display the height at ~300 pN.

Statistical Analysis

GraphPad Prism 9.3.1 (GraphPad Software, Inc., USA) was used for statistical analysis.
Significant two-way ANOVAs were followed up with Bonferroni posttest. Mann Whitney test
was used when two groups unpaired were analyzed. When more than two groups, Krukal-
Wallis non-parametric test was used followed by Dunn’s multiple comparisons test; *p < 0.05,

**p < 0.01, and ***p < 0.001.
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Results

RPE cells differentiated from hPSCs form a cohesive and mature epithelium following in vitro

cell culture

RPE cells can be obtained from the differentiation of both human embryonic stem cells (hESCs)
and human induced pluripotent stem cells (hiPSCs), with equivalent visual outcomes following
transplantation in vivo 1° and both cell sources are currently evaluated in clinical trials 2°.
Therefore, we differentiated three hPSCs (1 hESC line and 2 hiPSC lines) into RPE cells using
an established protocol 21 Briefly, hPSCs were seeded and grown to confluence before
withdrawal of fibroblast growth factor 2 (FGF2; used to maintain the pluripotency, Figure 1A).
After 6-8 weeks of culture, pigmented patches appeared in culture dishes and were collected
manually using a scalpel. We further amplified these patches for three additional weeks and
froze cells in cryovials for future use on demand. The different cell lines were thawed and
grown in culture dishes for two months to form a mature epithelium. hPSC-RPE epitheliums
from the three lines exhibited a classical RPE cobblestone morphology and formed an
epithelial monolayer. Immunofluorescence assays revealed the polarization of key epithelial
markers (Figure 1B-D), which localized at the apical side of monolayers. First, we labelled MER
proto-oncogene tyrosine-protein kinase (MERTK) protein (an apical marker) that is involved in
phagocytosis function of RPE cells. Second, EZRIN indicated the presence of microvilli on top
of RPE cells 2223, We also observed actin microfilaments at the apical side of the cells, with a
clear local enrichment at cell-cell borders (Figure 2A-B). These data suggest the formation of
a cohesive, mature epithelium, with tight junctions for the three hPSC-RPE lines. We also
evaluated the formation of an epithelial monolayer from an adult RPE line (ARPE-19 line) that
is classically used as an immortal adult RPE cell line. As observed in other studies 242>, ARPE-
19 cells have lost some typical RPE characteristics such as pigmentation and do not form a
complete mature epithelium. Indeed, some epithelial markers are missing, such as MERTK or
cortical actin in the apical side (Figure 1-2). Nevertheless, we used this adult RPE line as a RPE

line lacking some crucial maturation markers for comparison with hPSC-RPE cell lines.
Functionality of hPSC-RPE increases upon epithelial maturation in vitro

Upon maturation of RPE sheets, tight junctions start to appear and the paracellular diffusion

of molecules becomes limited. This barrier function, essential in the BRB can be assayed by
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measuring the resistance to an electrical current (transepithelial electrical resistance (TEER))
26 We evaluated the rise of TEER upon epithelial maturation of the four RPE lines during 37
days (Figure 3A-B). TEER increased over time for all conditions, suggesting epithelial
maturation and effective barrier function. However, hESC-RPE and hiPSC1-RPE cells had a
significantly higher TEER than hiPSC2-RPE and ARPE-19 cells. At D37, hESC-RPE and hiPSC1-
RPE cells had a TEER of 115 and 114 ohm.cm?, respectively, similar to living human RPE values
(150 ohm.cm? 25). hiPSC2-RPE and ARPE-19 cells had a lower TEER of 54 ohm.cm? (a typical
low value observed in other ARPE-19 studies 24?7). These data suggest that the different RPE
cell lines can all produce a mature epithelium, with varying levels of quality/performance as

indicated by differences in TEER.

We then evaluated the release of vascular endothelial growth factor (VEGF), another critical
function of mature RPE. VEGF is released preferentially in the basal side of RPE (toward the
choroid in vivo to ensure the maintenance of the choriocapillaris 28). The four RPE cell lines
were cultured on Transwell permeable supports to monitor VEGF release on apical and basal
compartments over time, using VEGF ELISA assays. We observed an increased secretion of
VEGF over time in all compartments for all RPE cell lines (Figure 3C). A significantly higher
basal secretion at D23 was observed for the three RPE lines derived from hPSCs, when
compared to corresponding apical compartments. Such increased basal secretion was not
observed with ARPE-19 cells up to 23 days. In addition, VEGF secretion amounts were different
according to the RPE cell lines. Similar to TEER measures, hESC-RPE and hiPSC1-RPE cells were
more performant, with higher amounts of secreted VEGF compared to hiPSC2-RPE and ARPE-
19 cells. Taken together, TEER and VEGF secretion assays provide strong support for the

formation of functional epitheliums in vitro from hPSC-RPE cells.
Mechanical properties of hPSC-RPE cells change upon epithelial formation

To further characterize functional epitheliums, we measured mechanical properties of living
RPE cells derived from hPSCs with force-indentation experiments using an atomic force
microscope (AFM) (Figure 4A). Thanks to a small tip (radius < 100 nm) interacting with samples
at piconewton forces, AFM simultaneously provides nanoscale topography and mechanical
measurements of soft matter materials in situ, such as living cells or tissues 18 or biomimetic
materials 2°. The cell stiffness is quantified by the Young’s modulus (in N.m2 or pascals), and

a higher or lower modulus corresponds to a stiffer or softer material, respectively.
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For the three RPE cell lines derived from hPSCs, cell stiffness measured on the apical surface
significantly diminished upon epithelial maturation from day 2 to day 16 (Figure 4B). During
this time period, RPE cells derived from hPSCs proliferated to reach confluence from 6.4x10*
(£ SEM 8.1x103) cells per cm? to 8.4x10° (* SEM 6.8x10%) cells per cm2. As a result, stiffness

inversely correlates with cell density and epithelial maturation.

Next, we measured the stiffness of cell junctions between two cells to compare it to cell
centers after 2 weeks of epithelial formation. A representative line was traced in each image
and was plotted in a graph to show the height and stiffness along the cross-section
corresponding to that line (Figure 4C). In some instances, cell junctions appeared stiffer than
cell centers (case of hiPSC1-RPE, bottom graph), but not all cell junctions had this specific
pattern. Collectively, these results suggest that cell stiffness is an indicator of both RPE

epithelial reformation and apparition of tight junctions.
Stiffness of RPE cells forming an epithelium depends on actin networks

Actin microfilaments play an essential role in mechanotransduction and in shaping cell
architecture as a response to force signals 3°. Hence, the structure of actin assemblies has a
direct effect on cell stiffness 31. Force-indentation experiments revealed differences in the
structure and mechanical properties of hESC-RPE and ARPE-19 cells (Figure 5). hESC-RPE
epitheliums exhibited a heterogeneous distribution of stiffness, with cell junctions being often
stiffer than cell centers (Figure 5A and 5C). In ARPE-19 cells, a dense network of filamentous
structures formed nodes and bundles with high stiffness (up to 50 kPa). These mechanical
observations are consistent with the actin distribution observed using phalloidin labelling
(Figure 2). To estimate the effect of destabilizing actin cortical networks on apical membrane
stiffness of RPE cells, we treated hESC-RPE and ARPE-19 cells with Latrunculin A (LatA, 1mM),
just after a 2-week culture period allowing epithelial formation (Figure 5A and 5B). LatA
induced a significant lowering of the cell stiffness on the apical side of living RPE cells for both
lines. Areas of high stiffness in hESC-RPE epitheliums (cell borders) and ARPE-19 cells
(filaments and bundles) disappeared; this supports the view that actin networks drive cell

stiffness in our experiments.

To gain insights into the tightening of cell junctions, we compared cell stiffness at the junctions

with cell stiffness at the centers of cells for both hESC-RPE and ARPE-19 cells. Although some
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junctions were not stiffer than cell centers (Figure 5C and C2), the mean stiffness was
significantly higher at cell junctions than in cell centers for both ARPE-19 and hESC-RPE cells
(Figure 5D). Whereas this confirms the maturation of the RPE epithelium, it also suggests that

the monolayer can display heterogeneity in the strength of junctions.

High-resolution topographic images reveal actin-based protrusions on apical membrane of

RPE epitheliums

Next, we fixed cells using paraformaldehyde to image cells at a higher resolution using AFM.
Fixing cells implies freezing membranes at the cell surface; as a result, it allowed distinguishing
apical protrusions on top of the plasma membrane in topographical images (Figure 6A-B).
These apical protrusions were present in both cell lines (hESC-RPE and ARPE-19 cells).
Following LatA treatment, apical protrusions of the membrane almost disappeared from
topographical images in both conditions, suggesting an involvement of actin networks in these
structures and supporting the hypothesis that we directly observed by AFM the microvilli
marked by EZRIN on Figure 1. We next quantified the stiffness of the apical membrane
surrounding the apical protrusions in fixed cells. As shown both in stiffness maps (Figure 6B)
and in graphs representing the distributions of stiffnesses in apical protrusions vs. apical
membranes (Figure 6C and 6D), protrusions appeared softer than membranes both in hESC-
RPE and ARPE-19 cells. Taken together, these results indicate that apical protrusions
reminiscent of microvilli point outwards the cell membrane of RPE cell epithelium; moreover,

these structures are supported by actin networks.
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Discussion

In this study, we differentiated three hPSC lines into RPE cells. These cells were then
characterized for their ability to form a cohesive epithelium with the polarized expression of
characteristic RPE markers. In addition, the obtained RPE epitheliums were fully functional
(barrier function assessed by TEER and ability to release cytokines). We then probed for the
first time the mechanical properties of hPSC-RPE cells using an AFM. We showed that stiffness
of the apical surface of hPSC-RPE cells was inversely correlated with epithelial maturation and
cell density. Moreover, at a subcellular level, cell-cell junctions in RPE epitheliums appeared
more stiffer that cell centers. This higher stiffness observed in tight junctions is dependent on
actin networks. Finally, we also observed apical protrusions supported by actin networks on
top of RPE epitheliums with a lower stiffness compared to the corresponding apical
membrane. Taken together, the mechanical parameters that we defined in this study could

be used to evaluate the quality of RPE epithelium generated for cell therapy.

RPE cell therapy is a promising approach to prevent photoreceptor degeneration in AMD and
in some forms of RP associated with a RPE dysfunction 4. In particular, the production of RPE
cells from hPSCs was developed extensively, with numerous differentiation protocols. This
RPE production has recently been extended to reach an industrial scale through automation
3335 Qur lab and others have improved the formulation of the final cell therapy product to
enhance therapeutic outcomes, the RPE sheet formulation being the more potent 213637,
Finally, a number of clinical trials demonstrated the safety of these cell therapy products 6.
However, RPE sheets are living biological products and the quality controls required to
efficiently address the functionality of RPE epitheliums suitable for transplantation (i.e. the
final formulation of the cell therapy product) are scarce and time-consuming. We addressed
this need by exploring for the first time the nanomechanics of hPSC-RPE sheets. The few
studies that addressed so far the mechanical properties of RPE epitheliums used mainly an
adult RPE cell line (ARPE-19 cells) as a model, whereas we used hPSC-derived RPE cells. Indeed,
Wiktor and collaborators measured similar stiffnesses of ARPE-19 cells using an AFM 12, |n this
same study, ARPE-19 cells had a morphology and actin network similar to what we observed.
Together with our results, this strongly supports the robustness and reproducibility of stiffness

measurements across distinct laboratories.
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However, the morphology of ARPE-19 cells is different from the morphology of primary
cultures of RPE cells 2738, ARPE-19 cells resemble more closely to RPE cells that have
undergone an epithelial-mesenchymal transition with the presence of actin stress fibers 3°. At
the opposite side of the spectrum, hPSC-RPE sheets adopt a morphology that resembles that
of a native RPE epithelium. Therefore, measuring the stiffness of hPSC-RPE cells is more
informative than measuring the stiffness of ARPE-19 cells. Here, we show for the first time
that hPSC-RPE have different mechanical properties according to the stage of epithelial
maturation. hPSC-RPE cell stiffness measured in the center of the cells decreased during the
maturation period. In addition, at a subcellular level, increased epithelial maturity was
associated with the apparition of tight junctions at the intersection between cells and with an
increased cell stiffness at hPSC-RPE cell borders. Therefore, nanomechanics of hPSC-RPE
epithelium informs on the maturity stage of the cells. It should be noted that not all individual
cell junctions have a higher stiffness compared to the nearest cell center. We speculate that
probably not all cells reached a complete maturation stage with tight junctions at the time of
analysis (2-week culture). Indeed, it takes several weeks to reach an advanced epithelial
maturation with hPSC-RPE cells >27, Longer culture periods cannot be achieved in our AFM
setting; the epithelium had the tendency to detach from the culture dish after 2-3 weeks of
culture. Optimization of culture settings suitable for AFM may increase the culture duration.
Nevertheless, mean values of stiffness at cell borders were significantly higher compared to
cell centers, thus indicating that early detection of epithelial maturation can be obtained with

AFM measurements.

Functional analysis of RPE sheets revealed differences between the four different lines. Both
VEGF secretions and TEER values allowed distinguishing two groups: hiPSC1-RPE and hESC-
RPE in one hand; and hiPSC2-RPE and ARPE-19 cells in the other hand. However, these
differences were not observed when analyzing cell stiffness data. It suggests that the
nanomechanical data provides different types of information, which are complementary to
TEER or VEGF measures to characterize the cell therapy product. Conversely, VEGF and TEER
provide a similar characterization and we could speculate that only one of these may be

required as a quality control.
Upon maturation, RPE cells adopt an apico-basal polarity with the formation of microvilli.

These membrane protrusions are usually observed by electron microscopy, which requires
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long preparation of the samples. At the opposite, using only the AFM and a simple fixation
process (15 minutes of PFA treatment) in a label-free approach, we were able to visualize
microvilli. Such microvilli were also observed using AFM on fixed adult primary human RPE
cells 3° or in other cellular contexts 4042, Microvilli structures depend on actin microfilaments
rather than microtubules. Indeed, destabilization of actin networks altered microvilli as
observed by AFM and electron microscopy and decreased cell stiffness in Hela cells 3. At the
opposite, destabilization of microtubules did not affect neither microvilli nor mechanical
properties of these cells. Thus, our results following actin destabilization confirmed that we
actually observed microvilli on AFM structural images and that cell stiffness depends also on

actin networks in the context of RPE cells.

In the ARPE-19 cell model, treatments with lipofuscin and blue light irradiation induced a sub-
lethal stress or weakly lethal stress 12, As a result, the cell cytoskeleton was disrupted and cell
stiffness decreased. Similar observations were done on other cellular models *° or with other
types of lethal stress 1. At the opposite, treatment of ARPE-19 cells with a ROCK inhibitor
increased cell stiffness and reduced apoptosis 3. Thus, probing cell stiffness in RPE cells may
inform on the global health of the cell culture prior to cell death. In this study, we did not
evaluate the impact of sub-lethal or lethal stress on the nanomechanical properties of hPSC-
RPE epitheliums. We only evaluated the impact of cytoskeletal destabilization on cell stiffness.
Future studies may be required to measure elasticity on hPSC-RPE epitheliums after triggering
a sub-lethal or weekly lethal stress. It will allow specifying a range of acceptable values of

mean elasticity to set up a quality control of the global health of hPSC-RPE epitheliums.

Conclusion

In this study we demonstrated that label-free nanomechanical measurements on hPSC-RPE
sheets provide information regarding epithelial maturation stage and structural organization
of apical membranes. These AFM measurements can be implemented as quality control to
evaluate the suitability of RPE sheets produced for cell therapy. Information collected with
AFM is complementary and different from other standard quality controls (cytokine release,
TEER measurements). The exploration of new approaches to characterize in a simple manner
cell therapy products, in particular the ones that are formulated as a tissue or a sheet is
essential for the success of cell therapy. Indeed, a better understanding of the biology and/or

the physiological state (including normal range of physiological variations) of a biological
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product will allow predicting the ones that are suitable for transplantation and ultimately will
potentiate in vivo functionality. Therefore, such AFM mechanical studies can be extended to

other cell therapy products to improve their therapeutic outcomes in vivo.

ONOUVDAWN =

U uuUuuUuuUuUuUuUDBEDDBDEDRAEDRMDAEDREDNDRAEWWWWWWWWWWNNNNNNNNNNN=S S 2 @9 @990 999
OCWVWOONOOTUAWN=O0UVOENOOTUAMEWN=O0OUVONIOTULLAEWN=O0UVHONIOTULARWN=O0OVONOOULDWN-=O

ScholarOne Support: (434) 964-4100

103



ONOULA WN =

Stem Cells Translational Medicine

Acknowledgments

Figures 1A and 3A panels and graphical abstract were created with BioRender.com. We greatly
acknowledge the staff from I-Stem facilities for help and members of I-Stem and LAMBE for

helpful comments.
Funding

This work was supported by grants from the ANR [RebuildingRETINA: ANR-19-CE18-0004] and
the Fondation pour la Recherche Medicale (Transplantation and cell therapy -
PME201906008797) to KB. This work was also supported by UNADEV (Union Nationale des
Aveugles et Déficients Visuels) in association with ITMO NNP / AVIESAN (alliance nationale
pour les sciences de la vie et de la santé) for retinal disorders’ research (to KB). The IRRP
association (Information Recherche Rétinite Pigmentaire) provided also a valuable financial
support (to CM). I-Stem is part of the Biotherapies Institute for Rare Diseases supported by

the Association Frangaise contre les Myopathies-Téléthon.
Conflict of Interest

CM, WH and KB are inventors of a patent (FR3078712) related to medical devices for the
preparation of retinal tissues for regenerative medicine. EH, CM and KB are inventors of a
pending patent related to retinal tissue engineering for cell therapy (FR2107934). CM and KB
are inventors of a pending patent related to the automated differentiation of hPSCs into RPE

cells (EP3754014). The other authors declared no potential conflicts of interest.
Author Contributions

E.H.: Collection and/or assembly of data, Data analysis and interpretation, Manuscript writing,
Final approval of manuscript; M.L.: Collection and/or assembly of data, Data analysis and
interpretation, Final approval of manuscript; G.L.: Collection and/or assembly of data, Data
analysis and interpretation, Manuscript writing, Final approval of manuscript; M.M.: Provision
of study material, Final approval of manuscript; A.P.: Collection and/or assembly of data, Final
approval of manuscript; W.H.: Collection and/or assembly of data, Final approval of
manuscript; C.G.: Collection and/or assembly of data, Final approval of manuscript; E.F.:
Collection and/or assembly of data, Final approval of manuscript; C.C.: Conception and design,

Data analysis and interpretation, Final approval of manuscript; C.M.: Conception and design,

ScholarOne Support: (434) 964-4100

104

Page 18 of 30



Page 19 of 30 Stem Cells Translational Medicine

Financial support, Data analysis and interpretation, Manuscript writing, Final approval of
manuscript; K.B.: Conception and design, Financial support, Collection and/or assembly of

data, Data analysis and interpretation, Manuscript writing, Final approval of manuscript.

oONOUVLhA WN =

O

Data Availability

s
-0

The data that support the findings of this study are available from corresponding authors upon

-
w N

reasonable request.

U uUuuUuuuuuuuUubdbBDBE,BDESDBREBREBBREDREBREDRDWWWWWWWWWWNNNNNNNNNN= =2 = 2 2 2
OCVWONOUDWN=—_LOVOENOOTULDBWN=—_O0OVHONOIOTULDWN=—_LOVONOOTULIARWN=0VWONOUVBHN

ScholarOne Support: (434) 964-4100

105



ONOULA WN =

Stem Cells Translational Medicine

Figure Legend

Figure 1: RPE cells differentiated from hPSCs form a cohesive and mature epithelium. (A)
Timeline of the differentiation protocol to produce RPE cells from hPSCs. This protocol is based
on a spontaneous differentiation protocol. (B-C) Confocal images of 2-month old RPE
epithelium from the four cell lines, after immunostaining with antibodies against MERTK (B)
and EZRIN (C). Images correspond to maximal projections of z stacks. (D) Confocal images
corresponding to maximal projections in zx plans from stacks of images on B-C. Nuclei were

counterstained with DAPI. Scale bar= 20 um.

Figure 2: Organization of Actin microfilaments in RPE epitheliums. (A) Confocal images of 2-
month old RPE epitheliums that were labelled with phalloidin-A647 to visualized actin
networks and counterstained with DAPI. (B) Stack of images in A were resliced in the zx axis

(maximal projections). Scale bar= 20 um.

Figure 3: Increased functionality of RPE epitheliums upon maturation in vitro. (A) Drawing
illustrating the system used to measure the TEER in vitro. (B) Quantification of the TEER
according to the time of maturation in culture for the four RPE cell lines. (C) Quantification of
the polarized secretion of VEGF by the four RPE cell lines during three weeks in cultures via
ELISA assays. A: apical; B: basal. Values plotted are mean +SEM. Significant two-way ANOVA

were followed up with Bonferroni post test. ***p < 0.001.

Figure 4: Mechanical properties of hPSC-RPE epitheliums are modified following epithelial
maturation. (A) Scheme depicting the AFM principle for the recording of nanomechanical
characteristics of the apical side of RPE epitheliums. (B) Quantification of apparent Young’s
Modulus at the center of the cells (E.e) for the three hPSC-RPE lines at day 2 (D2) and D16.
Values plotted are mean £SD. Mann Whitney test was used for statistical comparisons. (C)
AFM topographical images (height) and corresponding elasticity maps for the three hPSC-RPE
lines after a 2-week culture period. A representative line was traced in images (red and blue
lines) and plotted in right panels to show the distribution of stiffness according to the cell

height measured by AFM. White arrows indicate cell junctions stiffer than cell centers.

Figure 5: Stiffness of RPE epitheliums is dependent on actin microfilaments. (A-B) AFM
topographical images and corresponding elasticity maps of 2-week old RPE cultures (hESC-RPE

(A) and ARPE-19 cells (B)), before and after Latrunculin A treatment. (C) Two representative
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areas in hESC-RPE topographical images and corresponding elasticity map were plotted on
graph in C1 and C2. (D) Quantification of apparent Young’s Modulus at cell junctions, cell
centers and following Latrunculin A treatment (LatA) for hESC-RPE epitheliums and ARPE-19
cell cultures. Values plotted are mean +SEM. Significant Kruskal-Wallis tests were followed by

Dunn’s multiple comparisons tests.

Figure 6: High-resolution AFM topographical images and corresponding elasticity maps
revealed typical microvilli in the apical membrane of RPE cells. (A-B) AFM topographical
images (height) and corresponding elasticity maps (stiffness) of hESC-RPE epitheliums (A) and
ARPE-19 cells (B) following a 2-week culture period. Cells were analyzed using an AFM without
treatment or after Latrunculin A exposition. (C-D) Histograms of the distribution of Young’s
modulus at the apical membrane, obtained from elasticity maps at a threshold of 0.05 um
height. hESC-RPE (C) and ARPE-19 (D) Protrusion histograms correspond to apparent Young's
modulus distribution at height higher than this threshold. hESC-RPE (C) and ARPE-19 (D) Apical

membrane histograms corresponds to apparent Young’s modulus below this threshold.
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45 Figure 1: RPE cells differentiated from hPSCs form a cohesive and mature epithelium. (A) Timeline of the
46 differentiation protocol to produce RPE cells from hPSCs. This protocol is based on a spontaneous
47 differentiation protocol. (B-C) Confocal images of 2-month old RPE epithelium from the four cell lines, after
immunostaining with antibodies against MERTK (B) and EZRIN (C). Images correspond to maximal
projections of z stacks. (D) Confocal images corresponding to maximal projections in zx plans from stacks of
images on B-C. Nuclei were counterstained with DAPI. Scale bar= 20 uym.
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Figure 2: Organization of Actin microfilaments in RPE epitheliums. (A) Confocal images of 2-month old RPE
epitheliums that were labelled with phalloidin-A647 to visualized actin networks and counterstained with
DAPI. (B) Stack of images in A were resliced in the zx axis (maximal projections). Scale bar= 20 pym.
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Figure 4: Mechanical properties of hPSC-RPE epitheliums are modified following epithelial maturation. (A)
Scheme depicting the AFM principle for the recording of nanomechanical characteristics of the apical side of
RPE epitheliums. (B) Quantification of apparent Young’s Modulus at the center of the cells (Ecell) for the
three hPSC-RPE lines at day 2 (D2) and D16. Values plotted are mean £SD. Mann Whitney test was used for
statistical comparisons. (C) AFM topographical images (height) and corresponding elasticity maps for the
three hPSC-RPE lines after a 2-week culture period. A representative line was traced in images (red and blue
lines) and plotted in right panels to show the distribution of stiffness according to the cell height measured
by AFM. White arrows indicate cell junctions stiffer than cell centers.
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50 Dunn’s multiple comparisons tests.
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Figure 6: High-resolution AFM topographical images and corresponding elasticity maps revealed typical
microvilli in the apical membrane of RPE cells. (A-B) AFM topographical images (height) and corresponding
elasticity maps (stiffness) of hESC-RPE epitheliums (A) and ARPE-19 cells (B) following a 2-week culture
period. Cells were analyzed using an AFM without treatment or after Latrunculin A exposition. (C-D)
Histograms of the distribution of Young’s modulus at the apical membrane, obtained from elasticity maps at
a threshold of 0.05 pm height. hESC-RPE (C) and ARPE-19 (D) Protrusion histograms correspond to
apparent Young’s modulus distribution at height higher than this threshold. hESC-RPE (C) and ARPE-19 (D)
Apical membrane histograms corresponds to apparent Young’s modulus below this threshold.
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c. Discussion

Dans cette étude, nous avons réussi a obtenir une analyse compléte des propriétés
mécaniques de la surface des épithéliums obtenus a partir de cellules EPR dérivées de CSPhs. Ainsi,
nous avons montré que la rigidité de la surface apicale de I'EPR évolue au cours de la maturation
épithéliale. Cette rigidité est inversement proportionnelle a la maturation épitheliale et a la densité
cellulaire. De plus, lorsque I'épithélium est formé, les jonctions intercellulaires de I'EPR apparaissent
plus rigides que les corps cellulaires correspondants. Cette rigidité cellulaire est liée au réseau d'actine.
Enfin, nous avons aussi observé que les protusions apicales membranaires, suggérant la présence de
microvilli, sont plus molles que la membrane apicale correspondante.

Les quelques études qui se sont intéressées aux propriétés mécaniques de I'EPR ont utilisé la lignée
ARPE-19 comme modele cellulaire, tandis que nous avons utilisé des cultures de I'EPR dérivées de
CSPhs en plus de cette lignée (Fabian et al. 2019; Ni et al. 2017; Wiktor et al. 2018). Il est intéressant
de constater que dans les études de Wiktor et ses collaborateurs ainsi que dans celle de Ni et ses
collaborateurs, les auteurs ont retrouvé des mesures de rigidité des cellules ARPE-19 similaires a celles
gue l'on observe sur notre lignée ARPE-19, malgré le fait que les cellules aient été cultivées dans un
milieu légerement différent du ndtre, et que les pointes et les systemes d'exploitation couplés a 'AFM
ne soient pas les mémes (Ni et al. 2017; Wiktor et al. 2018). Dans I'étude de Wiktor et ses
collaborateurs, les auteurs ont aussi observé une morphologie cellulaire ainsi qu'un réseau d'actine
similaires a ceux que nous avons observés a 'aide de I'AFM. Ainsi, les résultats de leur étude et de la
notre démontrent la robustesse et la reproductibilité des mesures de rigidité obtenues en laboratoire
a l'aide d'un AFM (Wiktor et al. 2018). Cependant, les données biologiques recueillies sur ARPE-19
(faible augmentation de TEER au cours du temps, et sécretion non polarisée de VEGF) suggerent que
cette lignée n'a pas toutes les caractéristiques biologiques d'un EPR mature et fonctionnel. Plusieurs
études antérieures ont montré que la morphologie des cellules ARPE-19 était différente des lignées
primaires de I'EPR: les cellules ARPE-19 semblent avoir subi une transition de type épithélio-
mésenchymateuse ainsi que I'apparition de fibres de stress d'actine initialement non présentes (Bharti
et al. 2022; La et al. 2020; Pfeffer et Fliesler 2022). C'est pourquoi la mesure de I'élasticité de I'EPR
dérivé de CSPhs en feuillet offre des informations plus proches de I'EPR retrouvé in vivo que celui des
cellules ARPE-19.

En analysant les propriétés mécaniques des lignées EPR dérivées de CSPhs, nous avons observé que
les propriétés mécaniques de I'EPR varient en fonction de la maturation épithéliale. Les jonctions
intercellulaires se rigidifient avec la maturation. Cependant, toutes les jonctions ne sont pas encore
rigides au moment de l'analyse, ce qui suggére que la maturation épithéliale n'est pas complete. En
effet, la maturation épithéliale des cellules EPR prend plusieurs semaines (Al-Ani et al. 2020). Ces
données restent suffisantes pour établir un contréle qualité a 2 semaines et montrer une maturation
épithéliale de I'EPR. Pour que les produits de thérapie cellulaire puissent étre gardés plus longtemps
en culture, il faudra adapter le systeme d'analyse. En effet, dans notre étude, nous avons été limité par
I'utilisation de petites boites de culture spécifiques a I’AFM, mais qui ne permettaient pas une culture
de I'EPR au-dela de deux semaines sans décollement. Il faudrait également évaluer d'autres matrices
d'adhésion qui permettent d'éviter le décollement (matrigel, autres coatings).
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Lorsque les cellules EPR ont été analysées avec 'AFM a plus haute résolution, des protrusions de la
membrane apicale ont pu étre observées, ce qui suggére la présence de microvilli. Ces microvilli ont
également déja été observés sur des lignées d’EPR primaires (Chtcheglova et al. 2020). Ces structures
sont généralement révélées a l'aide d'un microscope électronique (Bonilha et al. 2006). Cette
technique est connue pour étre fastidieuse avec une longue préparation des échantillons (environ
48h) (Hayden et Meseck 2021). Ainsi, ces microvilli peuvent étre visualisés avec I'’AFM beaucoup plus
rapidement apres une simple fixation de 15 min au paraformaldéhyde et sans aucun marquage. Ainsi,
en plus des propriétés mécaniques des cellules, 'AFM pourrait permettre un contréle qualité de la
maturation épithéliale basé sur la présence de microvilli.

Les propriétés mécaniques des cellules sont affectées par I'environnement et peuvent étre un
indicateur de stress subléthal ou léthal (Lee et Lim 2007; Wiktor et al. 2018). En effet, I'induction d'un
stress subléthal a l'aide de différents traitements comme la lipofucine et les irradiations entrainent
une perturbation du cytosquelette ainsi qu'une baisse de la rigidité des cellules ARPE-19 (Wiktor et al.
2018). L'inhibition de la voie ROCK sur des cellules ARPE-19 permet de réduire |I'apoptose des cellules
mais aussi d'accroitre la rigidité des cellules (Ni et al. 2017). Dans un autre type cellulaire
(chondrocytes), un stress chimique induisant I'apoptose conduit également a la diminution de la
rigidité cellulaire (Jin et al. 2014). L'ensemble de ces données suggére donc que les mesures de rigidité
avec I'AFM pourraient donner une indication sur I'état de stress des cellules a un instant donné. Dans
notre étude, nous n'avons pas évalué I'impact d'un tel stress subléthal ou léthal sur nos cellules.
D'autres études futures induisant des stresses sur I'épithélium EPR dérivé de CSPhs nous permettront
d'évaluer cette hypothese et d'établir une gamme de valeurs de rigidité définissant un EPR de qualité
optimale.
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2 Développement d'un protocole de différenciation pour obtenir des
photorécepteurs a partir de CSPhs.

a. Introduction

La thérapie cellulaire, comme indiquée en introduction, est une piste de recherche pour
développer des traitements afin de restaurer la fonction visuelle dans le cadre des RPs et de la DMLA.
Pour arriver a cet objectif, il faut une source de photorécepteurs.

Dans la littérature scientifique actuelle, il existe de nombreux protocoles destinés a produire des
cellules rétiniennes, et plus particulierement des photorécepteurs. La plupart de ces protocoles passe
par la génération d'organoides, riches en différents sous-types cellulaires de la rétine neurale (dont
des photorécepteurs) (Nakano et al. 2012; Reichman et al. 2014; Zhong et al. 2014). Lors de la
transplantation, la présence de cellules bipolaires (ou d'autres cellules de la rétine neurale autres que
les photorécepteurs) peut limiter les connexions entre les photorécepteurs greffés et les cellules
bipolaires hotes. Une étape de tri cellulaire a donc été proposée pour enrichir la population cellulaire
en photorécepteurs (Gagliardi et al. 2018; Lakowski et al. 2018; Welby et al. 2017). Par ailleurs, il existe
une variabilité dans le rendement et la qualité des organoides en fonction des différents protocoles
et/ou des lignées CSPhs utilisés. Tout ceci rend complexe le dévelopement d'une application clinique
simple de cette technologie.

A l'inverse, les protocoles de différenciation en 2D sont plus simples a caractériser et I'application de
composés chimiques et/ou cytokines permet un meilleur contrdle de la différenciation cellulaire. Le
transfert de la technologie dans un établissement pharmaceutique est également plus simple car les
cultures 2D nécessitent moins de compétences spécifiques. Cependant, les protocoles en 2D pour
obtenir des photorécepteurs sont anciens et leur rendement est ridiculement faible (cf. Partie I. 4. c.)
(Lamba et al. 2006). Il est également possible avec une approche en 2D sur des plaques multipuits de
tester en combinatoire des composés chimiques et/ou cytokines connues pour moduler les voies du
développement embryonnaire. Des systémes automatisés d'imagerie a haut débit peuvent ensuite
faciliter 'analyse d'une grande quantité de conditions de culture. Une telle approche a été développée
par Maury et collaborateurs en 2015 (Maury et al. 2015). En effet, les auteurs ont différencié des CSPhs
(en plaques 384 puits et 96 puits) en progéniteurs de motoneurones. L'analyse combinatoire de
différents composés/cytokines a permis d'enrichir de 52% a plus de 80% la culture en progéniteurs
de motoneurones (Maury et al. 2015).

Dans cette étude, j'ai cherché a développer a partir de CSPhs un protocole sous forme de culture
adhérente de photorécepteurs, la plus pure possible, en appliquant une méthode d'analyse
combinatoire des facteurs modulant les voies de signalisation impliquées dans le développement de
la rétine.
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b. Matériels et Méthodes
1. La culture cellulaire : différenciation des CSPhs en des photorécepteurs immatures en passant par le
stade des précurseurs de photorécepteurs

Les lignées de cellules souches utilisées sont : la lignée CSEhs RC-9, dérivée par Roslin Cells (Roslin
Cell Therapies Ltd., Royaume Unis), et la lignée CSPhis PC056c2 dérivée par Phenocell (Grasse, France)
a partir de fibroblastes humains (Barrault et al. 2019). Les cellules sont ensemencées a 300 000 cellules
par puits dans des plaques de 24 puits. Préalablement, afin que les cellules adhérent, une couche de
matrice L7 (Lonza, réf : FP-5020) est polymérisée dans chaque puits. Tout d'abord, les cellules CSPhs
sont cultivées jusqu'a confluence, soit environ 3 jours apres I'ensemencement dans le milieu Stem Pro
(Thermo Fisher Scientific, réf: A1000701) avec du FGF2 (Miltenyi, réf : 130-104-923) a 10ng/mL. Le
milieu de différenciation utilisé pour obtenir des progéniteurs rétiniens est composé du milieu
« Dulbecco’s modified Eagle’s medium» supplémenté avec 50 uM de B-mercaptoéthanol (Gibco, réf :
31350-10), du supplément N-2 (Gibco, réf : 17502048) et de 1X d'acides aminés non-essentiels (NEAA)
(Thermo Fisher Scientific, réf : 11140050), ainsi que de 2% ou 20% de sérum synthétique (knock out
serum remplacement ou KSR, Thermo Fisher Scientific) sont utilisés. Les molécules utilisées pour
supplémenter le milieu sont: Y-27632 (Tocris, réf:1254, 10ng/mL) afin de prévenir de la mort
cellulaire, IGF-1 (Insulin-like Growth factor-1) (Peprotech, ref: 10011 10pg/mL), SB-431542 (R et D,
réf : 1416, 10pumol/L), LDN-193189 (Sigma, réf : SML0559-5MG, 100nmol/L), IWR1e (Millipore, réf:
56666-5mg 3,33ng/mL), DAPT (Tocris, réf: 2634, 9 nmol/mL), taurine (Sigma Aldrich, réf: T0625,
100pmol/L), acide rétinoique (Sigma Aldrich, réf: 2625, 0.5umol/L), EFG (Gibco, réf: PHG0311,
100ng/mL) 3,3',5-Triiodo-L-thyronine (T3) (Sigma Aldrich, réf : T2877, 40ng/mL), Activin A (Peprotech,
100ng/mL) et CHIR (R et D, réf : 4423, 3nmol/mL). Lorsque cela est nécessaire, les cellules sont passées
a l'aide de tryple (Gibco, réf 12605010).

2. RT-gPCR

Les ARN totaux sont extraits a I'aide du kit « RNAeasy Plus Mini kit (Qiagen) » d'aprées les
instructions du fournisseur. Les concentrations en ARN sont mesurées a I'aide d'un spectrophotometre
ND-1000 (Nanodrop ND-1000 spectrophotometer ; Wilmongton). A partir des ARN, une réverse
transcription est effectuée pour synthétiser les ADNc grace a I'enzyme « SuperScript lll (Invitrogen) ».
Les amorces utilisées pour la RT-PCR sont des amorces oligo(dT) et des amorces aléatoires.
L'amplification des ADNc par qPCR est réalisée avec le Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix,
faible ROX (Thermo Fisher Scientific). Les amorces des genes d'intérét pour ces qPCR sont listées dans
la Table 6. Les données sont ensuite analysées grace a une méthode comparative (27*“"), normalisées
sur le gene de ménage 18S et avec les CSEhs. Chacune des expériences a au moins été réalisée en 3
réplicas techniques.
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géne Amorces séquence
sens GGCAAGGTCAACCTACCAGAG
RAX anti-sens  [CATGGAGGACACTTCCAGCTT
sens CGTCGTTTTCGTTGCAGCTT
LHX2 anti-sens  [CGTGGACAAGTCGACAGACG
sens CGAGCCACCACCTCTTGTAA
NR2E1 |anti-sens [CCGTGCCATTCTGCCTCTTA
sens CCCACCAAGGACTCTGAACC
0TX2 anti-sens  [CTCAGCCCATTGACTGCGGTA
sens CCTCCCACTTCTTGTTGCCA
SIX3 anti-sens  [CGCTACTCGCCAGAAGTATGG
sens AGAATGAGTCGGTGCTACGC
SIX6 anti-sens  [ATAGAGCTCGCGGTAGTTGC
sens GCCAGCAACACACCTAGTCA
PAX6 anti-sens  [TGTGAGGGCTGTGTCTGTTC
sens CTGCCGGAAGACAGGATACA
VSX2 anti-sens  [TAGAGCCCATACTCCGCCA
sens CCGGGTGCAGAATTGTAACT
MITF anti-sens  [GGACAATTTTGGCATTTTGG
sens GAGGATGAGGTGGAACGTGT
18S anti-sens  [TCTTCAGTCGCTCCAGGTCT
sens CAAAGGCAAACAACCCACTT
Nanog |anti-sens [TCTGCTGGAGGCTGAGGTAT

Table 6 : Liste des amorces utilisées en RT-gPCR.

3. Immunofluorescence

Les cellules sont fixées a I'aide d'une solution a 4% de paraformaldéhyde pendant 15 min a
température ambiante. Ensuite, les cellules sont perméabilisées dans une solution a 0,1% Triton X-100
dans du PBS afin de permettre aux anticorps de rentrer dans les cellules. Puis, une étape de blocage
des liaisons non spécifiques est effectuée a l'aide de 0,1% Triton X-100 dans du PBS avec 10% de
Sérum de cheval durant 1 heure. Les cellules sont ensuite incubées toute la nuit a 4°C avec les
anticorps suivants : anti-PAX6 (Biolegend Poly, réf : 19013) (1/500¢), anti-VSX2 (CHX10 Invitrogen, réf :
PA1-12566) (1/500°), anti-LHX2 (Santa Cruz Biotechnology, réf: SC-19344) (1/500e), anti-CRX
(Abnova, réf: HO0001406-M02) (1/200°) et anti-RECOVERINE (Millipore, réf : AB5585) (1/1000°). Les
anticorps secondaires fluorescents utilisés sont : Alexa Fluor 555 anti-lapin (Invitrogen, réf : A31572)
(1/500°), Alexa Fluor 488 anti-mouton (Invitrogen, réf : A11015) (1/500e), Alexa Fluor 555 anti-souris
(Invitrogen, réf : A31570) (1/500e), Alexa Fluor 488 anti-chevre (Invitrogen, réf : A11055) (1/500e) et
Alexa Fluor 647 anti-lapin (Invitrogen, réf : A31573) (1/500e).

Les anticorps secondaires sont incubés pendant 2h a température ambiante a I'abri de la lumiere. Le
noyau est coloré avec du DAPI a (1/5000°). Les images obtenues ont été prises avec un microscope a
fluorescence (Zeiss) et/ou avec un microscope confocal (Zeiss LSM880-Airyscan Confocal Microscope)
piloté par le logiciel Zeiss Zen black. Les images sont traitées avec le logiciel Image).
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4. Cytométrie en flux

Les cellules sont dissociées avec de la tryple durant 5 min, puis la tryple est retirée a l'aide
d'une centrifugation a 1000rpm durant 5 min. Les cellules sont ensuite fixées en suspension dans une
solution a 4% de paraformaldéyde a température ambiante. Puis, une étape de blocage des liaisons
non spécifiques est effectuée avec 0,1% Triton X-100 dans du PBS avec 2% de Sérum de veau foetal
durant 1 heure. Les anticorps utilisés sont les mémes que ceux utilisés en immunofluorescence. Les
cellules sont ensuite analysées a I'aide d'un cytométre en flux (MACSQuant analyser, Miltenyi Biotec)
et traitées avec le logiciel FlowJo.

5. Transcriptome

L'extraction des ARNm des cellules est réalisée grace au Kit RNeasy plus Mini kit (QUIAGEN)
selon les instructions du fabricant. Les ARNm sont dosés avec un spectrophotometre (Nanodrop ND-
1000 spectrophotometer ; Wilmongton). La qualité des ARNm est évaluée grace au RIN (RNA Integrity
number). lls sont générés a I'aide de la TapStation (Agilent) et du kit RNA screentape. Seuls les ARNm
possédant un RIN supérieur a 7 ont été utilisés pour le séquencage. Les échantillons sont ensuite
transférés a la plateforme transcriptomique d’I-Stem afin de générer des librairies d’ADNc compatibles
avec le séquenceur lon Proton en utilisant le kit Quantseq 3'mRNAseq library prep kit for lon torrent
(LEXOGENE). Le séquencage des librairies est réalisé sur un séquenceur lon Proton (Thermofisher
Scientific). Les données obtenues sont ensuite traitées par le département bio-informatique d'l-Stem
et un fichier Excel est généré avec une comparaison statistique des genes significativement et
di