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Substitut de matrice extracellulaire dans un microcompartiment cellulaire.

La présente invention se rapporte au domaine de la
culture cellulaire en trois dimensions et concerne, en parti-
culier des microcompartiments cellulaires, dépourvus de
matrice extracellulaire d’origine animale et/ou issues de li-
gnées cellulaires cancéreuses, pour la production de cel-
lules et de tissus en grade « GMP ».




Description
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microcompartiment cellulaire

Domaine technique

L’invention se rapporte au domaine de la culture cellulaire en trois dimensions et
concerne, en particulier des microcompartiments cellulaires, dépourvus de matrice ex-
tracellulaire d’origine animale et/ou issues de lignées cellulaires cancéreuses, pour la
production de cellules et de tissus en grade « GMP ».

Etat de art

La découverte des cellules souches pluripotentes induites (iPS ou iPSCs) par le Pr.
Yamanaka, a permis de donner une nouvelle impulsion dans le domaine de la culture
cellulaire. Tres rapidement des essais cliniques ont vu le jour, avec pour objectif de
traiter des maladies souvent rares et incurables avec la médecine traditionnelle.

Historiquement, les cellules, y compris les cellules souches pluripotentes induites,
sont cultivées en deux dimensions (2D). Du fait des limitations de la culture cellulaire
en 2D, des systemes de culture tridimensionnels (3D) ont été développés ces dernicres
années, permettant de surmonter en partie les inconvénients de la culture en 2D.

De tels systemes sont avantageusement plus proches des systemes naturels in vivo, et
ont de nombreuses applications, notamment la thérapie cellulaire. Les cellules
cultivées dans ces systemes peuvent étre de tout type. Il peut s’agir, aussi bien de
cellules différenciées avec différents phénotypes, de cellules progénitrices que de
cellules souches.

Une technologie particulicrement adaptée est celle décrite dans la demande de brevet
WO 2018/096277 qui décrit des microcompartiments en trois dimensions pour la
culture de cellules souches, comprenant notamment des cellules, une couche de
matrice extracellulaire de type Matrigel® et une couche externe en hydrogel.

Bien qu’étant une technologie tres prometteuse, elle souffre de certains inconvénients
afin de pouvoir €tre utilisée en clinique. Pour ce faire, les cellules et les systemes de
culture tridimensionnels d’ou sont issus les cellules, doivent respecter la régle-
mentation relative aux Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) ou « Good Manu-
facturing Practices » en anglais (GMP). Or, la plupart des systemes de culture tridi-
mensionnels, tels que les microcompartiments cellulaires, comprennent une matrice
extracellulaire, d’origine animale et/ou issue de lignées cellulaires cancéreuses, telle
que le Matrigel®, également connu sous le nom de matrice d'Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS), incompatible avec cette réglementation.

Ainsi, son usage intensif en culture cellulaire, notamment celle des cellules IPS, est
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remis en question car le Matrigel® est issu de sarcomes de souris, susceptible
d’introduire des contaminants xénogéniques dans les cellules obtenues a partir d’une
culture comprenant du Matrigel®. En outre, la complexité de son mélange, la va-
riabilité des propriétés biochimiques et mécaniques entre les lots et au sein d'un méme
lot entrainent un manque de reproductibilité des expériences de culture cellulaire.

Pour envisager ’avénement de thérapies cellulaires ou la production de cellules
animales ou végétales pour la consommation alimentaire humaine ou animale, basées
sur cette technologie, il existe un besoin pour développer une alternative, un substitut
permettant de s’ affranchir de la présence d’une telle matrice extracellulaire, tout en
conservant la possibilité aux cellules d’adhérer et de croitre, de fagon satisfaisante.

Dans le cadre de leurs travaux, les inventeurs ont découvert de fagcon surprenante
I’ utilisation d’un hydrogel ayant un module de Young élevé, destinée a former
I’enveloppe externe ou la couche externe d’un microcompartiment cellulaire associé a
un deuxieéme hydrogel ayant un module de Young inférieur a celui de la couche
externe, destiné a former une couche ou un maillage dans la partie interne du micro-
compartiment, sur lequel au moins une cellule pourra se loger et croitre. Avanta-
geusement, la présente invention permet d’obtenir des cellules en grande quantité ainsi
qu’une croissance rapide et un faible taux de mutation. De tels résultats permettent
ainsi d’envisager son utilisation dans la production de microcompartiments cellulaires
en trois dimensions a usage humain et vétérinaire.

Des études ont, certes, décrit 1’ utilisation de matrice synthétique, y compris en trois
dimensions. Toutefois, il n’est pas décrit des microcompartiments cellulaires
comprenant deux hydrogels présentant chacun un module de Young différent, en par-
ticulier lorsque le module de Young de I’hydrogel de la couche externe est strictement
supérieur a celui de I’hydrogel constituant la couche ou le maillage de la partie interne.
Or, une telle structure est complexe a mettre en ceuvre, afin que la couche externe soit
suffisamment rigide pour former 1’enveloppe externe du microcompartiment cellulaire
et ainsi protéger le contenu des cellules ; alors que, la partie interne du microcom-
partiment cellulaire, délimitée par 1’enveloppe externe dudit microcompartiment,
comprenant au moins ladite couche ou maillage en hydrogel, présente des propriétés
rhéologiques particulieres, ainsi qu’une résistance mécanique lui permettant de fournir
aux cellules un environnement propice a leur dispersion, prolifération, et migration.

Aussi, pour répondre a ce besoin de microcompartiment cellulaire dépourvu de
matrice extracellulaire non GMP tel que le Matrigel®, présentant des propriétés rhéo-
logiques adaptées a la protection des cellules et leur croissance au sein du microcom-
partiment, I’invention propose un systeme de culture tridimensionnel reposant sur un
microcompartiment cellulaire en trois dimensions comprenant au moins deux

hydrogels ayant un module de Young distinct, en particulier le module de Young de
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I’hydrogel de la couche externe est strictement supérieur a celui de I’hydrogel compris
dans la partie interne et composant la couche ou le maillage dans le microcom-
partiment.

Résumé de l'invention

Ainsi, ’'invention concerne un nouveau microcompartiment cellulaire en trois di-

mensions comprenant :

- une couche externe en hydrogel, et

- une partie interne comprenant au moins une cellule et au moins une couche ou
un maillage en hydrogel d’origine végétale ou synthétique,

dans lequel le module de Young de 1’hydrogel dans la partie interne est strictement
inférieur au module de Young de I’hydrogel de la couche externe.

L’invention se rapporte ainsi a I’ utilisation de deux hydrogels spécifiques, ’'un
destiné a former la couche externe et le second destiné a former la couche ou le
maillage dans la partie interne, étant entendu que ladite partie interne est délimitée par
la couche externe en hydrogel et le module de Young de I’hydrogel de la partie interne
est strictement inférieur au module de Young de I’hydrogel de la couche externe.

La couche externe en hydrogel permet, d’une part de former 1’enveloppe externe pro-
tectrice, et donc de constituer la capsule, d’autre part, la couche ou le maillage de la
partie interne moins rigide, plus lache, permet la croissance cellulaire, étant donné les
propriétés rhéologiques particulicrement adapté de 1’hydrogel de ladite couche ou
maillage de la partie interne.

Le microcompartiment selon 1’invention est ainsi composé de deux hydrogels
distincts. L hydrogel constituant la couche externe ayant un module de Young
strictement supérieur au module de Young de ’hydrogel constituant la couche ou le
maillage de la partie interne, ce qui améliore la protection des cellules et des agrégats
cellulaires présents dans le microcompartiment cellulaire.

En effet, la couche externe apporte, avantageusement, une premiere enveloppe pro-
tectrice. Cet effet est renforcé par ’au moins couche ou maillage en hydrogel dans la
partie interne, qui fournit un maillage protecteur supplémentaire aux cellules et
agrégats présents dans le microcompartiment tout en étant suffisamment lache pour
permettre la migration et I’amplification des cellules et maintenant leur caractere plu-
ripotent. A I’inverse, 1’art antérieur connu, composé d’une unique couche d’hydrogel,
est soit trop rigide, ne permettant pas la migration et I’amplification des cellules et
induisant leur apoptose, soit au contraire, trop lache et donc incompatible avec une
culture en bioréacteur. En effet, les contraintes mécaniques d’une culture en bio-
réacteur, notamment du fait des forces de cisaillement importantes générées lors de la

culture nécessite un microcompartiment cellulaire adapté.



[0018]

[0019]

[0020]

[0021]

[0022]

[0023]

[0024]

[0025]

[0026]

La couche externe en hydrogel ayant un module de Young élevé permet donc de
former I’enveloppe externe du microcompartiment ou de la capsule selon I’invention,
celle-ci permettant de protéger le contenu de la capsule de I’environnement extérieur,
notamment lorsque les capsules sont cultivées dans un bioréacteur. Ceci est encore
amélioré par la présence de la couche ou du maillage en hydrogel de la partie interne
dudit microcompartiment. Avantageusement, la couche ou le maillage en hydrogel de
la partie interne est juxtaposée au moins partiellement a la face interne de la couche
externe.

Selon un objet préféré de I’invention, le module de Young de 1’hydrogel du maillage
ou de la couche dans la partie interne est compris entre 0,01 et 200kPa, plus préféren-
tiellement de 0,1 et 60 kPa, encore plus préférentiellement compris entre 0,1 et SkPa.

Préférentiellement, le module de Young de 1’hydrogel de 1’hydrogel de la couche
externe est supérieur a 10kPa, plus préférentiellement supérieur a 60kPa, encore plus
préférentiellement supérieur a 100kPa.

A titre d’exemple, lorsque le module de Young de I’hydrogel présent dans la partie
interne est de 10kPa, préférentiellement 60 kPa, plus préférentiellement 100kPa, le
module de Young de I’hydrogel de la couche externe est nécessairement strictement
supérieur a 10kPa, préférentiellement supérieur a 60 kPa, plus préférentiellement
supérieur a 100kPa.

Selon un mode de réalisation particulierement préféré de I’invention, ’hydrogel de la
couche externe et/ou de la partie interne constituant le microcompartiment est composé
ou exclusivement constitué d’alginate.

Les alginates sont des monomeres d'acide b-D-mannuronique (unités M) et d'acide a-
L-guluronique (unités G) li€s en (1-4) qui varient en quantité et en distribution sé-
quentielle le long de la chaine polymere. Des cations divalents comme le Ca2+ se lient
de maniere coopérative entre les blocs G des chaines d'alginate adjacentes, créant des
ponts ioniques inter-chaines qui provoquent la gélification des solutions aqueuses
d'alginate.

Lorsque 1’hydrogel compris dans la partie interne est de 1’alginate, la concentration
de la solution d’alginate destinée a former la couche ou le maillage d’alginate dans la
partie interne du microcompartiment, est préférentiellement comprise entre 0,25 et 2%,
plus préférentiellement entre 0,25 et 1%, encore plus préférentiellement 0,5% (plus ou
moins 0,1%). Lorsque la concentration de la solution d’alginate destinée a former la
couche ou le maillage d’alginate dans la partie interne du microcompartiment est de
0,5%, la viscosité de 1’alginate est préférentiellement de 3mPa/s.

Avantageusement, la partie interne comprend également au moins un milieu de
culture.

Selon un objet préféré de I’invention, la couche ou le maillage en hydrogel de la
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partie interne est agencée entre la couche externe en hydrogel et ladite au moins une
couche de cellules. Plus préférentiellement, la partie interne comprend au moins une
couche de cellules.

Selon un autre objet préféré, le poids moléculaire de I’hydrogel de la partie interne
est strictement inférieur au poids moléculaire de I’hydrogel de la couche externe. Plus
préférentiellement, 1’alginate de la partie interne présente un poids moléculaire
inférieur ou €gal a 75kDa et/ou I’alginate de la couche externe présente un poids mo-
léculaire compris entre 150 et 250kDa, ce qui permet notamment d’avoir une
enveloppe suffisamment rigidifiée pour protéger le contenu de la capsule, et une
couche ou un maillage de la partie interne plus lache, apte a servir de substitut de
matrice extracellulaire pour les cellules présentes dans la capsule et renforcant I’ effet
protecteur. L'alginate de plus faible poids moléculaire ayant des chaines plus courtes
permet d’obtenir une polymérisation et une viscosité du gel plus faible, et par
conséquent, un hydrogel plus lache permettant aux cellules de migrer, de croitre, et de
former un agrégat cellulaire, voire un ou plusieurs cystes.

Selon un autre objet, la couche ou le maillage en hydrogel de la partie interne peut
comprendre d’autres constituants. Ainsi, ladite couche ou maillage en hydrogel
comprend préférentiellement au moins une séquence peptidique, plus préféren-
tiellement une séquence peptidique d’intérét apte a interagir avec les cellules
constituant notamment la couche de cellules présentes dans le microcompartiment
selon I’invention, ceci permettant d’améliorer 1’adhésion et la survie des cellules au
sein du microcompartiment. A titre d’exemple, la séquence peptidique peut étre un
peptide ou une protéine, préférentiellement la séquence peptidique est issue d’une
protéine de la matrice extracellulaire choisi parmi le collagene, la fibronectine, la
laminine etc. Plus préférentiellement, la séquence peptidique est un motif RGD ou un
motif YIGSR.

Le motif RGD permet I'adhésion des cellules grace a I'interaction du RGD avec les
intégrines des cellules. Par motif RGD, on entend un peptide de séquence RGD
pouvant comprendre un ou deux autres résidus avant et apres le motif RGD pour
améliorer la détection par les cellules du motif RGD.

Le motif YIGSR permet 'adhésion des cellules grace a l'interaction du YIGSR avec
les récepteurs laminine des cellules. Par motif YIGSR, on entend un peptide de
séquence YIGSR pouvant comprendre un ou deux autres résidus avant et apres le motif
YIGSR pour améliorer la détection par les cellules du motif YIGSR.

Avantageusement, la couche ou le maillage en hydrogel de la partie interne
comprend également au moins un deuxi¢me hydrogel distinct du premier hydrogel de
la partie interne, plus préférentiellement celui-ci est choisi parmi la fibrine, la laminine,

le collagene, la fibronectine, 'entactine, et 1'acide hyaluronique.



[0032]

[0033]

[0034]

[0035]

[0036]

[0037]

[0038]

Selon un autre objet de I’invention, le microcompartiment est préférentiellement clos.
Le microcompartiment selon 1’invention peut également se présenter sous différentes
formes, préférentiellement sous la forme d’un ovoide, d’un cylindre, d’un sphéroide,
d’une sphere ou d’une larme.

Aussi, le microcompartiment selon I’invention est composé de trois constituants ma-
joritaires, une couche externe en hydrogel formant I’enveloppe dudit microcom-
partiment d’un module de Young élevé, une couche ou un maillage en hydrogel d’un
module de Young faible dans la partie interne du microcompartiment cellulaire, ladite
couche ou maillage ayant un module de Young strictement inférieur a celui de
I’hydrogel destiné a former la couche externe, ladite couche ou maillage étant destinée
a servir de substitut a la matrice extracellulaire, notamment pour remplacer le
Matrigel®. Enfin, ladite partie interne comprend au moins une cellule.

Les cellules présentes dans la partie interne, constituent avantageusement une couche
de cellules, les cellules peuvent alors étre de tous types cellulaires, préférentiellement
lesdites cellules ne sont pas des cellules issues de I’embryon humain ou nécessitant la
destruction d’un embryon humain, plus préférenticllement, les cellules sont choisies
parmi les cellules eucaryotes humaines, animales et végétales, encore plus préféren-
tiellement les cellules pluripotentes, les progéniteurs les cellules en cours de diffé-
renciation et les cellules différenciées.

Lorsque le microcompartiment comprend les trois constituants précédemment
décrits, ledit microcompartiment comprend préférentiellement au moins une couche de
cellules et au moins une lumiere. Lorsque le microcompartiment comprend au moins
une lumicre, la couche de cellule, la couche ou le maillage en hydrogel de la partie
interne et la couche externe sont préférenticllement, successivement organisées autour
de ladite lumiére.

Préférentiellement, la partie interne du microcompartiment comprend au moins un
agrégat de cellules et/ou un micro tissu cellulaire en trois dimensions.

Selon un autre aspect, I’invention se rapporte également a un ensemble de microcom-
partiments, dans lequel ledit ensemble comprend au moins un microcompartiment
selon I’un des quelconques modes de réalisation précédents.

Le microcompartiment selon 1’invention ou I’ensemble de microcompartiment selon
I’invention, est également particulicrement adapté pour &tre utilisé en culture cellulaire,
en particulier en culture cellulaire en trois dimensions, permettant la production de
cellules d’intérét en grande quantité, des micro tissus, voire d’organoide d’intérét, sus-
ceptible d’€tre utilisé, par exemple dans le cadre de thérapie cellulaire. Aussi,
I’invention se rapporte également a un microcompartiment selon I’invention ou un
ensemble de microcompartiment selon 1’invention, pour son utilisation comme mé-

dicament.
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Selon une variante, I’invention se rapporte également a une utilisation du microcom-
partiment selon I’invention ou d’un ensemble de microcompartiment selon I’invention
pour fabriquer des micro tissus. Etant entendu que dans ce mode de réalisation par-
ticulier, les micro tissus ne sont pas implantés chez un &tre humain ou un animal. A
titre d’exemple, ils peuvent €tre utilis€és comme modele ex-vivo.

D’autre part, le microcompartiment selon I’invention peut étre produit de différentes
manieres, toutefois selon un aspect particulier, I’invention se rapporte a un procédé de

préparation du microcompartiment cellulaire selon I’invention, comprenant les étapes

suivantes :

a. mélanger des cellules, éventuellement préalablement incubées dans un milieu
de culture,

b. encapsuler le mélange de 1’étape (a) dans un hydrogel destinée a former la

couche externe ;

c. cultiver les capsules obtenues a I’étape (b) dans un milieu de culture, préféren-
tiellement dans un bioréacteur, préférentiellement pendant au moins 1 jour,
encore plus préférentiellement de 3 a 50 jours, et

d. optionnellement récupérer les microcompartiments cellulaires obtenus,

caractérisé en ce que, lors de I’étape (a) et/ou lors de I’étape (b), est ajoutée une
solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique dont le module de Young est
strictement inférieur au module de Young de 1’hydrogel utilisé pour former la couche
externe d’hydrogel.

Selon un objet particulier de I’invention, 1’étape (b) comprend les sous-étapes
suivantes :

- mettre en contact le mélange de 1’étape (a) et une solution d’hydrogel destinée
a former la couche externe (i) pour former au moins une goutte, et

- collecter la goutte obtenue dans un bain de calcium apte a rigidifier ladite
solution d’hydrogel pour former la couche externe de chaque microcom-
partiment.

De facon particulicrement préféré, 1’étape b) est réalisée par co-injection simultanée
de la solution d’hydrogel destinée a former la couche externe (i), du mélange de 1’étape
a) comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique
dont le module de Young est strictement inférieur a celui de 1’hydrogel utilisé pour
former la couche externe (ii), et optionnellement d’une solution intermédiaire (iii)
comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique
dont le module de Young est strictement inférieure a celui de 1’hydrogel utilisé pour
former la couche externe ; ladite co-injection est réalisée de maniere concentrique via
un injecteur microfluidique ou millifluidique formant un jet en sortie d’injecteur

constitué du mélange desdites solutions, ledit jet se fractionnant en gouttes.
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Avantageusement, le diametre d’ouverture finale de 1’injecteur microfluidique est
compris entre 50 et 800 um, préférentiellement entre 80 et 240 um, et le débit de
chacune des solutions est compris entre 0,1 et 2000 mL/h, préférentiellement entre 10
et 2000 mL/h, plus préférentiellement entre 10 et 150 mL/h, encore plus préféren-

tiellement entre 11 et 100mL/h.
Selon une variante du procédé selon I’invention, 1’étape b) est réalisée par co-

injection simultanée de la solution d’hydrogel destinée a former la couche externe (i),
du mélange de 1’étape a) comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’origine
végétale ou synthétique dont le module de Young est strictement inférieur a celui de
I’hydrogel utilisé pour former la couche externe (ii), et optionnellement d’une solution
intermédiaire (iii) comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’origine végétale
ou synthétique dont le module de Young est strictement inférieur a celui de 1’hydrogel
utilisé pour former la couche externe ; ladite co-injection est réalisée de maniere
concentrique via un injecteur microfluidique ou millifluidique, ledit injecteur
comprenant une pointe, ladite pointe étant en contact avec une solution de calcium,
formant un jet en sortie d’injecteur constitué du mélange desdites solutions, ledit jet
formant un tube.

Lorsque ledit injecteur comprenant une pointe, ladite pointe étant en contact avec la
solution de calcium, le diametre d’ouverture finale de I’ injecteur microfluidique est
préférentiellement compris entre 50 et 1000 um, plus préférentiellement entre 80 et
300 pm, et le débit de chacune des solutions est compris entre 1 et 100 mL/h.

Selon un dernier aspect, I’invention se rapporte a un kit, ledit kit comprenant une
solution d’hydrogel destinée a former la couche externe du microcompartiment (i) et
une solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique dont le module d’Young est
strictement inférieur a celui de I’hydrogel utilisé pour former la couche externe (i),
préférentiellement un alginate, optionnellement une solution intermédiaire (iii), préfé-
rentiellement une solution de sorbitol.

Enfin, I’invention se rapporte également a 1’ utilisation du kit destiné a la préparation
d’un microcompartiment selon ’invention.

D’autres caractéristiques et avantages ressortiront de la description détaillée de

I’invention, des exemples et des figures qui vont suivre.

Breve description des Figures

[Fig.1] représente un microcompartiment cellulaire 1 selon un mode de réalisation
particulier de I’invention comprenant une couche externe en hydrogel 2, et une partie
interne 3 délimitée par ladite couche externe 2. Ladite partie interne 3 comprenant une
couche ou un maillage en hydrogel 30 dont le module de Young est strictement

inférieur a celui de ’hydrogel de la couche externe 2, une couche de cellules 31, et une
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lumiere 32. Ladite couche ou maillage 30 étant agencé entre la face interne 20 de la
couche externe en hydrogel 2 et la couche de cellule 31.

[Fig.2] représente un mode de réalisation de 1’invention, lors duquel la solution
d’alginate a 0,5% est mélangée avec le sorbitol et présente dans une premiere ligne
d’injection « IS ». Les deux autres solutions comprenant soit 1’alginate a 2% « A »
destiné a former la couche externe, soit les cellules en suspension dans le milieu de
culture « CS », sont présentes dans les deux autres lignes d’injection. Les trois lignes
sont par la suite co-injectées, a 1’aide d’un injecteur micro fluidique, avec les dif-
férentes solutions formant un jet, se fractionnant en goutte dans le bain de CaCl2, ledit
bain rigidifiant la couche externe a partir de la solution d’alginate a 2% et formant
ainsi la capsule.

[Fig.3] représente sur le panel A un second mode de réalisation de I’invention, lors
duquel la solution d’alginate a 0,5% est mélangée avec le sorbitol et présente dans une
premicere ligne d’injection « IS ». Les deux autres solutions comprenant soit I’alginate
a 2% « A », soit les cellules en suspension dans le milieu de culture « CS », sont
présentes dans les deux autres lignes d’injection. Les trois lignes sont par la suite co-
injectées, a I’aide d’un injecteur micro fluidique, dont la pointe est mise en contact
avec le bain de CaCl2, formant un jet, prenant la forme d’un tube dans le bain de
CaCl2, ledit bain rigidifiant la couche externe a partir de la solution d’alginate a 2% et
formant ainsi le tube. Le panel B est une image prise a ’aide d’un microscope EVOS
et grossit 4 fois, de cellules dans des tubes comprenant de ’alginate a 0,5% a J4 et JS.

[Fig.4] représente le pourcentage de capsules vides, ¢’est-a-dire sans cellules ou
cystes, dans des capsules dépourvues de matrice extracellulaire exogenes (Hors
Invention), des capsules a base de Matrigel® (Hors Invention), et des capsules a base
d’alginate a 0,5% comme substitut de matrice (Invention)

[Fig.5a] est une image prise a 1’aide d’un microscope a lumiere transmise et grossit 4
fois, de cellules dans des capsules dépourvues de matrice extracellulaire exogenes
(Hors Invention) a JO.

[Fig.5b] est une image prise a I’aide d’un microscope a lumiere transmise et grossit 4
fois, de cellules dans des capsules a base de Matrigel® (Hors Invention) a JO.

[Fig.5c] est une image prise a 1’aide d’un microscope a lumiere transmise et grossit 4
fois, de cellules dans des capsules a base d’alginate a 0,5% (Invention) a JO.

[Fig.6a] est une image prise a 1’aide d’un microscope a lumiere transmise et grossit 4
fois, de cellules dans des capsules dépourvues de matrice extracellulaire exogenes
(Hors Invention) a JS.

[Fig.6b] est une image prise a I’aide d’un microscope a lumiere transmise et grossit 4
fois, de cellules dans des capsules a base de Matrigel® (Hors Invention) a J5.

[Fig.6¢] est une image prise a 1’aide d’un microscope a lumiere transmise et grossit 4
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fois, de cellules dans des capsules a base d’alginate a 0,5% (Invention) a J5.
[Fig.7] représente I’amplification et la pluripotence a J5 des cellules présentes dans

les capsules dépourvues de matrice extracellulaire exogenes (Hors Invention), les
capsules a base de Matrigel® (Hors Invention), et les capsules a base d’alginate a 0,5%
(Invention).

Description détaillée de I’invention

Définition

Par « hydrogel d’origine végétale ou synthétique » on entend un hydrogel qui n’est
pas d’origine animale et/ou issues de lignées cellulaires cancéreuses, tel que le
Matrigel®.

Par « hydrogel ayant un module de Young €élevé » au sens de l'invention, on entend
un hydrogel ayant un module de Young strictement supérieur au module de Young de
I’hydrogel constituant la couche ou le maillage dans la partie interne du microcom-
partiment cellulaire selon I’invention. Aussi, le module de Young de ’hydrogel de la
couche externe est strictement supérieur au module de Young de I’hydrogel présent
dans la partie interne constituant la couche ou le maillage destiné a se substituer a une
matrice extracellulaire d’origine animale telle que le Matrigel®.

A I’inverse par « faible module de Young » on entend un hydrogel présentant un
module de Young strictement inférieur au module de Young de I’hydrogel destiné a
former la couche externe du microcompartiment selon I’invention.

Par « hydrogel de haut poids moléculaire » au sens de l'invention, on entend un
hydrogel de plus haut poids moléculaire constituant la couche externe du microcom-
partiment cellulaire selon I’invention par rapport a I’hydrogel constituant la couche ou
le maillage de la partie interne du microcompartiment cellulaire qui est de plus faible
poids moléculaire. Aussi, le poids moléculaire de 1’hydrogel de la couche externe est
supérieur a celui présent dans la partie interne.

A T’inverse, par « hydrogel de faible poids moléculaire » au sens de l'invention, on
entend un hydrogel de plus faible poids moléculaire, c’est-a-dire de poids moléculaire
inférieur a I’hydrogel constituant la couche externe du microcompartiment cellulaire,
ledit hydrogel de faible poids moléculaire constituant la couche ou le maillage de la
partie interne du microcompartiment cellulaire selon I’invention. Aussi, le poids mo-
léculaire de I’hydrogel présent dans la partie interne est inférieur a celui de la couche
externe.

Par « microcompartiment » ou « capsule » au sens de 1’invention, on entend
également une structure tridimensionnelle partiellement ou totalement close, contenant
plusieurs cellules. Celle-ci est formée a partir d’une matrice de chaines polymeres, par

exemple I’alginate, gonflée par un liquide et préférentiellement de 1’eau. La structure
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est ainsi constituée d’une couche externe en hydrogel rigidifiée et d’une partie interne
comprenant au moins une cellule et une couche ou un maillage en hydrogel adaptée a
la culture cellulaire et la croissance desdites cellules.

Par « goutte » au sens de I’invention, on entend également une structure tridi-
mensionnel formée a partir d’au moins une solution liquide comprenant les
constituants d’un hydrogel non rigidifié (précurseurs de polymérisation, chaines de
polymeres non ou partiellement réticulées...), d’éléments précurseurs d’hydrogel.
Aussi, la goutte constitue un état transitoire entre la co-injection des différents
constituants et le microcompartiment selon I’invention.

Par cellules « différenciées » au sens de I’invention on entend des cellules qui
présentent un phénotype particulier, par opposition a des cellules souches pluripotentes
qui ne sont pas différenciées ou des cellules progénitrices qui sont en cours de diffé-
renciation.

Par « cellules humaines » au sens de 1’invention on entend des cellules humaines ou
des cellules de mammiféres non humains immunologiquement humanisées. Méme
lorsque cela n’est pas précisé, les cellules, les cellules souches, les cellules progé-
nitrices et les tissus selon I’invention sont constitués ou sont obtenus a partir de
cellules humaines ou a partir de cellules de mammiferes non humains immunolo-
giquement humanisées.

Par « cellule mutante » au sens de 1’invention, on entend une cellule porteuse d’au
moins une mutation.

Par « cellule progénitrice » au sens de ’invention, on entend une cellule souche déja
engagée dans la différenciation cellulaire mais pas encore différenciée.

Par « cellule souche embryonnaire » au sens de I’invention on entend une cellule
souche pluripotente de cellule dérivée de la masse cellulaire interne du blastocyste. La
pluripotence des cellules souches embryonnaires peut étre évaluée par la présence de
marqueurs tels que les facteurs de transcription OCT4, NANOG et SOX2 et des
marqueurs de surface comme SSEA4/5, Tra-1-60 et Tra-1-81. Les cellules souches
embryonnaires utilisées dans le cadre de I’invention sont obtenues sans destruction de
I’embryon dont elles sont issues, par exemple a I’aide de la technique décrite dans
Chang et al. (Cell Stem Cell, 2008, 2(2)) : 113-117). Eventuellement les cellules
souches embryonnaires d’€tres humains peuvent €tre exclues.

Par « cellule souche pluripotente » ou « cellule pluripotente » au sens de 1’invention,
on entend une cellule qui a la capacité de former tous les tissus présents dans
I’organisme d’origine entier, sans pour autant pouvoir former un organisme entier en
tant que tel. Les cellules souches pluripotentes humaines peuvent étre appelées hPSC
dans le contexte de la présente invention. Il peut s’agir en particulier de cellules

souches pluripotentes induites (iPSC ou hiPSC pour les cellules souches pluripotentes
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induites humaines), de cellules souches embryonnaires ou de cellules MUSE
(pour « Multilineage-differentiating Stress Enduring »).

Par « cellule souche pluripotente induite » au sens de I’invention on entend une
cellule souche pluripotente induite a la pluripotence par reprogrammation génétique de
cellules somatiques différenciées. Ces cellules sont notamment positives pour les
marqueurs de pluripotence, comme la coloration a la phosphatase alcaline et
I’expression des protéines NANOG, SOX2, OCT4 et SSEA4/5. Des exemples de
procédés permettant 1’obtention de cellules souches pluripotentes induites sont décrits
dans les articles Yu et al. (Science 2007, 318 (5858) : 1917-1920), Takahashi et al
(Cell, 207, 131(5) : 861-872) et Nakagawa et al (Nat Biotechnol, 2008, 26(1) :
101-106).

Par « couche de cellules » ou « assise de cellules » au sens de 1'invention, on entend
plusieurs cellules formant une couche ou une assise pouvant étre structurée autour
d’une lumiere, il peut s’agir par exemple d’un tissu ou d’un micro-tissu cellulaire ou
d’une culture groupée en trois dimensions. L’€épaisseur de la couche de cellules
pouvant étre variable. Cette couche est organisée en trois dimensions dans le micro-
compartiment.

Par « tissu » ou « tissu biologique »au sens de I’invention, on entend le sens commun
de tissu en biologie c’est-a-dire le niveau d'organisation intermédiaire entre la cellule et
I’organe. Un tissu est un ensemble de cellules semblables et de méme origine (le plus
souvent issus d’un lignage cellulaire commun, bien qu’elles puissent trouver leur
origine par association de lignages cellulaires distincts)., regroupées en amas, réseau
ou faisceau (fibre). Un tissu forme un ensemble fonctionnel, c'est-a-dire que ses
cellules concourent a une méme fonction. Les tissus biologiques se régénerent régu-
lierement et sont assemblé€s entre eux pour former des organes.

Par « lumiére » ou « lumen » au sens de I’invention, on entend un volume de solution
aqueuse topologiquement entouré de cellules. Préférentiellement, son contenu n’est pas
en équilibre diffusif avec le volume de liquide convectif présent a I’extérieur du micro-
compartiment.

Microcompartiment selon I’invention

La présente invention a pour objet un microcompartiment cellulaire en trois di-
mensions comprenant :
- une couche externe en hydrogel, et
- une partie interne comprenant au moins une cellule et au moins une couche ou
un maillage en hydrogel d’origine végétale ou synthétique,
dans lequel le module de Young de 1’hydrogel de la couche ou du maillage de la
partie interne est strictement inférieur au module de Young de I’hydrogel de la couche

externe.
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Dans le contexte de 1’invention, la partie interne est délimitée par la couche externe
en hydrogel, ledit hydrogel ayant un module de Young strictement supérieur au
module de Young de I’hydrogel formant la couche ou le maillage de la partie interne,
se substituant a la matrice extracellulaire d’origine animale, telle que le Matrigel®. La
présente invention se rapporte ainsi a un microcompartiment cellulaire en trois
dimension comprenant deux hydrogels distincts, I’un formant la couche externe et le
second la couche ou le maillage présent dans la partie interne.

La couche externe en hydrogel permet, d’une part, de former I’enveloppe externe
protectrice, et donc de constituer la capsule, et d’autre part, la couche ou le maillage de
la partie interne moins rigide, plus lache, permet de faciliter la croissance cellulaire,
étant donné ses propriétés rhéologiques particulierement adaptées pour la croissance et
la survie cellulaire. Aussi, dans le contexte de I’invention, le module de Young de
I’hydrogel de la partie interne est strictement inférieur au module de Young de
I’hydrogel de la couche externe.

Un tel microcompartiment selon 1’invention composé de deux hydrogels distincts,
dans lequel I’hydrogel constituant la couche externe d’un module de Young est
strictement supérieur au module de Young de ’hydrogel constituant la couche ou le
maillage de la partie interne améliore la protection des cellules et/ou des agrégats cel-
lulaires présents dans le microcompartiment, en particulier dans le contexte d’une
culture en bioréacteur, ayant pour conséquence des forces de cisaillement élevées.

Avantageusement, la couche externe apporte une premicre enveloppe protectrice,
renforcée par I’ajout d’au moins une couche ou d’un maillage en hydrogel, ce qui
fournit un maillage protecteur supplémentaire aux cellules et agrégats présents dans le
microcompartiment tout en étant suffisamment lache pour permettre la migration et
I’amplification des cellules et en maintenant leur caractere pluripotent. A 1’inverse,
I’art antérieur connu, composé d’une unique couche d’hydrogel, est soit trop rigide, ne
permettant pas la migration et I’amplification des cellules et induisant leur apoptose,
soit au contraire, pas assez rigide et donc incompatible avec une culture en bioréacteur.

La couche externe en hydrogel permet donc de former 1’enveloppe externe du micro-
compartiment ou de la capsule selon I’'invention, protégeant son contenu de
I’environnement extérieur, notamment lorsque les capsules sont cultivées dans un bio-
réacteur. Ceci est encore amélioré par 1’ajout de la couche ou du maillage en hydrogel
de la partie interne dudit microcompartiment.

Avantageusement, la couche ou le maillage en hydrogel de la partie interne est
juxtaposé au moins partiellement a la face interne de la couche externe.

Selon un objet préféré de I’invention, les avantages cités précédemment sont encore
améliorés lorsque le module de Young de I’hydrogel de la partie interne est compris

entre 0,01 et 200kPa, plus préférentiellement entre 0,1 et 60 kPa, encore plus préféren-
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tiellement compris entre 0,1 et SkPa. Préférentiellement, le module de Young de
I’hydrogel de la couche externe est supérieur a 10kPa, plus préférentiellement
supérieur a 60kPa, encore plus préférentiellement supérieur a 100kPa.

Préférentiellement, I’hydrogel de la couche ou du maillage de la partie interne est en-
chevétré avec I’hydrogel de la couche externe, notamment sur la face interne de la
couche externe. Aussi, la délimitation entre les deux hydrogels malgré un module de
Young différent peut ne pas €tre parfaitement nette. Par conséquent, au moins une
partie de I’hydrogel de la couche ou du maillage de la partie interne peut tre en-
chevétrée avec la face interne de la couche externe.

Etant donné que le module de Young de I’hydrogel de la partie interne est strictement
inférieur a celui de I’hydrogel de la couche externe, la couche externe sera plus rigide,
que la couche ou le maillage de la partie interne dont 1’hydrogel est plus lache, plus
desserré, notamment dii a la présence de chaine plus courte, facilitant la croissance des
cellules.

Préférentiellement, I’hydrogel utilisé€ est biocompatible, ¢’est-a-dire qu’il n’est pas
toxique pour les cellules. L hydrogel doit permettre la diffusion d’oxygene et de
nutriment pour alimenter les cellules contenues dans le microcompartiment et
permettre leur survie. Selon un mode de réalisation particulierement préféré, la couche
externe d’hydrogel comprend au moins de 1’alginate. Elle peut €tre constituée exclu-
sivement d’alginate.

L’alginate peut €tre en particulier un alginate de sodium, composé a 80%
d’a-L-guluronate et 20% de 3-D-mannuronate, ayant un module de Young supérieur a
10kPa, préférentiellement supérieur a 60 kPa, plus préférentiellement supérieur a 100
kPa.

Selon un autre objet, 1’alginate présente avantageusement un poids moléculaire
moyen de 100 a 400 kDa, plus préférentiellement la couche externe présente un poids
moléculaire compris entre 150 et 250kDa. Lorsque 1’hydrogel de la couche externe est
de I’alginate, la concentration de la solution d’alginate destinée a former ladite couche
externe du microcompartiment, est préférentiellement comprise entre 0,5 et 5% en
masse, plus préférentiellement la concentration est égale a 2% (plus ou moins 0,5%) en
masse.

Lorsque la concentration de la solution d’alginate destinée a former la couche externe
du microcompartiment est égale a 2%, la viscosité de I’alginate est préférentiellement
égale a 144mPar/s.

Avantageusement, la couche externe en hydrogel est dépourvue de cellules.

La couche d’hydrogel externe permet ainsi de protéger les cellules du milieu
extérieur, de limiter la prolifération incontrdlée des cellules, et leur différenciation en

cas de différenciation.
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Selon un mode de réalisation particulierement préféré, la couche ou le maillage de la
partie interne d’hydrogel comprend €galement au moins de 1’alginate. Elle peut €tre
constituée exclusivement d’alginate. L’alginate peut étre en particulier un alginate de
sodium, composé a 80% d’a-L-guluronate et 20% de -D-mannuronate, ayant un
module de Young compris entre 0,01kPa et 200kPa, préférentiellement entre 0,1kPa et
60 kPa, plus préférentiellement entre 0,1kPa et 5 kPa.

Selon un autre objet, 1’alginate présente un poids moléculaire moyen d’au plus
75kDa. Lorsque 1’hydrogel de la couche externe est de 1’alginate, la concentration de la
solution d’alginate destinée a former la couche externe du microcompartiment, est pré-
férentiellement comprise entre 0,25 et 2%, plus préférentiecllement entre 0,25 et 1%,
encore plus préférentiellement 0,5%. Lorsque la concentration de la solution d’alginate
destinée a former la couche externe du microcompartiment est de 0,5%, la viscosité de
1’alginate est préférentiellement de 3mPa/s.

La couche ou le maillage de la partie interne ayant un faible module de Young
présente alors des propriétés viscoélastiques et viscoplastiques particulicrement avan-
tageuses pour obtenir un substitut de matrice extracellulaire, dans laquelle les cellules
vont pouvoir se loger et croitre de maniere satisfaisante. En outre, I'hydrogel d'alginate
est rhéofluidifiant, c’est-a-dire que sa viscosité diminue quand la vitesse de ci-
saillement augmente, ceci est particulicrement avantageux lors du passage dans
I’injecteur microfluidique. Enfin, I’alginate ayant un faible module de Young va
également présenter des propriétés de relaxation plus rapide, également connu sur le
terme "fast-relaxing", ce qui permet aux cellules de se déplacer, de changer de forme,
de s'étendre, de proliférer et de remodeler de facon mécanique la matrice a base
d’alginate.

Aussi, I’hydrogel de la couche externe et/ou de la couche ou du maillage de la partie
interne est tres préférentiellement de 1’alginate.

Malgré que les cellules mammaliennes soient incapables d'interagir avec 1'alginate,
notamment, car celui-ci permet une adsorption minimale des protéines, 1’alginate peut
étre utilis€é comme substitut de matrice extracellulaire, tel que le Matrigel®. L’alginate
présente les avantages suivants : I’alginate est bien caractérisé, facile a stériliser et a
stocker, il peut éventuellement €tre modifié chimiquement, et offre des propriétés mé-
caniques intéressantes. Aussi, 1’alginate est particulicrement adapté dans le contexte de
I’invention et permet d’obtenir une bonne croissance, peu de mort cellulaire et une
bonne amplification.

Selon un autre objet préféré de I’invention, le microcompartiment cellulaire
comprend des cellules, une couche externe en hydrogel et une couche ou un maillage
dans la partie interne en hydrogel de poids moléculaire inférieur a I’hydrogel de la

couche externe.
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Avantageusement, le microcompartiment selon 1’un des quelconques modes de réa-
lisation précédent comprend également au moins une couche de cellules et/ou au moins
un milieu de culture. Lorsque le microcompartiment selon 1’invention comprend une
couche ou un maillage dans la partie interne en hydrogel, celle-ci est agencée entre la
couche externe en hydrogel et ladite couche de cellule. Etant entendu que le microcom-
partiment peut également comprendre des cellules en suspension dans le milieu de
culture ou éventuellement logées dans 1’hydrogel.

Selon une variante, I’invention se rapporte également a un microcompartiment
cellulaire comprenant :

- au moins une couche de cellules,

- une couche externe en hydrogel, et

- une couche ou un maillage dans la partie interne en hydrogel agencé entre la
couche externe en hydrogel et ladite couche de cellule,

caractérisé en ce que la partie interne comprend un hydrogel d’un poids moléculaire
strictement inférieur a celui de I’hydrogel de 1a couche externe.

Avantageusement, les inventeurs ont observé une meilleure amplification, ainsi que
la présence de cystes, majoritairement, de forme rondes a une concentration de 0,5%.
A 2%, les cystes sont de forme sensiblement allongées et le microcompartiment
présente une quantité de cystes inférieure par rapport a une concentration d’alginate
plus faible. Plus la concentration de 1’alginate est élevée, plus les contraintes physiques
sont élevées dans la capsule, le gel est alors plus resserré, par conséquent, les cellules
ont moins d’espace pour se multiplier et se déplacer. Les cystes présentent alors une
forme sensiblement allongée.

Ainsi, en fonction de 1’objectif recherché, ou du type cellulaire, I’alginate constituant
la couche ou le maillage de la partie interne du microcompartiment peut étre présent a
hauteur d’une concentration totale comprise entre 0,25 et 2% en masse, ce qui permet
d’obtenir une bonne amplification et une bonne pluripotence, permettant ainsi son uti-
lisation en culture cellulaire en trois dimensions.

La couche ou le maillage de la partie interne en hydrogel, préférentiellement en
alginate, peut comprendre d’autres constituants, ainsi ladite couche ou le maillage de la
partie interne en hydrogel comprend préférentiellement au moins une séquence
peptidique, plus préférentiellement une séquence peptidique d’intérét apte a interagir
avec les cellules constituant notamment la couche de cellules présentes dans le micro-
compartiment selon I’invention. A titre d’exemple la séquence peptidique peut étre un
peptide, ou une protéine. Selon un objet particulierement préféré, la s€équence
peptidique est un motif YIGSR et/ou un motif RGD. Le motif YIGSR est un peptide
issu de la chaine 31 de la laminine de séquence Tyrosine-

Isoleucine-Glycine-Serine-Arginine facilitant 1’adhésion cellulaire a la matrice. Le
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motif RGD est un peptide de séquence Arginine-Glycine-Asparagine facilitant
également 1’adhésion cellulaire a la matrice.

Selon un autre objet préféré de I’invention, la couche ou le maillage de la partie
interne en hydrogel comprend au moins un deuxieme hydrogel distinct du premier
hydrogel de la couche ou du maillage de la partie interne, plus préférentiellement celui-
ci est choisi parmi la fibrine, la laminine, la fibronectine, l'entactine, 1'acide hya-
luronique, et le collagene.

Lorsque la couche ou le maillage de la partie interne en hydrogel comprend la
fibrine, la fibrine est préférentiellement obtenue a partir de la polymérisation du fi-
brinogene par un agent de polymérisation du fibrinogeéne, avantageusement ledit agent
est la thrombine, ledit agent peut €tre ajouté pendant 1’encapsulation et/ou apres
I’encapsulation. Aussi, la polymérisation de la solution de fibrinogéne par la solution
de thrombine a lieu au cours de I’encapsulation et/ou apres celle-ci. Lorsqu’elle a lieu
apres 1’encapsulation, la polymérisation a lieu au sein de la goutte ou de la capsule
nouvellement formée, ¢’est-a-dire une fois la rigidification de la couche externe.

Le microcompartiment est alors un microcompartiment en trois dimensions, délimité
par la couche externe en hydrogel et a I’intérieur de ladite couche externe, une partie
interne comprend les cellules et la couche ou le maillage en hydrogel. Celui-ci se
présente avantageusement sous différentes formes sphériques. Avantageusement, le
microcompartiment en trois dimensions est creux, plus préférentiellement, le micro-
compartiment creux se présente sous la forme d’un ovoide, d’un cylindre, d’un
sphéroide, d’une sphere ou d’une larme.

D’une part, la couche externe d’hydrogel permet de protéger les cellules du milieu
extérieur, de limiter la prolifération incontrélée des cellules, ainsi que leur diffé-
renciation en cas de différenciation ; d’autres part, la couche ou maillage dans la partie
interne d’hydrogel permet de fournir un environnement adapté pour la croissance des
cellules et leur multiplication. La prolifération cellulaire peut éventuellement €tre
contrdlée en fonction de la concentration de 1’hydrogel tel que décrit précédemment.

Dans le contexte de I’invention, les cellules présentes dans le microcompartiment
peuvent étre tout type de cellules, en particulier les cellules sont des cellules eu-
caryotes. Plus préférentiellement, les cellules sont des cellules humaines ou végétale
ou animales.

Dans un mode de réalisation particulier, le microcompartiment comprend des cellules
souches pluripotentes. Une cellule souche pluripotente, ou cellule pluripotente,
s’entend d’une cellule qui a la capacité de former tous les tissus présents dans
I’organisme d’origine entier, sans pour autant pouvoir former un organisme entier en
tant que tel. Les cellules souches pluripotentes peuvent étre en particulier des cellules

souches pluripotentes induites (iPS), des cellules MUSE
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(« Multilineage-differentiating Stress Enduring ») que 1’on trouve dans la peau et la
moelle osseuse des mammiferes adultes, ou des cellules souches embryonnaires (ES).
Selon un mode de réalisation, le microcompartiment selon 1’invention ne comprend pas
de cellules souche embryonnaires (ES).

Selon une variante particulierement adaptée de 1’invention, le microcompartiment
selon I’invention comprend des cellules souches pluripotentes induites humaines ou
animales.

Dans un autre mode de réalisation particulier, le microcompartiment selon
I’invention comprend des cellules multipotentes humaines ou animales et/ou des
cellules progénitrices humaines ou animales issues de ces cellules multipotentes et/ou
des cellules en cours de différenciation. Les cellules multipotentes et/ou progénitrices
ont préférentiellement été obtenues a partir de cellules souches pluripotentes, en par-
ticulier de cellules souches pluripotentes humaines, ou éventuellement a partir de
cellules humaines non pluripotentes dont le profil transcriptionnel a été modifié artifi-
ciellement pour rejoindre celui de cellules multipotentes et/ou de progéniteurs par-
ticuliers, typiquement par expression forcée de facteurs de transcriptions spécifiques
du phénotype cellulaire cible. Préférentiellement, les cellules multipotentes et/ou pro-
génitrices ont été obtenues a partir de cellules souches pluripotentes apres mise en
contact avec une solution capable d’initier la différenciation desdites cellules souches.

Selon une autre variante, le microcompartiment selon I’invention comprend des
cellules différenciées humaines ou animales. Les cellules différenci€es ont préféren-
tiellement été obtenues a partir de cellules souches pluripotentes ou de cellules progé-
nitrices, en particulier de cellules souches pluripotentes humaines ou de cellules progé-
nitrices humaines, ou éventuellement a partir de cellules humaines non pluripotentes
dont le profil transcriptionnel a été modifié artificiellement pour rejoindre celui de
cellules différenciées particulicres, typiquement par expression forcée de facteurs de
transcriptions spécifiques du phénotype cellulaire cible. Préférentiellement, les cellules
différenciées ont été obtenues a partir de cellules souches pluripotentes ou multi-
potentes ou progénitrices apres mise en contact avec une solution capable d’initier la
différenciation desdites cellules souches. Selon une variante, le contenu cellulaire du
microcompartiment comprend des identités cellulaires homogenes ou mixtes.

Les cellules différenciées peuvent en particulier se présenter sous forme d’au moins
une couche de cellules ou sous forme d’un tissu, d’un agrégat cellulaire ou d’un micro-
tissu en trois dimensions ou sous forme de plusieurs tissus ou micro-tissus dans le mi-
crocompartiment. Il peut s’agir d’un tissu ou micro-tissu compacté ou non, avec ou
sans lumicre.

Le microcompartiment selon 1’invention peut donc comprendre plusieurs types de

cellules. En particulier, le microcompartiment selon I’invention peut comprendre par
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exemple des cellules souches induites a la pluripotence et/ou des cellules multipotentes
et/ou des cellules progénitrices et/ou en cours de différenciation et/ou des cellules dif-
férenciées.

Selon un objet particulier de I’invention, le microcompartiment selon 1’invention est
obtenu apres plusieurs cycles de division cellulaire. En effet, les cellules comprises
dans le microcompartiment selon 1’invention sont des cellules obtenues par ampli-
fication, a partir d’au moins une cellule.

Aussi, les cellules présentes dans le microcompartiment selon I’invention ont été
obtenues apres au moins deux cycles de division cellulaire apres I’encapsulation dans
une couche externe d’hydrogel d’au moins une cellule.

De facon préférée, les cellules présentes dans le microcompartiment selon 1’invention
ont été obtenues apres au moins 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 28,
30 cycles de division cellulaire apres I’encapsulation dans une couche externe
d’hydrogel d’au moins 1 cellules, préférentiellement entre 1 et 5, entre 1 et 10, entre 1
et 15, entre 1 et 20, entre 1 et 30, entre 1 et 40, entre 1 et 50, entre 1 et 60, entre 1 et
100 cellules. Par exemple, les cellules présentes dans le microcompartiment ont €té
obtenues apres au moins six cycles de division cellulaire aprés I’encapsulation dans
une couche externe d’hydrogel d’au moins 1 cellule, préférentiellement entre 1 et 50
cellules.

Préférentiellement le microcompartiment est obtenu aprés au moins 2 passages apres
I’encapsulation, plus préférentiellement au moins 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 passages.
Chaque passage peut durer par exemple au moins 1 jour, ou entre 2 et 50 jours,
notamment entre 3 et 10 jours.

Préférentiellement la totalité des cellules encapsulées initialement dans le microcom-
partiment avant le premier cycle de division cellulaire représente un volume inférieur a
50% du volume du microcompartiment dans lequel elles sont encapsulées, plus préfé-
rentiellement inférieur a 40%, 30%, 20%, 10% du volume du microcompartiment dans
lequel elles sont encapsulées.

Ainsi, selon I’un mode de réalisation, les cellules présentes dans le microcom-
partiment selon I’invention ont été obtenues apres au moins 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 20, 25, 28, 30 cycles de division cellulaire, apres 1’encapsulation dans
une couche externe d’hydrogel de cellule(s) représentant un volume inférieur a 50% du
volume du microcompartiment dans lequel elles sont encapsulées, plus préféren-
tiellement inférieur a 40%, 30%, 20%, 10% du volume du microcompartiment dans
lequel elles sont encapsulées.

Préférentiellement, dans le microcompartiment selon I’invention, les cellules re-
présentent plus de 50% en volume par rapport au volume du microcompartiment,

encore plus préférentiellement plus de 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% en volume par
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rapport au volume du microcompartiment.

Le microcompartiment selon 1’invention comprend plusieurs cellules, préféren-
tiellement au moins 20 cellules, encore plus préférentiellement au moins 100, au moins
500, au moins 1000, au moins 10000.

Selon un autre objet préféré de I’invention, la capsule est obtenue par I’encapsulation
est réalisée au moyen d’une co-injection réalisée de manicre concentrique via un
injecteur microfluidique formant un jet en sortie d’injecteur constitué¢ du mélange des
différentes solutions utiles, ledit jet se fractionnant en gouttes. Les gouttes sont alors
collectées dans un bain de calcium apte a rigidifier la solution d’hydrogel pour former
la couche externe de chaque microcompartiment.

Selon une variante permettant la formation d’un tube, la co-injection est également
réalisée de manicre concentrique via un injecteur microfluidique, ledit injecteur
comprenant une pointe, ladite pointe étant en contact avec une solution de calcium,
formant un jet en sortie d’injecteur constitué du mélange desdites solutions, ledit jet
formant le tube dans la solution de calcium.

Le microcompartiment selon 1’invention peut également comprendre d’autres
éléments, en particulier un milieu de culture. Le milieu de culture est un milieu adapté
aux cellules présentes dans le microcompartiment selon les connaissances de I’homme
du métier.

Selon un autre objet préféré de I’invention, le microcompartiment comprend au
moins une lumiére ou un lumen. Ladite lumiére peut contenir un liquide, notamment
du milieu de culture et/ou un liquide sécrété par les cellules. Avantageusement la
présence de cette partie creuse permet aux cellules de disposer d’un petit volume
diffusif dont elles peuvent contrdler la composition, favorisant une communication
cellulaire. L.’agencement tridimensionnel en monocouche ou assise cellulaire sphérique
entourant la lumiere ou le lumen central peut €tre €également appelé un cyste.

La lumicere est préférentiellement générée, au moment de la formation du cyste, par
les cellules qui se multiplient et se développent au sein de 1’hydrogel constituant la
couche ou le maillage dans la partie interne du microcompartiment cellulaire.

Selon un autre objet préféré, la couche de cellule, la couche ou le maillage de la
partie interne en hydrogel et la couche externe sont organisées autour de la lumicre,
plus préférentiellement ils sont organisés successivement autour de la lumiere.

La conformation sous forme de cyste permet de réduire les pressions subies par les
cellules souches par rapport aux cultures 2D ou en agrégats. Cette configuration
permet également de diminuer la mortalité cellulaire et d’augmenter le facteur
d’amplification de la culture. Par conséquence cela permet de réduire le nombre de
passages et dissociation nécessaire ; de réduire le temps en culture nécessaire pour

atteindre le nombre de cellules final nécessaire.
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Selon un mode de réalisation, le microcompartiment peut comprendre plusieurs
cystes ou tissus ou micro tissus.

Le microcompartiment cellulaire selon I’invention est préférentiellement, clos ou
partiellement clos, c’est a dire que la couche externe est close ou partiellement close.
Plus préférentiellement le microcompartiment est clos.

Le microcompartiment selon 1’invention peut se présenter sous toute forme en trois
dimensions, ¢’est-a-dire qu’il peut avoir la forme de tout objet de I’espace. Le micro-
compartiment peut avoir n’importe quelle forme compatible avec 1’encapsulation de
cellules. Préférentiellement le microcompartiment selon 1’invention se présente sous
une forme sphérique ou allongée. Il peut avoir la forme d’un ovoide, d’un cylindre,
d’un sphéroide ou d’une sphere. Il peut en particulier se présenter sous la forme d’un
sphéroide creux, d’un ovoide creux, d’un cylindre creux ou d’une sphere creuse.

C’est la couche externe du microcompartiment, c¢’est-a-dire la couche d’hydrogel, qui
confere sa taille et sa forme au microcompartiment selon I’invention. Préféren-
tiellement la plus petite dimension du microcompartiment selon 1’invention est
comprise entre 10 um et 1 mm, préférentiellement entre 100 um et 700 um. Elle peut
étre comprise entre 200 pm et 600 um, notamment entre 300um et 500 um.

Sa plus grande dimension est préférentiellement supérieure a 10um, plus préféren-
tiellement comprise entre 10um et 1m, encore plus préférentiellement entre 10um et
50cm.

Le microcompartiment selon 1’invention peut &tre éventuellement congelé pour Etre
stocké. 11 devra ensuite étre décongelé avant son utilisation.

L’invention a €galement pour objet plusieurs microcompartiments ensemble. Aussi,
I’invention vise aussi un ensemble ou une série de microcompartiments cellulaires tels
que décrits précédemment comprenant au moins un microcompartiment cellulaire
selon I’invention.

L’invention vise aussi un ensemble ou une série de microcompartiments d’au moins
deux microcompartiments cellulaires en trois dimensions, chaque microcompartiment
comprenant au moins une couche externe en hydrogel et a I’intérieur de ladite couche
externe au moins une couche ou maillage en hydrogel et au moins une cellule, dans
lequel au moins un microcompartiment est un microcompartiment selon 1’invention.

L’ensemble de microcompartiments selon 1’invention comprend préférentiellement
entre 2 et 10'¢ microcompartiments.

De facon préférée la série de microcompartiments selon 1’invention est dans un
milieu de culture, en particulier dans un milieu de culture au moins partiellement
convectif.

Selon un mode de réalisation particulierement adapté, ’invention a pour objet un

ensemble de microcompartiments cellulaires dans une enceinte close, telle qu’un bio-
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réacteur, préférentiellement dans un milieu de culture dans une enceinte close, telle
qu’un bioréacteur.

La présence d’une couche externe d’hydrogel et éventuellement d’une couche inter-
médiaire de solution aqueuse isotonique permet une distribution uniforme des cellules
entre les microcompartiments. Par ailleurs cette couche d’hydrogel permet d’éviter les
fusions de microcompartiments qui sont une source majeure de variabilité défavorable
pour ’homogénéité phénotypique des cellules.

Ainsi, le microcompartiment selon I’un des quelconques modes de réalisation pré-
cédemment décrits ou I’ensemble de microcompartiment selon 1’un des quelconques
modes de réalisation précédemment décrits, est également particulicrement adapté pour
étre utilis€ en culture cellulaire, en particulier en culture cellulaire en trois dimensions.
Ceux-ci permettant la production de cellules d’intérét en grande quantité, voire
d’organoide d’intérét, susceptible d’étre utilisé, par exemple dans le cadre de thérapie
cellulaire. Aussi, I’invention se rapporte également a un microcompartiment selon
I’invention ou un ensemble de microcompartiment selon 1’invention, pour son uti-
lisation comme médicament.

Ainsi, le microcompartiment est particulicrement adapté a une utilisation en clinique.

Selon un autre objet, I’invention se rapporte a I’utilisation du microcompartiment
selon I’un des quelconques précédents objets, pour la production de cellules, micro
tissus, tissus, préférentiellement pour la production de telles cellules et/ou tissus a
grande échelle.

Le microcompartiment selon 1’invention peut étre utilisé ¢galement pour la
production de cellules animales ou végétales pour la consommation alimentaire
humaine ou animale. Cette utilisation est particulicrement utile pour créer des
substituts aux produits carnés tels que la viande, dans un objectif de limiter la
consommation de produits carnés.

Procédé de préparation

Le microcompartiment peut &tre obtenu par différents moyens connus de I’Homme
du métier pour préparer des microcompartiments ou capsules.

Selon un autre aspect de ’invention, un procédé de préparation de microcom-
partiments selon I’invention a également ét€ développé par les inventeurs.

Ainsi, un procédé de préparation d’un microcompartiment selon I’invention, particu-

lierement adapté, comprend les €tapes suivantes :

a. mélanger des cellules, éventuellement préalablement incubées dans un milieu
de culture,

b. encapsuler le mélange de 1’étape (a) dans une couche externe d’hydrogel ;

c. cultiver les capsules obtenues a I’étape (b) dans un milieu de culture, préféren-

tiellement dans un bioréacteur, préférentiellement pendant au moins 1 jour,
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préférentiellement de 3 a 50 jours, et
d. optionnellement récupérer les microcompartiments cellulaires obtenus,
caractérisé en ce que, lors de 1’étape (a) et/ou lors de I’étape (b), est ajoutée une
solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique dont le module d’Young est
strictement inférieur au module d’Young de 1’hydrogel utilisé pour former la couche
externe d’hydrogel.

De facon avantageuse, le procédé selon I’invention peut comprendre des étapes sup-
plémentaires. Ainsi, préférentiellement, les cellules sont incubées préalablement a
I’étape de mélange des cellules avec une solution d’hydrogel de module de Young
inférieur a celui de I’hydrogel de la couche externe (ii) dans un milieu de culture
adapté. Ledit milieu de culture comprend préférentiellement au moins un facteur cyto-
protecteur, plus préférentiellement au moins un inhibiteur de 1’apoptose.

L’inhibiteur de I’apoptose peut par exemple €tre un ou plusieurs inhibiteur(s) des
voies RHO/ROCK (« Rho-associated protein kinase »), ou tout autre inhibiteur de
I’apoptose connu de ’homme du métier. L inhibiteur de 1’apoptose doit permettre de
promouvoir la survie des cellules, I’adhérence des cellules a la fibrine au moment de la
formation de la couche externe d’hydrogel.

Le procédé selon I’invention peut comprendre une étape de dissociation des cellules
par une dissociation chimique, enzymatique ou mécanique, préalablement ou simul-
tanément mise en ceuvre a I’étape d’incubation des cellules, elle-méme effectuée préa-
lablement a I’étape a) de mélange. Cette étape est particulicrement importante dans le
cas de cellules adhérentes.

Les cellules encapsulées sont en suspension sous forme de cellules uniques et/ou
d’amas de cellules. De fagon préférée, les cellules uniques représentent moins de 50%
en nombre de la totalité des cellules encapsulées, plus préférenticllement les cellules
uniques sont des cellules hPSC. En effet il est préférable d’encapsuler des amas de
cellules car cela diminue ’apparition de phénomene de mutagénese.

Préférentiellement, 1’étape b) d’encapsulation comprend les sous étapes suivantes :

- mettre en contact le mélange de 1’étape (a) et une solution d’hydrogel destinée
a former la couche externe (i) pour former au moins une goutte, et

- collecter la goutte obtenue dans un bain de calcium apte a rigidifier ladite
solution d’hydrogel pour former la couche externe de chaque microcom-
partiment.

Une fois la couche externe en hydrogel rigidifiée par le bain de calcium, le micro-
compartiment est formé. Celui-ci peut alors €tre rincé. Avantageusement, le module de
Young de I’hydrogel dans la partie interne, qui est inférieur a celui de I’hydrogel de la
couche externe, permet d’éviter/de limiter la rigidification de I’hydrogel dans la partie

interne par le bain de calcium. En particulier, étant donné, le module de Young de
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I’hydrogel dans la partie interne strictement inférieur a celui de 1’hydrogel de la couche
externe, le processus de rigidification par le bain de calcium ne permet pas de rigidifier
I’hydrogel dans la partie interne pendant la durée d’utilisation des capsules et donc de
faciliter la multiplication cellulaire.

Préférentiellement, I’étape b) est réalisée par une co-injection simultanée de la
solution d’hydrogel destinée a former la couche externe (i), du mélange de 1’étape a)
comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’un module de Young strictement
inférieur a celui de I’hydrogel de la couche externe (ii), et optionnellement d’une
solution intermédiaire (iii) comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’un
module de Young strictement inférieur a celui de I’hydrogel de la couche externe (ii) ;
ladite co-injection est réalisée de manicre concentrique via un injecteur microfluidique
ou millifluidique formant un jet en sortie d’injecteur constitué du mélange desdites
solutions, ledit jet se fractionnant en gouttes.

Lorsque la solution intermédiaire (iii) comprend la solution d’hydrogel d’un module
de Young inférieur a celui de ’hydrogel de la couche externe (ii), ladite solution
d’hydrogel (ii) n’est pas présente dans le mélange de I’étape a).

Selon un objet préféré de I’invention, la solution intermédiaire isotonique est une
solution de sorbitol.

Selon un objet de I’invention, le diametre d’ouverture finale de I’injecteur micro-
fluidique est compris entre 50 et 800 um, préférentiellement entre 80 et 240 pum, et le
débit de chacune des solutions est compris entre 0,1 et 2000 mL/h, préférentiellement
entre 10 et 2000 mL/h, plus préférentiellement entre 11 et 100 mL/h.

Selon un variante, I’étape b) est réalisée par co-injection simultanée de la solution
d’hydrogel destinée a former la couche externe (i), du mélange de I’étape a)
comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’un module de Young strictement
inférieur a celui de I’hydrogel de la couche externe (ii), et optionnellement d’une
solution intermédiaire (iii) comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’un
module de Young strictement inférieur a celui de I’hydrogel de la couche externe (ii) ;
ladite co-injection est réalisée de manicre concentrique via un injecteur microfluidique
ou millifluidique, ledit injecteur comprenant une pointe, ladite pointe étant en contact
avec une solution de calcium, formant un jet en sortie d’injecteur constitué¢ du mélange
desdites solutions, ledit jet formant un tube.

Lorsque la pointe de I’injecteur est en contact avec la solution de calcium, le
diametre d’ouverture finale de I’injecteur microfluidique est préférentiellement
compris entre 50 et 1000 um, plus préférentiellement entre 80 et 300 um, et le débit de
chacune des solutions est compris entre 1 et 100 mL/h.

Selon une autre variante de 1’invention, la partie interne comprenant la couche ou le

maillage en hydrogel comprend également au moins un deuxieme hydrogel distinct du



[0165]

[0166]

[0167]

[0168]

[0169]

[0170]

25

premier hydrogel constituant la couche ou le maillage de la partie interne, plus préfé-
rentiellement la fibrine. La fibrine est préférentiellement obtenue a partir de la polymé-
risation du fibrinogéne par un agent de polymérisation du fibrinogeéne, avanta-
geusement ledit agent est la thrombine, ledit agent peut €tre ajouté pendant
I’encapsulation et/ou apres 1’encapsulation.

Aussi, la solution de thrombine est co-injectée avec les autres solutions, celle-ci est
préférentiellement mélangée avec la solution intermédiaire isotonique et la solution de
fibrinogene est mélangée avec le mélange de I’étape a).

Préférentiellement, la concentration du fibrinogeéne est comprise entre 10 et 25 mg/
mL, préférenticllement 14-20 mg/mL, plus préférentiellement 20 mg/mL.

Selon un autre objet de I’invention, la concentration de la thrombine est préféren-
tiellement comprise entre 0.001U/mL et 2U/ml, plus préférentiellement entre
0.01U/mL et 1U/ml, entre 0.01U/mL et 0,05U/ml, encore plus préférentiellement
0,04U/ml. Par « U » on entend une unité d’activité enzymatique (soit la concentration
pour une enzyme) qui représente la quantité d’enzyme nécessaire pour traiter une
micromole de substrat en 1 minute. Etant entendu que la concentration indiquée est
celle dans le mélange. En effet, avantageusement la thrombine est mélangée avec les
autres constituants selon un ratio 1 :1. Aussi, au sein de la capsule, lorsque que la
concentration de la thrombine, avant le mélange, est de 0.01U/ml, la concentration
dans la capsule est de 1’ordre de 0.01U/ml.

Les étapes postérieures a I’encapsulation peuvent &tre mises en ceuvre en 1’absence
d’agitation ou sous agitation. Préférentiellement, les étapes postérieures a
I’encapsulation sont mises en ceuvre sous agitation permanente ou séquentielle. Cette
agitation est importante car elle maintient I’homogénéité de 1’environnement de culture
et évite la formation de tout gradient diffusif. Par exemple, elle permet un controle
homogene de niveau d’oxygénation cellulaire ; évitant ainsi les phénomenes de
nécrose li€ a I’hypoxie, ou de stress oxydatif 1i€ a I’hyperoxie. Par conséquent, elle
évite une augmentation de la mortalité cellulaire et/ou du stress oxydatif.

Préférentiellement, apres 1’étape de culture des capsules obtenues, le procédé
comprend une étape qui consiste a rincer les capsules issues de 1’étape (d), avanta-
geusement de maniere a éliminer le facteur cytoprotecteur, tel que I’inhibiteur de
1’apoptose.

Lorsque, le procédé selon I’invention, comprend une étape de ringage des capsules
obtenues, la solution constituant le bain de calcium est éliminée et remplacée par un
milieu adapté pour la culture des microcompartiments selon I’invention, préféren-
tiellement une solution isotonique, plus préférentiellement un milieu de culture
contenant un inhibiteur de I’apoptose. L’étape de ringage des capsules obtenues est

réalisée apres 1’étape d).
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Dans une variante préférée, le procédé selon 1’invention comprend au moins une 1é-
encapsulation des cellules apres I’étape (d), préférentiellement apres I’étape de ringage
si une telle étape est présente apres 1’étape d). Par « au moins une ré-encapsulation des
cellules », on entend au moins deux cycles d’encapsulations. Préférentiellement chaque
cycle d’encapsulation correspond a un passage. Dans cette variante du procédé (au
moins une ré-encapsulation des cellules apres 1’étape (d) le nombre de divisions cel-
lulaires de 1’ensemble du procédé (pour I’ensemble des passages) est d’au moins 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30 cycles de division cellulaire.

Dans un procédé€ selon I’invention il peut y avoir plusieurs ré-encapsulation, préfé-
rentiellement entre 1 et 100, notamment entre 1 et 10 ré-encapsulation.

Chaque ré-encapsulation peut comprendre :

a. une étape qui consiste a dissocier le microcompartiment ou la série de micro-
compartiments pour obtenir une suspension de cellules ou une suspension
d’amas de cellules ; I’élimination de la couche externe en hydrogel peut étre
réalisée notamment par hydrolyse, dissolution, per¢age et/ou rupture par tout
moyen biocompatible, ¢’est-a-dire non toxique pour les cellules. Par exemple,
I’élimination peut €tre réalisée en utilisant un tampon phosphate salin, un
chélateur d’ions divalents, une enzyme comme 1’alginate lyase si I’hydrogel
comprend de I’alginate et/ou la microdissection laser, et

b. une étape de ré-encapsulation de tout ou partie des cellules ou amas de
cellules dans une capsule d’hydrogel.

La ré-encapsulation est un moyen adapté pour une augmentation de 1’amplification
cellulaire obtenue depuis 1’étape pluripotente, et diminuer les risques de mutation.

Selon un mode de réalisation particulier la ré-encapsulation comprend les étapes

suivantes :
a. éliminer la couche externe en hydrogel,
b. remettre en suspension les cellules qui €taient contenues dans le microcom-

partiment de facon a obtenir des cellules uniques et/ou au moins un ensemble
ou amas de cellules dans un milieu isotonique, préférentiellement un milieu de
culture contenant un inhibiteur de 1’apoptose,

c. encapsuler la suspension de cellules dans une couche d’hydrogel ;
préférentiellement, cultiver les microcompartiments obtenus dans une solution
isotonique contenant un inhibiteur de I’apoptose, préférentiellement un milieu
de culture contenant un inhibiteur de I’apoptose ;

e. préférentiellement, rincer les microcompartiments, avantageusement, de
maniere a éliminer 1’inhibiteur de 1’apoptose ;

f. cultiver les microcompartiments dans une solution isotonique, préféren-

tiellement un milieu de culture, pendant au moins un cycle de division
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cellulaire, et

g. optionnellement récupérer les microcompartiments cellulaires obtenus.
Kit selon I’invention

L’invention se rapporte également a un kit, ledit kit comprenant une solution
d’hydrogel d’un module de Young strictement inférieur a celui de I’hydrogel de la
couche externe (i) et une solution d’hydrogel d’un module de Young supérieur a celui
de I’hydrogel de la couche ou du maillage de la partie interne destinée a former la
couche externe (ii), éventuellement une solution intermédiaire (iii).

Selon un autre aspect, I’invention concerne ’utilisation dudit kit destiné a la pré-
paration d’un microcompartiment selon 1’invention, ledit kit comprenant au moins une
solution d’hydrogel destinée a former la couche externe du microcompartiment (ii) et
une solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique dont le module d’Young est
strictement inférieure a celui utilisé pour former la couche externe (i), et éven-
tuellement une solution intermédiaire (iii). Préférentiellement, ledit kit comprend une
solution d’hydrogel de faible poids moléculaire (i) et une solution d’hydrogel de haut
poids moléculaire (ii), et éventuellement une solution intermédiaire (iii), en particulier
I’hydrogel de faible poids moléculaire est inférieur a celui de I’hydrogel de haut poids
moléculaire.

Selon un autre objet, I’invention concerne €galement un kit comprenant au moins une
solution de d’alginate d’au plus 75kDa, une solution d’alginate compris entre 150 et
250 kDa, une solution isotonique, préférentiellement une solution de sorbitol, une
solution de calcium, un milieu de culture adapté. Selon une variante, ledit kit est un kit
of part.

L’invention est a présent illustrée par des exemples non limitatifs de compositions
selon I’invention et par des résultats.

Exemples

Exemple 1 - Capsule selon un mode de réalisation de I’invention.

Cet exemple décrit un mode de réalisation particulier de I’invention, également re-
présenté en [Fig.2], dans lequel la solution d’alginate a 0,5%, destinée a former la
couche interne en alginate comme substitut de matrice, est ajouté dans la solution de
sorbitol et co-injecté via I’'injecteur microfluidique avec le mélange de cellules dans le
milieu de culture, et avec la solution d’alginate a 2%, destinée a former la couche
externe en alginate.

L’injecteur microfluidique permettant la co-injection des différentes solutions
comprend trois lignes en amont de la buse. La solution comprenant le sorbitol et
I’alginate a 0,5% est injectée dans une ligne « IS ». La solution d’alginate a 2%, et la

suspension de cellules dans le milieu de culture, sont injectées respectivement une
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ligne « A » et une ligne « CS », puis l'encapsulation est réalisée.

Une fois l'encapsulation réalisée, les gouttes sont recueillies dans le bain de CaCl2
permettant la rigidification de 1’alginate a 2% et la formation de la coque d’alginate
formant le microcompartiment ou capsule. Cette solution de CaCl2 comprenant les
capsules est ensuite rincée avec un milieu de culture cellulaire dépourvu de sérum. La
capsule présente alors les caractéristiques suivantes : une couche externe en alginate
ayant un module de Young de I’ordre de 120kPa et une couche interne d’alginate
(substitut de matrice) ayant un module de Young de I’ordre de 1kPa.

Exemple 2 - Capsule selon un mode de réalisation de 1’invention.

Cet exemple décrit un mode de réalisation particulier de I’invention, également re-
présenté en [Fig.3], dans lequel la solution d’alginate a 0,5% destinée a former la
couche interne en alginate comme substitut de matrice est ajouté dans la solution de
sorbitol et co-injecté via I’'injecteur microfluidique avec le mélange de cellules dans le
milieu de culture, et avec la solution d’alginate a 2% destinée a former la couche
externe en alginate.

L’injecteur microfluidique permettant la co-injection des différentes solutions
comprend trois lignes en amont de la buse. La solution comprenant le sorbitol et
I’alginate a 0,5% est injectée dans une ligne « IS ». La solution d’alginate a 2%, et la
suspension de cellules dans le milieu de culture, sont injectées respectivement une
ligne « A » et une ligne « CS ». Dans ce mode de réalisation, la pointe de L’injecteur
microfluidique est mise en contact dans la solution de calcium permettant
l'encapsulation sous forme de tube.

Une fois l'encapsulation réalisée, les tubes sont recueillis dans le bain de CaCl2
permettant la rigidification de 1’alginate a 2% et la formation de la paroi d’alginate
formant le tube. Cette solution de CaCl2 comprenant les tubes est ensuite rincée avec
un milieu de culture cellulaire dépourvu de sérum. Le tube présente alors les caracté-
ristiques suivantes : une paroi externe en alginate ayant un module de Young de I’ordre
de 120kPa et une couche interne d’alginate (substitut de matrice) ayant un module de
Young de I’ordre de 1kPa.

Exemple 3 — Mesure de la viscosité de capsules selon 1’invention et hors invention.

Dans le cadre de cet essai, les inventeurs ont utilisé une lignée cellulaire iPS qui a été
générée selon les standards habituels de la culture iPS en deux dimensions, puis les
cellules ont été décollées des flasques via 'action d'une enzyme, selon les
connaissances de I’Homme du métier, et reprises dans du milieu de culture adapté a la
culture d'iPS.

Les cellules iPS ont ét€¢ mélangées dans un milieu de culture adapté, de fagon a
obtenir une densité de cellules de 1’ordre de 1,5M/ml. La solution d’alginate a 0,5%

destinée a former la couche interne en alginate comme substitut de matrice a été
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mélangée avec une solution de sorbitol. Une solution d’alginate a 2% destinée a former
la couche externe en alginate a également été préparée. Les différentes solutions ont
ensuite été chargées via les lignes dédices et co-injectées simultanément au moyen
d’un injecteur microfluidique. La quantité de cellules encapsulées est de 1’ordre de
0,6%10"6.

Le méme protocole a été mis en ceuvre afin d’obtenir des capsules dépourvues de
matrice extracellulaire exogene et des capsules avec du Matrigel® a la différence que
la solution de sorbitol est injectée seul et la solution d’alginate a 0,5% est remplacée
par une solution de Matrigel®.

De J1 a J5 apres I’encapsulation, les capsules sont vérifiées visuellement. A JS,
I’aspect des cellules, la quantité de cellules, leur viabilité et la pluripotence est
également observé.

La viscosité des constituants de chaque microcompartiment, a ét€ mesurée a I’aide
d’un viscosimetre a bille roulante, mesurant la durée de roulement d'une bille a travers
des liquides opaques et transparents selon le principe de la chute de bille de Hoppler.
Les résultats présentent la viscosité de chaque constituant présent dans chaque type de
microcompartiment comprenant respectivement :

- une matrice extracellulaire de type Matrigel® (Hors Invention),
- une absence de matrice extracellulaire exogene ou de substitut de matrice ex-
tracellulaire, c’est-a-dire uniquement le milieu de culture (Hors Invention),
- une matrice extracellulaire de type alginate (Invention).
Les résultats sont présentés dans le tableau 1 ci-apres.
[Tableaux1]

Capsules/Matrices Viscosité (3 un taus de clsailletent =60 sA-1)

Milieu de culture cellulaire  {1.31 Po

Matrigel® a 4°C 22 Po

Alginate 0.5% 3.0961 Po

Les capsules comprenant uniquement du milieu de culture cellulaire, c’est-a-dire dé-
pourvues de matrice extracellulaire exogene présentent la viscosité la plus faible,
tandis que les capsules a base d’alginate a 0,5% ont une viscosité 2,3 fois plus €levée.
Les capsules a base de Matrigel® présentent, quant a elle, la viscosité la plus €levée.
Toutefois, le Matrigel® est un milieu trés complexe, avec de forte variation de
viscosité au sein de la matrice. Localement la viscosité peut €tre tres élevée ou tres
faible, ce qui implique une viscosité tres hétérogene au sein du Matrigel® et donc une

forte hétérogénéité dans la formation des agrégats cellulaires au sein du Matrigel®. A
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I’inverse, I’alginate présente une viscosité assez proche de celle du milieu de culture,
favorisant la croissance des cellules. De plus, la viscosité est trés homogene entrainant
une bonne distribution des cellules au sein des capsules a base d’alginate.

Exemple 4 — Mesure du pourcentage de capsules vides.

Cet essai vise a comparer le taux d’ensemencement des capsules comprenant
uniquement du milieu de culture, du Matrigel® ou de I’alginate a 0,5% (Invention).
Les capsules sont préparées selon le procédé décrit dans I’exemple 3 et le pourcentage
de capsule vide est mesuré a JO selon la méthode suivante. 10 photos pour chaque
condition sont réalisées. A 1’aide d’un traitement logiciel, par exemple ImagelJ, chaque
photo est analysée afin de compter les capsules vides et pleines (au moins une cellule
dans la capsule), puis le logiciel détermine le rapport entre les deux et multiplie celui-
ci par 100 pour obtenir un pourcentage.

Les résultats sont présentés en [Fig.4]. Les inventeurs ont observé un meilleur ense-
mencement des cellules dans les capsules avec l'alginate a 0,5% par rapport au capsule
de Matrigel® et capsule comprenant uniquement du milieu de culture cellulaire. Cette
matrice a base d’alginate étant plus visqueuse, et la viscosité plus homogene, elle
permet aux cellules de rester en suspension et donc de se répartir uniformément a
l'intérieur de la capsule pendant le processus. A la différence, notamment des capsules
comprenant le Matrigel®, matrice présentant une viscosité tres hétérogene. Ainsi, peu
de capsules selon I’invention sont dépourvues de cellules, ce qui démontre une
meilleure capacité d’ensemencement des cellules dans les capsules selon I’invention et
donc une plus grande proportion de capsules comprenant des cellules et donc par la
suite des cystes, permettant leur utilisation par la suite, notamment en thérapie
cellulaire.

Exemple 5 — Mesure de la taille des capsules et du nombre de cystes par capsule.

Cet essai vise a comparer des capsules comprenant uniquement du milieu de culture,
du Matrigel® ou de I’alginate a 0,5% (Invention). Les capsules sont préparées selon le
procédé décrit dans 1’exemple 3. La taille des capsules est mesurée a JO, par exemple a
I’aide du logiciel ImageJ comprenant un outil de sélection d’aire, et la quantité de
cystes par capsule est mesurée a JO selon la méthode décrite a I’exemple 4.

Les résultats sont présentés dans le tableau 2 ci-apres et en [Fig.5a], [Fig.5b],
[Fig.5c], [Fig.6a], [Fig.6b], [Fig.6c].
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[Tableaux2]
. Taille moyenne des Nombre moyen de cystas
Capsules/matrice capsuies en um?2 détecté/Capsules
Milieu de culture cellulaire 359 2.43
Matrigel 3 £°C 440 7.27
Alginate 3 0.5% 429 5.25
Apres 5 jours de culture, on observe des cellules mortes a 1'intérieur de certaines

capsules lorsqu'elles sont cultivées sans matrice, rendant la couche externe du cyste un
peu irréguliere. Dans les capsules a base de Matrigel®, les cellules se développent ra-
pidement et plus ou moins chaque capsule est remplie d'un agrégat, plusieurs agrégats
peuvent également Etre observées dans les mémes capsules et ils ont tendance a
fusionner pour former un agrégat plus grand. La couche externe du cyste est lisse et
sans cellules mortes. Dans les capsules a base d'alginate a 0,5%, les inventeurs ont
également observé plusieurs agrégats dans les mémes capsules, moins de cellules
mortes par rapport a la condition sans matrice. mais une structure plus petite par
rapport au Matrigel®. Le lumen est toujours visible apres 5 jours de culture. La taille
moyenne des capsules a base de Matrigel® et a base d’alginate a 0,5% est similaire
permettant aux cellules de se multiplier correctement. Enfin, les inventeurs ont observé
un plus grand nombre de cystes dans les capsules a base d’alginate que les capsules a
base de milieu de cellulaire.

Exemple 6 — Mesure de 'amplification et de la pluripotence apres 5 jours de culture.

Cet essai vise a comparer des capsules comprenant uniquement du milieu de culture,
des capsules a base de Matrigel® ou des capsules a base d’alginate a 0,5% (Invention).
Les capsules sont préparées selon le procédé décrit dans I’exemple 3. L’amplification
et la pluripotence des cellules présentent dans chaque type de capsule est mesurée a JS
selon la méthode suivante. Le rapport du nombre de cellules encapsulées a JO avec le
nombre de cellules obtenues (et vivantes) a J5 est déterminé. A J5, les capsules sont
dissoutes et les agrégats dissociés, puis les cellules sont comptées.

Les résultats sont présentés en [Fig.7].

A J7, les inventeurs ont observé une meilleure amplification des cellules cultivées
dans les capsules a base d’alginate 0.5% comparé aux cellules cultivées dans les
capsules sans matrice. Dans les capsules a base de Matrigel®, le facteur
d'amplification est plus élevé que dans les deux autres conditions mais la variabilité
entre les expériences est également beaucoup plus élevée, ce qui est incompatible avec

I’ utilisation de cette technologie en clinique.
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En ce qui concerne la pluripotence, a J7, les inventeurs ont également observé un
pourcentage moyen de cellules positives pour Oct4/Nanog dans l'alginate 0.5% plus
faible par rapport a la condition Matrigel®, mais plus €levé par rapport a la condition
sans matrice. La variabilité d'une expérience a l'autre est également réduite avec
l'alginate 0.5%.

Par conséquent, les capsules selon I’invention protegent les cellules et agrégats des
contraintes mécaniques d’une culture en bioréacteur, avec I’apport de la coque pro-
tectrice d’une part mais aussi avec 1’hydrogel comme substitut de matrice dans la
capsule qui fournit un maillage protecteur supplémentaires aux cellules et agrégats. Ce
maillage est suffisamment lache pour permettre également la migration et

I’amplification des cellules tout en maintenant leur caractére pluripotent.
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Revendications

Microcompartiment cellulaire en trois dimensions comprenant :

- une couche externe en hydrogel, et

- une partie interne comprenant au moins une cellule et au moins une
couche ou un maillage en hydrogel d’origine végétale ou synthétique,
ledit microcompartiment ne comprenant pas de cellules souches em-
bryonnaires d’étres humains,

caractérisé en ce que le module de Young de I’hydrogel dans la partie
interne est strictement inférieur au module de Young de I’hydrogel de la
couche externe.

Microcompartiment cellulaire selon la revendication précédente, ca-
ractérisé en ce que la couche ou le maillage en hydrogel de la partie
interne est juxtaposé au moins partiellement a la face interne de la
couche externe.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que le module de Young de 1’hydrogel dans
la partie interne est compris entre 0,01 et 200kPa, préférentiellement de
0,1 et 60 kPa.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que le module de Young de 1’hydrogel dans
la partie interne est compris entre 0,1 et SkPa.

Microcompartiment cellulaire selon la revendication précédente, ca-
ractérisé en ce que le module de Young de 1’hydrogel de la couche
externe est supérieur a 10kPa, préférentiellement supérieur a 60kPa.
Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que 1’hydrogel de la couche externe et/ou
dans la partie interne est de 1’alginate ou comprend au moins de
I’alginate.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que la partie interne comprend également au
moins un milieu de culture.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes caractérisé en ce que la partie interne comprend au moins une
couche de cellules.

Microcompartiment cellulaire selon la revendication précédente ca-
ractérisé en ce que la couche ou le maillage en hydrogel de la partie

interne est agencée entre la couche externe en hydrogel et ladite au
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moins une couche de cellules.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que la couche ou maillage en hydrogel de la
partie interne comprend au moins une séquence peptidique.
Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que la couche ou maillage en hydrogel de la
partie interne, en plus de I’hydrogel d’origine végétale ou synthétique
comprend au moins un autre hydrogel choisi parmi la fibrine, le
collagene, la fibronectine, 1'entactine, 'acide hyaluronique, et la
laminine.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que le microcompartiment est clos.
Microcompartiment selon I’une des précédentes revendications, ca-
ractérisé en ce que le microcompartiment a la forme d’un ovoide, d’un
cylindre, d’un sphéroide, d’une sphere ou d’une larme.
Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que la ou les cellules présentes dans la partie
interne sont choisies parmi les cellules eucaryotes humaines, animales et
végétales.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des précédentes reven-
dications, caractérisé en ce que la ou les cellules présentes dans la
parties interne sont des cellules pluripotentes et/ou des progéniteurs et/
ou des cellules en cours de différenciation et/ou des cellules diffé-
renciées.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que la partie interne du microcompartiment
comprend au moins une couche de cellules et au moins une lumiére, et
en ce que la couche de cellules, la couche ou maillage en hydrogel de la
partie interne et la couche externe sont successivement organisées
autour de ladite lumiere.

Microcompartiment cellulaire selon I’une des revendications pré-
cédentes, caractérisé en ce que la partie interne du microcompartiment
comprend au moins un agrégat de cellules et/ou un micro tissu cellulaire
en trois dimensions.

Ensemble de microcompartiments cellulaires en trois dimensions, ca-
ractérisé en ce qu’au moins un microcompartiment est un microcom-
partiment selon 1’une des revendications précédentes.

Microcompartiment cellulaire selon 1’une des revendications 1 a 17 ou
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ensemble de microcompartiments cellulaires selon la revendication 18
pour son utilisation comme médicament.

Utilisation d’un microcompartiment selon I’une des revendications 1 a
17 ou ensemble de microcompartiments cellulaires selon la reven-
dication 18 pour fabriquer des micro tissus

Procédé de préparation d’un microcompartiment cellulaire selon I’une

des revendications 1 a 17, comprenant les étapes suivantes :

a. mélanger des cellules, éventuellement préalablement incubées
dans un milieu de culture,

b. encapsuler le mélange de I’étape (a) dans un hydrogel destiné
a former la couche externe d’hydrogel

c. cultiver les capsules obtenues a 1’étape (b) dans un milieu de
culture, préférentiellement dans un bioréacteur, préféren-
tiellement pendant au moins 1 jour, encore plus préféren-
tiellement de 3 a 50 jours, et

d. optionnellement récupérer les microcompartiments cellulaires

obtenus,

caractéris€ en ce que, lors de I’étape (a) et/ou lors de I’étape (b), est
ajoutée une solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique dont
le module de Young est strictement inférieur au module de Young de
I’hydrogel utilisé pour former la couche externe d’hydrogel.

Procédé selon la revendications précédente, caractérisé en ce que I’étape
b) est réalisée par co-injection simultanée d’une solution d’hydrogel
destinée a former la couche externe (i), du mélange de 1’étape a)
comprenant éventuellement la solution d’hydrogel d’origine végétale ou
synthétique dont le module de Young est strictement inférieure a celui
de I’hydrogel utilisé pour former la couche externe (ii), et option-
nellement d’une solution intermédiaire (iii) comprenant éventuellement
la solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique dont le module
de Young est strictement inférieur a celui de 1’hydrogel utilisé pour
former la couche externe ; ladite co-injection est réalisée de maniere
concentrique via un injecteur microfluidique ou millifluidique formant
un jet en sortie d’injecteur constitué du mélange desdites solutions, ledit
jet se fractionnant en gouttes.

Procédé selon la revendication précédente, caractérisé en ce que le

diametre d’ouverture finale de I’injecteur microfluidique est compris
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entre 50 et 800 pum, préférenticllement entre 80 et 240 pm, et le débit de
chacune des solutions est compris entre 10 et 2000 mL/h, préféren-
tiellement entre 11 et 100 mL/h.

Procédé selon la revendication 21, caractérisé en ce que I’étape b) est
réalisée par co-injection simultanée de la solution d’hydrogel destinée a
former la couche externe (i), du mélange de 1’étape a) comprenant éven-
tuellement la solution d’hydrogel d’origine végétale ou synthétique dont
le module de Young est strictement inférieur a celui de I’hydrogel utilisé
pour former la couche externe (ii), et optionnellement d’une solution in-
termédiaire (iii) comprenant éventuellement la solution d’hydrogel
d’origine végétale ou synthétique dont le module de Young est
strictement inférieur a celui de ’hydrogel utilisé pour former la couche
externe ; ladite co-injection est réalisée de manicre concentrique via un
injecteur microfluidique ou millifluidique, ledit injecteur comprenant
une pointe, ladite pointe étant en contact avec une solution de calcium,
formant un jet en sortie d’injecteur constitué du mélange desdites
solutions, ledit jet formant un tube.

Procédé selon la revendication précédente, caractérisé en ce que le
diametre d’ouverture finale de I’injecteur microfluidique est compris
entre 50 et 1000 um, préférentiellement entre 80 et 300 um, et le débit
de chacune des solutions est compris entre 1 et 100 mL/h.

Utilisation d’un kit destiné a la préparation d’un microcompartiment
selon I’une des revendications 1 a 17, ledit kit comprenant au moins une
solution d’hydrogel destinée a former la couche externe du microcom-
partiment (i) et une solution d’hydrogel d’origine végétale ou syn-
thétique dont le module de Young est strictement inférieur a celui de

I’hydrogel utilisé pour former la couche externe (ii).
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[Fig. 1]

v




2/4

[Fig. 3]
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