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Le rein autoconstruit
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Résumé

Le rein est un des organes les plus difficiles a reconstruire a cause de la complexité de sa structure et de I’hété-
rogénéité morphologique et fonctionnelle des cellules qui le constituent. Comme pour les autres organes les
recherches se sont focalisées sur, d’une part, les matrices servant de support a la recellularisation : synthéti-
ques, biodégradables ou biologiques. Les matrices extracellulaires sont les plus prometteuses. Des reins de sou-
ris, rats, porcs ou encore de primates ont pu étre décellularisés permettant d’obtenir une structure extracellu-
laire vascularisée servant de support a la recellularisation. D autres part, les recherches se sont focalisées sur la
source de cellules a utiliser pour reconstituer le parenchyme : cellules souches embryonnaires, cellules souche
progeénitrices, cellules souches adultes issues de la moelle osseuse ou du parenchyme rénal lui-méme. Le né-
phron se développe a partir des effets d’induction réciproques du bourgeon urétéral et du blasteme métané-
phrogéne qu’il est possible de reproduire in vitro.

Ces travaux laissent espérer la possibilité de « fabriquer » un rein a partir de cellules autologues en vue de la
transplantation tout en répondant a la pénurie d’organes et a la toxicité des agents immunosuppresseurs. En
attendant, d’autres recherches sur le rein « bio-artificiel » associent, au systeme conventionnel de filtration du
rein artificiel, un bioréacteur contenant des cellules rénales épithéliales dérivées de tubules rénaux humains.
Elles conservent leur fonction de réabsorption, métabolique et endocrinologique. Elles font I’objet d’essais
cliniques.

Abstract

Whole-organ engineering of the kidney is particularly difficult because of its structural complexity and the mor-
phological and functional heterogeneity of renal cell types. As for other organs, research is focused on matrix to
support recellularization : synthetic, biodegradable or biological. Extracellular matrix as a biological scaffold is
the most promising. Rodent, porcine and rhesus monkey kidneys have been decellularized to obtain scaffolds
with preserved extracellular matrix and vasculature. Research is also focused on source of cells for recellulariza-
tion : embryonic stem cells, fetal cells, adult-derived stem cells, progenitor cells, adult-derived inducible, pluri-
potent stem cells were used. Nephron development is the result of mutual inducive interactions between the
urethral bud and the metanephric mesenchyme. This biological development can be reproduced in vitro.

Based on these principles, the concept of ex-vivo “fabrication” of the kidney that could be implanted with no
risk of rejection as a therapy for chronic send failure appears ultimately feasible.

At present, another research concerns the use of a renal assisted device - the bioartificial kidney - using a biore-
actor unit containing renal epithelial cells derived from the tubules that maintain their reabsorption, metabolic
and endocrinologic functions. Phase Il clinical trials were completed with encouraging results.

Développer in vitro ou construire ex vivo un organe & partir de
cellules provenant du méme individu fait partie de I’imagi-
naire de tous les transplantologistes. Une réponse serait ap-
portée au nombre insuffisant de donneurs et aux complica-
tions de I’'immunosuppression. La médecine régénérative offre
déja des résultats prometteurs dans le domaine de I’ingénie-
rie tissulaire (peau, cornée, artéres, valves cardiaques, vagin,
uretre, vessie...) (1-3). Représente-t-elle I’avenir de la trans-
plantation d’organes ? (4, 5) Peut-étre, car médecine régéné-
rative et transplantation poursuivent le méme objectif : rem-
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placer un organe défaillant par son identique neuf et fonc-
tionnel. Les progres significatifs de la recherche rendent
cette perspective de moins en moins utopique pour des orga-
nes comme le cceur, le foie, le poumon et, peut étre, le pan-
créas ou le rein. Le rein est I’'un des organes les plus difficiles
a reconstruire de par la complexité de sa structure et I’hété-
rogénéité morphologique et fonctionnelle des cellules qui le
constituent. Ceci explique le petit nombre de publications
concernant la reconstruction rénale dans le cadre de travaux
encore a leurs débuts avec deux pistes principales :
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e reproduire, in vitro, étape par étape, le développement
embryologique du parenchyme rénal ;

e construire un rein, ex vivo, a partir d’'une matrice extracel-
lulaire en la recellularisant avec des cellules provenant du
futur receveur. Cette piste semble prometteuse aprés les
travaux de Doris Taylor qui a publié pour la premiére fois en
2008 « la reconstruction » d’un organe fonctionnel, le cceur,
chez le rat (6), puis chez le porc.

Reconstruction rénale : deux pistes

Développement in vitro du parenchyme rénal

Cette méthode laisserait espérer la fabrication suivie de I’im-
plantation d’un tissu rénal fonctionnel résultant de la recom-
binaison de cultures cellulaires issues du canal de Wolff, du
bourgeon urétéral et du blastéme métanéphrogéne. Le déve-
loppement embryologique du rein est déterminé par les inte-
ractions entre le bourgeon urétéral, structure épithéliale d’o-
rigine ectodermique et le blasteme métanéphrogéne, struc-
ture mésenchymateuse d’origine mésodermique. Le bourgeon
urétéral issu du canal de Wolff pénétre le blastéme métané-
phrogene sous I’influence de facteurs de croissance provenant
de ce dernier au cours de la métanéphrogenése. Le blasteme
métanéphrogene induit la bifurcation du bourgeon urétéral
qui induit a son tour I’agrégation des cellules du blasteme en
vésicules qui vont s’épithélialiser pour former les tubules
rénaux et finalement I’ensemble du néphron depuis la capsule
de Bowman jusqu’au tubule proximal contourné (loop de Hen-
1é) et au tubule contourné distal incluant la portion reliée au
réseau de collection de I’urine. La vascularisation qui reléve
de I’angiogenése classique est encore un probléme a résou-
dre. Des chercheurs se sont attachés a reproduire ces diffé-
rentes étapes en utilisant des bourgeons urétéraux prélevés
chez des embryons de rats ou des cellules progénétrices culti-
vées dans un gel tridimensionnel en présence de facteurs de
croissance (7). Il en résulte une structure rénale primordiale,
capable de survivre et de secréter un filtrat urinaire. Ce tissu,
implanté sous la capsule rénale de souris « nude », a pu étre
observé pour des périodes allant jusqu’a cing semaines. Les
examens histologiques ont mis en évidence la présence de
structures ayant des apparences de glomérules partiellement
vascularisés. Reste a démontrer leur capacité a produire de
I’urine concentrée et a remplir les autres fonctions du rein
(8). L’implantation de nouveaux néphrons pourrait ouvrir la
voie de la réparation d’un rein malade. Mais I’incorporation
de ces néphrons au sein d’un tissu fibreux et leur connection
a la voie excrétrice, est tres incertaine. Une autre question
essentielle est celle des cellules a utiliser et de leur immuno-
génicité si elles sont allogéniques.

Construction d’un rein ex vivo a partir d’une
matrice extracellulaire

Le principe est de décellulariser un organe pour obtenir une
matrice extracellulaire conservant ses caractéristiques en
termes de contenu en protéines et facteurs de croissance,
puis de la recellulariser en introduisant des cellules souches
embryonnaires ou foetales, voire des cellules souches adultes.
L’avantage de cette méthode est de maintenir un systéme de
vascularisation de I’organe qui permettra d’effectuer les sutu-
res vasculaires nécessaires a sa réimplantation chez un rece-
veur. Alors que de nombreuses publications traitent d’organes
comme le cceur, le foie ou le poumon, la littérature concer-
nant le rein est relativement pauvre méme si des expériences
ont été conduites chez le rat, le porc ou le macaque rhésus.
La premiere démonstration de la faisabilité de la technique a
été apportée par Ross (9) chez le rat. Son équipe a ensemen-

cé des matrices extracellulaires avec des cellules souches
embryonnaires injectées par I’artére rénale ou I’'uretére. Une
perfusion pulsatile du milieu de culture, sans ajout de facteur
de croissance, maintenait 270 a 300 battements par minute et
une pression d’environ 120/180 mmHg. La température du
milieu de culture était de 37 degrés C° et son pH ajusté a 7,4.
Les cellules ensemencées se différencient en structures glo-
mérulaires, tubulaires et vasculaires. Elles perdent progressi-
vement leur phénotype embryonnaire comme le montre I’ap-
parition de marqueurs immunohistochimiques (Pax-2 et Ksp-
Cadherin) normalement exprimés par le bourgeon urétéral, le
blastéme métanéphrogene et le tubule distal lors des dernie-
res étapes de leur développement. La formation de la lumiere
des tubules s’explique par I’apoptose des cellules qui ne sont
pas en contact avec la membrane basale.

L’équipe du Wake Forest Institute (10) a travaillé sur des foies
et des reins de rat et de porc. Leurs travaux se sont concen-
trés sur les techniques de décellularisation permettant d’a-
boutir & des matrices extracellulaires conservant I’architec-
ture de leur réseau artériel, capillaire et veineux.

Nakayama a décellularisé des tranches de reins prélevés sur
des macaques depuis le foetus jusqu’a I’adulte en passant par
les ages intermédiaires avec pour objectif I’optimisation des
techniques de décellularisation et de recellularisation in vi-
tro. lls ont mis en évidence I’apparition de marqueurs type
Pax-2 et Vimentim aprées implantation des cellules provenant
de reins de feetus (11).

Prospectives

Encore a leur début, ces recherches sur la construction du
rein soulévent de nombreuses questions concernant la prépa-
ration de la matrice extracellulaire et les sources de cellules
destinées a sa recellularisation (12).

Préparation de la matrice extracellulaire

Les matrices biologiques ont fait la preuve de leur supériorité
sur les matrices synthétiques parfois utilisées en ingénierie
tissulaire. Pour le rein, les matrices les plus employées sont
allogénigues méme si des matrices xénogéniques pourraient
I’étre aussi avec les problemes spécifiques qu’elles pose-
raient.

Les matrices extracellulaires offrent un espace tridimension-
nel a la recellularisation. Elles sont constituées, sur le plan
structurel et fonctionnel, d’un mélange de molécules conser-
vant les spécificités chimiques, métaboliques et mécaniques
de I’organe dont elles dérivent. Elles fournissent ainsi des
conditions favorables a la différenciation et a la prolifération
des cellules ensemencées. Elles représentent un substrat
d’adhésion cellulaire sans lequel la majorité des cellules en-
semencées disparaitraient tout en permettant I’apport com-
plémentaire d’éléments bio-actifs comme les peptides d’ad-
hésion cellulaires et les facteurs de croissance.

Précédée d’une perfusion d’eau déionisée, la décellularisa-
tion est habituellement obtenue par perfusion intra-artérielle
et/ou intra-urétérale d’une solution contenant 1 % de TritonX-
100 et 0,1 % d’hydroxyde d’ammonium ou du Sodium Dodecyl
Sulphate. Elle entraine la disparition de tous les éléments
cellulaires du parenchyme rénal laissant en place la plupart
des éléments de la matrice extracellulaire et ceux du systeme
vasculaire comme le confirme les biopsies et les angiogra-
phies. D’autres méthodes de décellularisation peuvent étre
utilisées avec d’autres agents chimiques ou enzymatiques
ainsi que des agents physiques (congélation, agitation mécani-
que, ultrasons...).
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Source de cellules pour la recellularisation

Plusieurs types de cellules souches ou de cellules progénitri-
ces ont été utilisées, qu’il s’agisse de cellules souches em-
bryonnaires, foetales, adultes ou progénitrices et plus récem-
ment de cellules souches pluripotentes (12).
e Les cellules souches embryonnaires représentent une source
idéale de par leur capacité a proliférer alors qu’elles sont
encore indifférenciées et a se différencier en plusieurs ty-
pes cellulaires : ectodermiques, mésodermiques et endoder-
migues. Sans aborder les questions éthiques, leur utilisation
apparait cependant limitée par leur caractére allogénique
susceptible d’entrainer une réponse immunitaire et leur
rejet ainsi que par le risque de formation de tératomes in
vivo. Ces obstacles pourraient étre levés par les techniques
de transfert nucléaire a partir de cellules somatiques du
receveur. Celles-ci doivent cependant progresser encore
avant de devenir applicables.

Les cellules feetales conservent leur capacité de proliféra-

tion et se différencient facilement sans faire courir de ris-

que d’induction de tératomes in vivo. De nombreuses publi-
cations traitent de leur application en ingénierie tissulaire
chez I’animal mais leur utilisation reste trés controversée.

Le liquide amniotique représente une alternative. |l

contient de nombreuses cellules souches ou progénitrices

ainsi que des cellules cutanées reprogrammables en cellules
souches pluripotentes (13). Elles ont fait I’objet de nom-
breuses études. Actuellement, plusieurs essais cliniques sont
en cours dans les domaines de I’ingénierie tissulaire des
voies aériennes supérieures, de la réparation osseuse et en

urologie (1).

Les cellules souches pluripotentes induites résultent de la

« reprogrammation » génétique de cellules adultes. La fai-

sabilité en a été démontrée chez le rat comme chez

I’homme. Evitant de faire appel a des embryons, elles pour-

raient fournir une source idéale de cellules de par leur ca-

ractere autologue et leur faculté a proliférer en grand nom-

bre. Elles sont utilisées dans la construction d’artéres, d’é-

pithélium des voies aériennes ou de tissus complexes

comme le parenchyme hépatique.

e Les cellules souches adultes ou progénitrices sont présentes
dans la plupart des tissus ainsi que dans la moelle osseuse et
le sang (y compris celui du cordon ombilical). Leur potentiel
de prolifération et de différenciation est plus limité, ren-
dant leur utilisation pour la construction de tissus com-
plexes plus difficile.

e Les cellules souches ou progénitrices présentes dans la plu-
part des organes sont une autre source de cellules pouvant
étre utilisées pour I’organogénese in vitro qu’il s’agisse du
cceur, du poumon, du foie, du pancréas ou du rein. Considé-
rées comme des outils ou du matériel de réparation des
organes correspondants, elles restent cependant tres diffici-
les a maintenir en culture et a faire proliférer.

Recellularisation

Le type et le nombre de cellules a ensemencer varient avec
I’organe & reconstruire. A I’évidence les cellules spécifiques
du parenchyme a reconstruire sont indispensables. D’autres
types de cellules, comme des cellules endothéliales et des
fibroblastes, sont nécessaires car elles favorisent le phéno-
type fonctionnel des cellules parenchymateuses et contri-
buent a I’organisation structurelle du tissu. La matrice du
systeme vasculaire de I’organe a reconstruire doit étre ré-
endothélialisée pour orienter le flux sanguin et éviter la
thrombose. En co-culture les fibroblastes améliorent la fonc-
tion des cellules parenchymateuses in vitro et in vivo.

Le nombre de cellules a utiliser dépend de I’organe a recons-
truire mais la prolifération in vitro et ex vivo peut prendre
des semaines avant qu’elles ne se développent complétement
dans la matrice. Les méthodes d’ensemencement pour la re-

cellularisation s’inspirent de celles utilisées en thérapie cellu-
laire. La solution la plus pratique semble étre I’injection in-
tra-artérielle ou intraportale pour le foie ou la perfusion,
continue ou pulsatile. Cette stratégie d’ensemencement mé-
rite d’étre précisée pour d’autres organes avant d’étre appli-
quée au rein.

L’utilisation d’un systeme de perfusion extracorporel pulsatile
ou continu - un bioréacteur - est indispensable pour apporter
aux cellules de I’oxygéne et maintenir le perfusat a une tem-
pérature constante et satisfaisante (32°C semble étre I’idéal
pour le parenchyme rénal). L’apport en oxygéne peut relever
de globules rouges ou de sang complet ajoutés au perfusat.
Les liquides de perfusion dérivent des milieux de cultures
utilisées pour les cellules concernées. lls contiennent des
facteurs de croissance ou autres molécules plus spécifiques a
chaque organe.

Une autre possibilité de recellularisation est la transplanta-
tion de I’organe decellularisé chez le receveur en espérant
que la recellularisation se produira directement a partir des
cellules du receveur (3).

Conclusion

De trées nombreux probléemes restent a résoudre avant de fa-
briquer ou de construire un organe et notamment un rein a
partir d’une matrice extracellulaire. D’ailleurs, aucun des
organes « autoconstruits » chez I’animal n’ont fait la preuve
de leur capacité a assurer pour plus de quelques heures une
fonction vitale chez le receveur.

Pour le rein, aucune transplantation n’a encore été rapportée
alors qu’elle représente I’enjeu principal de la recherche
dans ce domaine. Cet objectif reste plausible méme s’il appa-
rait encore trées lointain. Nous sommes encore loin des appli-
cations cliniques : c’est ce qui a poussé certains chercheurs a
s’orienter vers I’amélioration du rein artificiel en lui associant
des cellules épithéliales rénales. Ces cellules dérivées du tu-
bule rénal peuvent compléter la fonction de filtration réab-
sorption par leurs caractéristiqgues métaboliques, endocrinolo-
giques et immunomodulatrices (réabsorption du glucose, des
acides aminés, de I’eau ; régulation de la concentration en
sodium, potassium, phosphore et équilibre acide-base ; sécré-
tion d’érythropoiétine, rénine, prostaglandine, vitamine D).
Le rein bio-artificiel ainsi réalisé a fait I’objet d’essais clini-
ques phase | et Il démontrant son intérét chez les patients a
insuffisance rénale aigué terminale (14) et la nécessité de
poursuivre la recherche dans ce domaine.
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