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La recherche fondamentale au service de la recherche appliquée

¢ La production de plaquettes a grande échelle est aujourd’hui possible

* Accumulation des connaissances des mécanismes moléculaires et cellulaires qui sous-tendent la biogénéese des
plaquettes

Proliferation Differenciation maturation plateletrelease

Mature

* Développement Biotechnologiques

Bioreacteur => Facilite la production de PC a grand échelle
Edition de génes => favorise la diversité d’ application de I'utilisation des PC
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Les plaquettes de culture : un nouvel outil de biothérapie

Les applications possibles

1. Transfusion
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Les concentrés plaquettaires sont sujets a des tensions logistiques

¢ Pourquoi des tensions logistiques sur les CP

* Veillissement de la population
(chimiothérapie, radiothérapie...)

* Conservation limitée desCP : 7 js

e Tensions saisonniéres : congés scolaires, pandémie...

** Emergence d’un nouvel argument en soutien d’une producion de PC

 Demande croissante en CP phénotypés => vers une transfusion personnalisée
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Les concentrés plaquettaires sont sujets a des tensions logistiques

¢ Pourquoi des tensions logistiques sur les CP

* Veillissement de la population
(chimiothérapie, radiothérapie...)

* Conservation limitée desCP : 7 js

e Tensions saisonniéres : congés scolaires, pandémie...

** Emergence d’un nouvel argument en soutien d’une producion de PC

 Demande croissante en CP phénotypés => vers une transfusion personnalisée

Des plaquettes de culture pour toutes les indications transfusionnelles?
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Les concentrés plaquettaires sont sujets a des tensions logistiques

¢ Pourquoi des tensions logistiques sur les CP

* Veillissement de la population
(chimiothérapie, radiothérapie...)

* Conservation limitée desCP : 7 js

e Tensions saisonniéres : congés scolaires, pandémie...

** Emergence d’un nouvel argument en soutien d’une producion de PC

 Demande croissante en CP phénotypés => vers une transfusion personnalisée

Des plaquettes de culture pour toutes les indications transfusionnelles?
=> Non : colt d’'un CP issu de plaquettes de culture est 6X>aux CP issus de
donneurs
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Les concentrés plaquettaires sont sujets a des tensions logistiques

¢ Pourquoi des tensions logistiques sur les CP

* Veillissement de la population
(chimiothérapie, radiothérapie...)

* Conservation limitée desCP : 7 js

e Tensions saisonniéres : congés scolaires, pandémie...

** Emergence d’un nouvel argument en soutien d’une producion de PC

 Demande croissante en CP phénotypés => vers une transfusion personnalisée

Des plaquettes de culture pour toutes les indications transfusionnelles?
Non : colt d’un CP issu de plaguettes de culture est 6X> aux CP issus de donneurs

=> Utilisation des PC circonscrite aux impasses transfusionnelles : ER et thrombopénies néonatales

efs.sante.fr ETABLISSEMENT FRANGAIS DU SANG - SFTH-02/10/25
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Les concentrés plaquettaires sont sujets a des tensions logistiques

¢ Pourquoi des tensions logistiques sur les CP

* Veillissement de la population
(chimiothérapie, radiothérapie...)

o oS
* Conservation limitée desCP : 7 js 6"

* Tensions saisonniéres : congés scol~’ \QE “e

¢ Des arguments noi»- aﬂo‘\c producion de PC
e Demande croissant weg -s =>vers une transfusion personnalisée

Des plaquettes de culture pour toutes les indications transfusionnelles?
Non : colt d’un CP issu de plaguettes de culture est 6X> aux CP issus de donneurs

=> Utilisation conscrite des PC aux impasses transfusionnelles : ER et thrombopénies néonatales
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Les plaquettes de culture : un nouvel outil de biothérapie

Les applications possibles

1. Transfusion
2. Cargo
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Les plaquettes cargo : une alternative innovante

s Plaquettes cargo : manipulation génétique des MKs pour produire des plaquettes génétiquement
modififées
— Expression de protéines spécifiques pour des applications thérapeutiques

Ex: des plaquettes « anti-tumorales »

Check point immunitaire

2
¢ @

drogue
Cell tumorale

Plaquette cargo

(Zhang X, Adv Mat, 2020)
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Les plaquettes cargo : une alternative innovante

s Plaquettes cargo : manipulation génétique des MKs pour produire des plaquettes génétiquement
modififées
— Expression de protéines spécifiques pour des applications thérapeutiques

Ex: des plaquettes « anti-tumorales »

Check point immunitaire

~ Les plaquettes cargo :
/ . PDL1 quelles opportunités thérapeutiques?
‘ 0.,.,1 Cancer
drogue Maladies neurologiques

Cell tumorale ) i
Maladies auto-immunes

Plaquette cargo

(Zhang X, Adv Mat, 2020)
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Les plaquettes cargo : une alternative innovante

s Plaquettes cargo : manipulation génétique des MKs pour produire des plaquettes génétiquement
modififées
— Expression de protéines spécifiques pour des applications thérape'-

Ex: des plaquettes anti-tumorales
(’&/ NG
Check point imm:*- e

0° . té
/ /\ 6\9 Les plaquettes cargo : quelles opportunités
PDL1 P

‘ thérapeutiques?
‘ CPD Cancer

drogue Maladies neurologiques
Cetl tumorale ) i
Maladies auto-immunes

Plaquette cargo

(Zhang X, Adv Mat, 2020)
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Les plaquettes de culture : un nouvel outil de biothérapie

Les applications possibles

1. Transfusion

2. Cargo
3. Nanoparticules recouvertes de membranes plaquettaires
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Des nanoparticules recouvertes de plaquettes pour des thérapies ciblées

** Nanoparticules avec biointerface plaquettaire
Prolongation de la durée de vie

Biocompatibilité : éviter la clairance médiée par les cellules immunes
Meilleur ciblage => + manipulations génétiques

Nano Particules + membrane plaquettaire
(avec modif génétique) Drug délivery

< oo °
nanoparticles . 4
P Nanoemulsion o °

7

Nanoparticules avec biointerface plaquettaire :
quelles opportunités thérapeutiques?

Thérapies
anti-inflammatoires
anti-thrombotiques
Anti-tumorales

Liposome Micelle

efs.sante.fr



Les plaquettes de culture : un nouvel outil de biothérapie

Les applications possibles

1. Transfusion

2. Cargo

3. Nanoparticules recouvertes de membranes plaquettaires
4. Lysats/PRP/EVs
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Des lysats plaquettaires pour quelles applications?

Supplément de
Culture cellulaire:
Remplace le SVF dans les
milieux de thérapie cellulaire

Proteins

Growth factors,
Enzymes

Réparation tissulaire :

Adhesion and
coagulation
molecules

Platelet

lysate
+EVs

Immunological
molecules and
antimicrobials

Mineral salts

Medecine régénérative:
neuroprotection et la neuro-
restauration dans des
modeéles de maladie de
Parkinson et de traumatisme
cranien

efs.sante.fr
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Des lysats plaquettaires pour quelles applications?

‘upplément de
*ure cellulaire:
2 le SVF dans les
‘hérapie cellulaire

Medecine régénérative:
neuroprotection et la neuro-
restauration dans des
modéles de maladie de
Parkinson et de traumatisme
cranien

efs.sante.fr
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Accéder aux applications utilisant des plaquettes de culture

Produire des plaquettes in vitro

efs.sante.fr ETABLISSEMENT FRANGAIS DU SANG - SFTH-02/10/25 18



Etape 1 : identifier des sources de cellules

¢ Les iPSCs : adaptées a la production a grande echelle (source inépuisable, proliération ++,
/\ efficacité de reprogrammaiton, modification du génome)

2 avancées majeures : Plaquettes universelles:
HLA-1KO=> immunocompatibilité (Liu et al, 2015)

MK immortalisés :
iMK => c-MYC+ BMI1, BCL-XL ( Nakamura et al, 2014)
iFop => Surexpression GATA-1, FLI1 et TAL1 (Moreau et al, 2016)
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Etape 1 : identifier des sources de cellules

+** iPSCs : adaptées a la production a grande echelle (source inépuisable, proliération ++,
/\ efficacité de reprogrammaiton, modification du génome)

2 avancées majeures : Plaquettes universelles:
HLA-1KO=> immunocompatibilité (Liu et al, 2015)

MK immortalisés :
iMK => c-MYC+ BMI1, BCL-XL ( Nakamura et al, 2014) =>
iFop => Surexpression GATA-1, FLI1 et TAL1 (Moreau et al, 2016)

Les iMK : des cellules adaptées a une production de plaquettes a grande échelle

Expansion stage (Dox-ON)

3 Genes Introduction Dox-ON Dox-OFF Avantages:

{cMYC/BMH 1 BCL-XL | ‘—.—3 | 3 Genes | —‘-3 | 3 Genes | Simplification des process

Lentlwrus .
KA Gain de temps

v — — N e —)ﬂ—) ‘- , . R
@ .mMKcL_) n ~ @ 8 {)“ e Réduction des colts

iPSC

™ mm

efs.sante.fr
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Etape 1 : identifier des sources de cellules

** CD34+: moins adaptées a la grande échelle, mais bonne capacité de différenciation

alternatives : immortalisation =>
obtention de lighées sans modification génétique (MK dérivés d’EB obtenus a partir de CD34)
modulateurs épigénétiques, inhibiteur d’: histone deacetylase, histone methyl transferase, DNA methyl transférase,
ERK/MAPK (Qin et al, cell stem cell, 2022)

** MSC issues du tissue adipeux: une nouvelle source de cellules =>

I. Establishment of ASCL

Adipocyte ASCL

. . 4 7 g Adipose tis:
Pas d,e mgrjlpulatlon genetique Q e
Pas d’addition de TPO s @.-.» o —
(Tozawa K et al, Blood, 2019) Il. Expansion and Cryopreservation | Ill. ASCL-PLT Productio
Exj p of ASCL
%%% Scl h d I d

e m
|on

| [_Slﬁs[_pr]’h @mmmg@ « 5
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Etape 2 : Développer des milieux de culture adaptés

s Caractéristiques du milieu de culture : mimer les interactions des progéniteurs MK et des MK avec leur
environnement médullaire

Proliferation Differenciation maturation plateletrelease

@

Mature

Immature
Niche Niche Niche
endostéale MK vasculaire

Communication cellulaire et
Interaction avec cellules de
'’envrionnement
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Composition générale des milieux de culture

< Mel
and

Prol

__—f|fetal liver

efs.san

Cell source Medium Cytokines Timeline Reference
CD34+ progenitor cells from supplemented IMDM Meg-CSA (natural cytokines contained in protein ~12-14  Mazur et al., 1990
peripheral blood fraction of aplastic canine serum) days (41)
serum-free liquid suspension culture medium |IL-3, IL-3, TPO ~12 Guerriero et al.,
days 1995 (31)
supplemented IMDM Fit3-L, IL-3, TPO ~21 day Figueiredo et al.,
2010 (33)
(CD34+ progenitor cells from supplemented serum-free IMDM TPO ~14 Tao et al., 1999
cord blood days (34)
supplemented serum-free IMDM SCF, FIt3-L, IL-6, TPO ~17 Proulx et al., 2003
days (40)
SFM TPO ~12 Perdomo et al.,
days 2017 (35)
CD34+ progenitor cells from supplemented serum-free IMDM TPO ~21day Taoetal., 1999
bone marrow (34)
serum-free liquid culture system medium SCF, IL-3, IL-6, G-CSF, TPO ~14 Gehling et al.,
days 1997 (36)
supplemented DMEM with addition of hirudin | TPO ~5 days Strassel et al.,
or heparin 2012 (61)
CD34+ progenitor cells from supplemented IMDM TPO ~12 Ma et al., 2000
days (37)
supplemented IMDM TPO ~5days Schulze et al.,
2016 (39)
supplemented DMEM TPO ~4 days Vieyetal, 2018
(38)
Embryonic stem cells (ESCs) supplemented DMEM and oMEM TPO ~8-16 Fujimoto et al.,
days 2003 (51)
supplemented DMEM and Ham F-12 and VEGF, SCF, TPO ~24 Takayama et al.,
IMDM days 2008 (45)
supplemented serum-free Stemline Il medium | SCF, IL-11, TPO ~14 Lu et al., 2011
days (47)
Induced pluripotent stem cells  supplemented mTeSR1, STEMspan-ACF, BMP-4, Fit-3 ligand, IL-3, IL-6, SCF, IL-9, TPO ~19 Feng et al., 2014
(iPSCs) STEMdiff APEL medium days (60)
supplemented feeder-free and xeno-free BMP-4, FGF-2, VEGF, IL-11, SCF, TPO/Nplate ~19 Liu et al., 2015
SFM days (62)
StemMACS iPSC brew XF, supplemented BMP-4, VEGF, IL-3, SCF, TPO ~22 Eicke et al., 2018

APEL 2 medium

days

(56)

ic progeny
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Etape 3 : Libérer les plaquettes

IMK =

1000-3000 plts | | > Libération des plaquettes en condition statique: inefficace

=> développer des dispositifs de liberation des plaquettes
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1¢re génération de dispositifs :
Un dévelommepent basé sur des flux laminaires

Fibres de soie Puce microfluidique

Thon et al, 2014

Palotta et al, 2011

INZA A2
Mg
A AAN

g ] f
g

Pallotta et al, 2011

Piliers placés en quinconce Ventiation
Endothelium pulmonaire
Blin et al, 2016 Réseau micrgvasculaire
) Zhao et al, 2023
30 plts/MK

-.: = 7. m\egakaryocyte
5‘%%;!\ (iPS, CD34)
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2nde génération de dispositifs :
Un développement basé sur des flux turbulents

- High
/turbulence

-
o .
.
-~
»
» L |
» )
) . )
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2nde génération de dispositifs :
Un développement basé sur des flux turbulents

Ito et al, 2018

High Tige : mouvement up/down

2 disques: rotation horaire/anti horaire

PO

.

~
' .
' s »
] . . .
3 L
,
)

S5 turbulence

80 plts/MK
(iPS)
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Des cellules sources adaptées + un bioréacteur = essai clinique

Vermes + iMKs

2019: démontrer I'inocuité de la transfusion de plaquettes de
M w culture (JRCTa050190117; clos)
2022 : démontrer un pouvoir hémostatique des plaquettes de
culture
(patients thrombopéniques, JRCT2053210068; en cours)

Ty
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Quelle a été notre contribution dans I’épopée du développement
des plaquettes de culture

= Un milieu de culture développé pour la maturation des MK issus de cellules CD34+

= 2 dispositifs de libération de plaquettes en flux turbulents

1500 RPM
a®
] -

Pongerard at al, Nat Biotechnology, 2023

3D view

Garzon et al, Sci Rep, 2025

efs.sante.fr ETABLISSEMENT FRANGAIS DU SANG - SFTH-02/10/25
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Développement d‘un dispositif de libération de plaquettes
basé sur un mouvement de pipetage

+* Libération de plaquettes en fonction du nombre de pipetage

100

80 1

60 -

Yield of plts/MK
tourbillonnnaire

Zone

uoljela|9soe,p auoz
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Développement d‘un dispositif de libération de plaquettes
basé sur un mouvement de pipetage

Pipette-mimetic

/
Cone tip opening & 0.8 mm ’
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Développement d‘un dispositif de libération de plaquettes
basé sur un mouvement de pipetage

Pipette-mimetic Avantages

+ Petit et facile d’utilisation (15 cm)

=> Adapté a des bioréacteurs

« GMP compatible

Faible cout de production(100 euros)
1L in 10 min

Efficace de qq mL a plusieurs L

Pongerard at al, Nat Biotechnology, 2023
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Qualité des plaquettes de culture

Morphologie Recirculation Hémostase

Plaquettes Natives Plaquettes de culture

Plaquettes Natives
Plaquettes de culture

Souris NSG
Induction de la thrombopénie (RAM.6) |
+24h => TO: + 300.108 plts

T15’: mesure de la perte sanguine

150+

100+

MI/ml

50+

Pongerard at al, Nat Biotechnology, 2023 0-

Garzon et al, Sci Rep, 2025
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Conclusion

La faisabilité/POC de la production de plaquettes de culture a large echelle : OK

Des start-up impliquées dans la production de plaquettes de culture
Megakaryon (Japon) , Hemostad (Suisse) , Adiposeeds (Japon), Dewcell (Corée du Sud)

Cependant : le cout des CP doit étre en adéquation avec le service médical rendu

actuellement ...a atteindre
Rendement randarmant

%'1 = e
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Perpsective : améliorer la maturation des MK

MK in vivo IMK -Dox +5 js MK dérivés de CD34+ J12

— Retour a de la recherche fondamentale

efs.sante.fr 35



Mais en |‘état actuel :
de bons systémes sont disponibles pour Explorer/Comprendre
les pathologies plaquettaires

* Les plaquettes de culture : un outil d’exploration des mécanismes de la biogénése des plaquettes

Cellules sources(iMK,...) Dispositif de libération Plaquettes fonctionnelles
+/- manipulations des plaquettes
génétiques

Un process pour comprendre/ Identifier/ Explorer
(Megacaryopoiese et fonctions plaquettaires)
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CONCLUSION

La production de plaquettes in vitro= cercle vertueux

Recherche
fondamentale

Recherche appliquée
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Etape 2 : Développer des milieux de culture adaptés

TPO

IL6/IL9

Composés chimiques (SR1, Y27632...)
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« BLOOM » Team

Blood Platelet Production and [ SEea
Megakaryopoiesis :
Catherine Strassel (PI)

« BLOOM » Team

Blood Platelet Production and
Megakaryopoiesis
Catherine Strassel (PI)
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Etape 1 : identifier des sources de cellules

**Les CD34+: moins adaptées a la grande échelle, mais bonne capacité de différenciation

alternative 1 : immortalisation (iMK/CD34)

+ DOX - DOX
) CD34-iMKP
hCD34* Transduction - Amplification  _ Maturation R
D34 (Stratégie Brevetée) > 180 js 6 js

L. Guyonneau-Harmand, Pl, SU & EFS Paris
M. Brunet-Manquat, PhD, SU & EFS Paris

une option intéressante dans le contexte de la médecine personnalisée .

=> Développement de banques de cellules phénotypées, en particulier avec des phénotypes rares (gestion des problémes

transfusionnels = ER, thrombopénie néonatale).

alternative 2 : obtention de lignées sans modification génétiques (MK dérivés d’EB obtenus a partir de CD34)

(Qin et al, cell stem cell, 2022)

(modulateurs épigénétiques , inhibiteur d’
histone deacetylase, histone methyl transferase, DNA methyl transférase, ERK/MAPK
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Les plaquettes de culture sont remodelées dans les poumons

Transfusion

10 - l
o] &
Microtubule Microtubule = 6 i
twist twist o, g 3.2+ 0.09
& P . 4 A
EIR A
2 Yy &5
0 T 1

1 |
BT +2’ +30° +120’

Pongerard at al, Nat Biotechnology, 2023
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Chronologie du développement des dispositifs de libération des plaquettes
Phase 1b

¢ Un dispositif a flux laminaire mais qui mime la microcirculation pulmonaire

|

PF4-mTmG lung 2PIVM

19 min
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La production de plaquettes de culture : un épopée

» Amplification des CD34
» Amélioration des protocoles (CD34-> MK proplaquettaires)

* Mise en place de protocoles pour la différenciation des iPS
» Des iPS aux MK proplaquettaires

» Développement de puces microfluidiques | )
® %
J o i
) AN
« Utilisation de MK immortalisés provenant d'iPS b '1-,' )

* Développemet de prog MK HLA- (2015)

» Changement de paradigme : bioréacteur en flux turbulent
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Chronologie du développement des dispositifs de libération des plaquettes
Phase 1b

Facteurs connus pour
influencer dans le poumon la
libération des plaquettes

Oxygénation

Ventilation

Endothelium pulmonaire
Réseau microvasculaire
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Un dispositif de libération de plaquettes
basé sur un systeme couette

** A la recherche des zones de turbulence

1500 RPM
~ 0

"~
=l

Corkscrew

s —1_ Vortices
) with two
Featureless turbulence Ripple - Wavelets waves
Unexplored
Turbulent Wavy inflow
. Taylor vortices Wavy inflow
plus twists
- & Twists
11,5mm - d v
« o Re Modulated
. - lw i outflow
S 3 1,000 -
. 3
- -
v Intermittency —
\' . ;/ Couette flow Interpenetrating v
spirals
Spirals i/ Couette flow
B . Wavy spirals —~ /
3D view . 5 | | 1 | |
-4,000 -3,000 -2,000 -1,000 0 1,000
Re,

o

Garzon et al, Sci Rep, 2025
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Un dispositif de libération de plaquettes
basé sur un systeme couette

** Un bioréacteur pleinement turbulent

Systéme « couette »

Rotation rotor Rotation rotor interne
i interne (Syst 1) ;ggne (Syst 2)

YA

. | 3
1500 RPM | —;
A0 S : 2
. ! Z
e 1 =
i = =
: & ¥
i i f
{ VelogivMaoniuds : | ﬁj Velocity Magnitude
‘ 0.14 3 3 8.0e-4
| 0.12 - 2 e 7.0e-4
! T U
: | 0.1 o= < ‘i 6.0e-4
. 1 N
1 11,5 mm d { f 0.08 3 = 5.0e-4
(:;, L 1 0.06 : > 4.0e-4
g 4 ; 0.04 3 5 3.0e-4
: | oith = 20e-4
{ | i S
‘ | 4 1.0e-4
) : . g 0 3
§ 3 % 0.0
{ 3 : }
e E i 3
! ; Tk
! ; NNE
3D view ! i 3
: , : 3
i 1
| 3 3
. £ Ig

Garzon et al, Sci Rep, 2025
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Un dispositif de libération de plaquettes
basé sur un systeme couette

¢ Un bioréacteur pleinement turbulent
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