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DES PLAQUETTES DE CULTURE POUR REPONDRE A
DES PROBLEMATIQUES TRANSFUSIONNELLES

o Assurer ’auto-suffisance 7

« Vieillissement de la population (chimiothérapie, ragiothérapie, soins palliatifs...)
=> Accroissement de la demande en CP

« Stagnation du nombre de donneurs

 Durée de conservation limitée des CP

« Aléas de collectes : Congés scolaires, Paﬁdémie...

o Garantir la sécurité traﬁ’sfusmnnelle Plaquettﬁsl_:{”/verse”es
« CPindemnes derisques mfecteteux inflammatoires et |mmunwa|res — +

HPA compatibles
o Répondre a des impasses transfusionnel[@@eé

Etats réfractaires lié a I’allo-immunisation
Thrombopénie néonatale auto-immune (1/230000)

=> Demande croissante de CP phénotypés (5-20%):
Difficultés d’acceés, besoin de planification des dons => Surcolts hospitaliers

_
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DES PLAQUETTES DE CULTURE POUR REPONDRE A

DES IMPASSES HORS DU CHAMP TRANSFUSIONNEL

- - 2
Prévenir et stopper les saignements &
S

>

Progression Réparation . &

g =P : Inflammation Immuygiité
tumorale Tissulaire o

=> Capacité d’interaction avec des cellules cibles + Délivrance
de substances sur des sites localisés

Plaguettes exprimant des
molécules a visée thérapeutique

—  ex:PDL1, IL12...

( £ association de substances)

autres cibles a déterminer
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LES PREREQUIS A LA PRODUCTION DE PLAQUETTES DE CULTURE

Plaguettes Universelles Plaquettes « Cargo »

(expression de molécules thérapeutiques)
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Produ.c;;toi%bn industrielle des plaquetteg@@d@e culture

o 2 é‘
©o" 4\‘2’

Plaguettes produites a la demande a partir d’'une source mepuﬁable
=> immortalisation d’'un progéniteur MK |mmunocompat|ble

Plaquettes fonctionnelles en quantité suffisante (deveL@ppement d'un bioréacteur+ dispositif efficient de
libération de plaguettes)

Production a colt raisonnable en adéquation avec le service médical rendu
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LA MEGACARYOPOIESE

% Production de plaquette de culture : de larecherche fondamentale a ses applications par itérations
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LES DIFFERENTES SOURCES DE CELLULES SOUCHES

. Prolifération Cellules souches pluripotentes induites : IPS

« Avantages Source Lmepmsable/ Prolifération++
* Inconveénients : EfflC@C’TtG de reprogrammation
Mod‘lflcatlon du génome

« Alternative : |I\/IK => c-MYC+ BMI1, BCL-XL//Surexpression GATA-1, FLI1 et
HP é@ﬁ TAL1 (Nakamura et al, 2014, Moreua et al, 2016)

iPS HLA1-/-=> plts un@iy*"‘érselles (L etal, 2015)

"oo &e

Progenlteurs hematopmeUﬂues CD34+

« Avantages : Dlﬁeren0|at|OQEﬁ|cace
* Inconvénients : MObI|IsatIO&dU donneur
Prolifération faible
Cellules primaires

« Alternative : IMK (pas de bangue disponible : en développement)
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FAVORISER CENGAGEMENT ET LA MATURATION

DES CELLULES SOURCES VERS LES MEGACARYOCYTES

engagement

Immature

Cell source

CD34+ progenitor cells from

Medium

supplemented IMDM &

Cytokines

Meg-CSA (natural cytokines contained in protein

Timeline

~12-14

Reference

Mazur et al., 1990

peripheral blood @ fraction of aplastic canine serum) days (41)
serum-free liquid sgsf)ension culture mediufh  IL-3, IL-3, TPO ~12 Guerriero et al.,
@&)o\ days 1995 (31)
supplementg@ﬁMDM FIt3-L, IL-3, TPO ~21day Figueiredo et al.,
< 2010 (33)
CD34+ progenitor cells from suppl;qﬁ?fénted serum-free IMDM TPO ~14 Tao et al., 1999
cord blood (}@‘q’ days (34)
@ﬁpplemented serum-free IMDM SCF, Fit3-L, IL-6, TPO ~17 Proulx et al., 2003
o days (40)
&5 SPM TPO ~12 Perdomo et al.,
@é& days 2017 (35)
CD34+ progenitor (;\@jt% from supplemented serum-free IMDM TPO @ ~21day Taoetal, 1999
bone marrow -9660 . \Q\e}b (34)
é&?\ serum-free liquid culture system medium SCF, IL-3, IL—QGGE\:-CSF, TPO ~14 Gehling et al.,
« )
&® Qq,& days 1997 (36)
©e°° supplemented DMEM with addition of hirudph  TPO 6@6@ ~5days Strassel etal,
o or heparin 5 2012 (61)
CD34+ progenitor cells from supplemented IMDM T§§ ~12 Ma et al., 2000
fetal liver ov@ days (37)
supplemented IMDM . “1PO ~5days Schulze et al.,
& 2016 (39)
supplemented DMEM o TPO ~4 days Vijey et al., 2018
¥ (38)
Embryonic stem cells (ESCs) supplemented DMEM and aMQBﬂ TPO ~8-16 Fujimoto et al.,
& days 2003 (51)
supplemented DMEM and"Ham F-12 and VEGF, SCF, TPO ~24 Takayama et al.,
IMDM days 2008 (45)
supplemented serum-free Stemline Il mediupn  SCF, IL-11, TPO ~14 Lu et al.,, 2011
days (47)
Induced pluripotent stem cells  supplemented mTeSR1, STEMspan-ACF, BMP-4, Fit-3 ligand, IL-3, IL-6, SCF, IL-9, TPO ~19 Feng et al., 2014
(iPSCs) STEMdiff APEL medium days (60)
supplemented feeder-free and xeno-free BMP-4, FGF-2, VEGF, IL-11, SCF, TPO/Nplate ~19 Liu et al., 2015
SFM days (62)
StemMACS iPSC brew XF, supplemented BMP-4, VEGF, IL-3, SCF, TPO ~22 Eicke et al., 2018
Blasczyk, 2021 APEL 2 medium days (56)
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LES PRINCIPAUX ACTEURS DE LA PRODUCTION DE PLAQUETTES

PLATELET
BIOGENESIS

Plagquettes cargo

&

e Source de cellules : IPS

« Systeme de libération microfluidique

00:00:00.000

jlf‘-i—f%\% %
==

Thon J, 2014

=> Rdt faible < 5 plts/MK
Fonctionnalité des plaquettes
non publiee

5
&

o
Lo

Sl“(FUSIon

.o "

HemostOD

°¢, “n‘i Platelets On Demand

, . L
PIaque$*tes a visée transfusionnelle, Plaquettes cargo

'\\°°

e Source de ceIIuIes CD34+, iPS
FOP- MK{Tlgnee immortalisée)

Qe,

. Systeme de libération mlcroflwdlque
&ﬁ 3D: fibre de soie

Proplatelet &

o

formation
&

Megakaryocyte
seeding
4: 3 ., 4 1."’ : ;\35‘?«

“

: S : o -

&5i Buddo et al, 2015
po"b
&

=> Rdt faible < 10 plts/MK
Fonctionnalité des plaquettes
partiellement démontrée

(pas d’étude in vivo publiée)

e Source de cellules :
+ CD34

iPS (uniV.)

. Systéme de libération microfluidique

Blin et al, 2016

=> Rdt modéré < 50 plts/MK
Fonctionnalité des plaquettes
publiée

efs.sante.fr

SFTS , MARSEILLE, 24-26 NOVEMBRE 2021 8



LES PRINCIPAUX ACTEURS DE LA PRODUCTION DE PLAQUETTES

Mego Megakaryon corporation

kkaryon

Plaguettes a visée transfusionnelle

&
&
<€

- Source de cellules : iPS + iPS universelles .«
Immortalisation d’un progéniteur MK & partisd’'iPS

S
<

« Systeme de libération « bioreactel,gorw%&h flux turbulent »

é°

=> Rdt important 80 plts/MK

Fonctionnalité des plaquettes
déemontree

Etude clinique en cours
« IPS autologue »

Ito et al, 2018

Ecoulement
Perturbé a proximité
“des protrusions

efs.sante.fr
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La production de plaquettes de culture
a I’UMR_S1255

3
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LA PRODUCTION DE PLAQUETTES A L'EFS GRAND EST

Cellules source o
CD34+ — Proliféeration Engaggment cr——
Constitution de banque : &
IMK en cours " CD341CD9CDAL*
Strassel et al, Blood 2016

v

1?

Immortalisation pouf
Production’a la lemange
(en développement) &° L ]

Libération des plaquettes

Dispositif de libération
des plaquettes

Conservation
des plaquettes
SFTS , MARSEILLE, 24-26 NOVEMBRE 2021 11
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DE CYCLES DE PIPETAGES A UN DISPOSITIF PERFORMANT DE
LIBERATION DES PLAQUETTES DE CULTURE

Dispositif de libération

S
&

=> Libération optimale de I'ensemble des proplaqugifés par les MK

=> Basée sur mon experience, empirisme |
cycles de pipetages = libération egtiéace des plagquettes
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Plaguettes par MK
N
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Manuscrit en préparation
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ROLE DE 'HEMODYNAMIQUE LOCALE A PROXIMITE
DES PROPLAQUETTES POUR LA LIBERATION DES PLAQUETTES

Dispositif de libération

=> Analyse du pipetage

L
!

Ecoulement
Perturbé a proximité
== des protrusions

; 7,’ \ s \ /?/
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GENERATION D’UN DISPOSITIF EN FLUX CONTINU MIMANT
LES PERTURBATIONS DES ECOULEMENTS

Iteration = 406

atic
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GENERATION D’UN DISPOSITIF EN FLUX CONTINU
MIMANT LES PERTURBATIONS DES ECOULEMENTS

Zone ot
tourbillonnnaire<{

[
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PRINCIPALES CARACTERISTIQUES
DU DISPOSITIF DE LIBERATION DE PLAQUETTES

80-90 plaquettes/MK

*
100 - 1
80 *E
o Deépendant de la V|sc03|te e e 1
=
o Effet cumulatif lié a la per|0d|C|tedes spheres o
<8 60 o
o Systeme fonctionne en depres&sion a -80Pa @
@60\ é‘?’&@Q 2
L , - . . g 40 -
Dispositif développé en collaboration avec un industriel =
Polypropylene 20 -
Compatible avec les BPF 0 -
1 3 5 10
o Compatible avec une production a grande échelle block blocks blocks blocks

=>1L en 10 min

Manuscrit en préparation
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CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE ET FONCTIONNELLE
DES PLAQUETTES PRODUITES

/ H . . N .
<* Morphologie % Recirculation des plaquettes apres transfusion
r . .. . _ &
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Plaguettes discoides
Diametre 6-7um
Nombre de granules normal
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SUITE DU PROJET

* Ingeénierie cellulaire

Immortalisation de progéniteurs MK « CDS§£CD9'CD41+ » => MK

Pour les plaquettes a visée transfusmnnelle
IMK=> IMK HLA-/-...... -> banque |MK phenotype O'HPA détermineé

;\
6’9

<& N
b'?' &

Pour les plaquettes « cargo » ;
Déterminer la molécule a exprlmer (auto-immunite, oncofogle )

@Q

S
&0

« Baisse des colts // montée en échelle

N
S
E
&

Développement de bioréacteurs : culture, purification, concentration...

Ameélioration et Optimisation des milieux

efs.sante.fr
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DE LA PRODUCTION EN LABORATOIRE A
LA PREVUE DE CONCEPT CHEZ 'HOMME

Radiomarquage In!!! | Médecine Nucléaire

O = [ Recrutement du
CHU 0 -: patient o
, + Don of
Besanc¢on ¢
- ™
Y s o &
2 » &Q@b
3¢

Centre de santé
EFS BFC

Objectif : Analyser la recirculation et évaluer
la %2 vie des plaquettes de culture et leur
localisation chez 3 volontaires sains

Calendrigf prévisionnel :

IS
&

Trapsfert de la méthode : achevé
(gﬁalification des lots : en cours

“Dépot dossier ANSM : 1€ trimestre 2022
" Essai clinique : fin 2022

CHU Besan¢on

aJ1e|n||a3 ainyn)

ment

Libération des plaquettes
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