


1 
 

Remerciements 

Je tiens, tout d’abord, à remercier Monsieur Pierre Weiss et Monsieur Jérôme Guicheux pour 
m’avoir accueillie, il y a maintenant 5 ans, au sein du Laboratoire LIOAD INSERM UMRS 791. 

Merci à Monsieur Jérôme Guicheux et Madame Catherine Le Visage de m’accueillir 
actuellement au sein du Laboratoire RMeS INSERM UMRS 1229. 

Je remercie, Madame Catherine Le Visage, ma directrice de thèse, pour m’avoir encadrée 
durant ces 5 années, de mes stages de pharmacie à mon doctorat de recherche.  Merci pour 
ton temps consacré à ma formation professionnelle et tes nombreux conseils depuis l’époque 
de mon premier stage à maintenant. Merci de m’avoir fait confiance et de m’avoir poussée à 
me dépasser afin de mener au terme cette aventure si enrichissante tant professionnellement 
que personnellement. 

Je remercie également Monsieur Jérôme Guicheux, mon co-directeur de thèse, de m’avoir 
donné ma chance sur ce projet. Merci pour ta disponibilité, ta grande rigueur et tes nombreux 
conseils scientifiques qui ont grandement participé à ma maturité scientifique.  

Je remercie Monsieur Johann Clouet, mon co-encadrant de thèse, pour son aide lors du choix 
crucial de poursuivre mon parcours professionnel par une thèse de sciences. Merci de ton 
soutien et de ta confiance lors de ma soutenance au concours de l’école doctorale et durant 
les années suivantes. 

Merci à vous trois, de m’avoir laissé la possibilité d’être autonome durant ces trois années et 
d’avoir été compréhensifs aux moments difficiles, tout en ayant su me pousser. 

J’adresse mes plus sincères remerciements à Madame Alexandra Clayer-Montembault et 
Monsieur David Eglin pour me faire l’honneur d’accepter de juger ce travail en tant que 
rapporteurs, ainsi qu’à Monsieur Emmanuel Belamie pour avoir accepté de juger ce travail en 
tant qu’examinateur.  

Je remercie également Madame Marion Fusellier d’avoir accepté de juger ce travail de thèse 
en tant que membre invité. Merci également pour ta précieuse aide concernant tous les 
aspects translationnels de ce projet et pour m’avoir guidée durant les nombreuses 
expérimentations à l’école vétérinaire ONIRIS. Merci pour ton énergie qui a rendu possible ces 
expérimentations et ta bonne humeur permanente. 

Je tiens à remercier tout particulièrement Claire Chédeville, Manon André, Edouard Samarut 
et Constantin Moraru qui ont chacun apporté une grande contribution à ce projet. Merci pour 
toutes les expérimentations réalisées et pour m’avoir aidé lorsque les journées ne comptaient 
pas assez d’heures. Merci également à Julie Lesoeur de m’avoir guidée pour toute la partie 
histologique de ce projet et t’être rendue disponible pour répondre à mes multiples 
interrogations. Merci à Boris Halgand, pour être toujours là quand on a besoin de lui, et pour 
ses précieux conseils tant professionnels que personnels.  

Merci également à Dominique Rouleau, Stéphane Madec, Olivier Gauthier, Nora Boushina, 
Patrice Roy, Ingrid Leborgne et Cyrille Décante pour votre bonne humeur, votre disponibilité 
et votre aide durant les nombreuses expérimentations à l’école vétérinaire ONIRIS. 

Je remercie également l’ensemble des membres du laboratoire pour leur sympathie et leur 
bonne humeur durant tout ce temps passé au laboratoire et en dehors.   



2 
 

Parce que ce ne fut pas qu’une riche expérience professionnelle mais également une véritable 
aventure personnelle, et parce que j’ai eu besoin de vous tous pour la mener à bien.  

Je suis particulièrement reconnaissante envers tous mes merveilleux amis que m’a offert cette 
thèse :  

Merci à ma princesse Chichi avec qui ça a été le grand amour dès la première seconde. Je suis 

tellement heureuse de te connaitre. J’ai l’impression de te connaître depuis toujours et que 
tu fasses partie de ma vie était une évidence. Merci pour tous nos fous rires, toutes nos 

discussions, nos petites attentions que l’on a l’une pour l’autre et les bons week-ends que l’on 
passe ensemble. Je sais que des « Richards » et des bons moments ensemble il y en aura 

encore pleins Mme Chichi et que ce n’est pas la distance qui empêchera cela. 

Merci à ma super colloc de quelques semaines, Elody, avec qui nous sommes devenue 

également rapidement très proche, tellement que tu m’as même très gentiment accueilli chez 
toi. Merci mon chonbi pour ces merveilleux fous rires au labo et ces nombreuses soirées qui 

resteront de superbes souvenirs de mes premiers temps à Nantes mais également des actuels. 

J’ai l’impression de me retrouver dans ton parcours et je sais que cette amitié que l’on a tissé 
est solide et va continuer d’être remplie d’éclats de joies. 

Merci à ma super Maudus qui a été très importante tant dans mon parcours personnel que 

professionnel au labo. Tu as été une véritable amie de galère durant nos thèses et grâce à ça 

nous avons construit une véritable amitié qui a grandi chaque jour. Tu as été un pilier durant 

les coups durs et j’espère avoir pu remplir ce rôle-là pour toi aussi. Ta réconfortante présence 

m’a manqué au labo pour cette dernière année mais tu as été là malgré tout avec moi à me 
soutenir en permanence. Je suis fière de nous ma Maudus et maintenant vivement la suite. 

Merci à mon Kiki, ma blondasse préférée. Dès les débuts nous avons tissé de solides liens 

d’amitié tous les deux, avec de nombreuses bières partagées ça c’est sûr mais aussi de vrais 
moments de discussions et de nombreuses passions communes. Grâce à toi j’ai réalisé mon 
premier semi-marathon et j’espère qu’on aura l’occasion d’en courir d’autres ensemble. Je 
sais que malgré tes airs un peu distants parfois je peux vraiment compter sur toi et je sais que 

ça, ça ne changera pas. On se revoit vite en Suisse maintenant pour t’apprendre à skier et faire 

de belles randonnées ensemble. 

Merci à Pierre, mon frère de thèse. Heureusement que tu as été là pour vivre cette aventure 

avec moi. Vivre ces fins de thèse ensemble n’a fait que renforcer notre amitié. Nous avons 
partagé les bons moments comme les plus difficiles. Tu as toujours été une oreille attentive à 

qui me confier mais également une solide épaule sur laquelle me reposer. J’espère avoir pu 
t’apporter les mêmes choses durant cette aventure et je sais que la suite nous réserve pleins 
de bons moments à partager. Courage mon Pierre, on tient le bon bout et on pourra être fière 

de nous.  

Merci à ma Giugiu, pour ton amitié, ta douceur et ta gentillesse. Cette année nous a également 

beaucoup rapproché et j’en suis très heureuse. Ne doute plus de toi, aie confiance, car tu es 

tout à fait capable de déplacer des montagnes. 



1 
 

Merci à Nina et Bob mes copines de bureau jusqu’au bout. Merci pour votre amitié, votre 
bonne humeur, vos nombreux conseils avisés et votre soutien quotidien. Vous m’avez 
toujours attentivement écouté, avez supporté mes plaintes et remises en question de la fin 

de thèse et surtout vous m’avez aidé à tenir aux moments plus difficiles. Merci les filles. 

Merci à Cyril, mon bff, pour ton soutien, ta compréhension et ton rire fort et franc. Merci pour 

avoir su me faire sourire avec tes taquineries mêmes quand le moral n’était pas toujours là. 
Je te souhaite bon courage pour cette dernière année que j’ai hâte d’arroser aux bons vins 
que tu nous auras concocté.  

Mon Kéké, mon fier ardéchois préféré, pour tous les bons moments quotidiens passés durant 

ces premières années. Merci pour être comme tu es, un ami fidèle sur qui compter pour avoir 

toujours la bonne blague à sortir ou le gentil mot pour te réconforter. J’ai été tellement déçu 

de ne pas pouvoir partager quotidiennement cette aventure avec toi, mais finalement cela ne 

nous a pas du tout empêché de passer pleins de superbes moments ensemble malgré tout. 

Ma tornade Mélanie, pour ta force, ton rire et ta bonne humeur. Tu es quelqu’un de 
formidable que j’ai eu la chance de rencontrer ces dernières années, avec une discrétion 
légendaire qui fait de toi la superbe tornade que tu es. J’ai adoré chaque discussion et soirée 
passée ensemble ma belle et j’ai hâte d’avoir le temps de plus se voir pour profiter de ces bons 

moments. 

Merci à vous tous pour avoir partagé mes joies, m’avoir soutenue et supportée pendant ces 3 
années. Vous avez tous tant embellis mon quotidien durant ces années. 

J’ai également une grosse pensée pour Fabien, Lily, Mousse-Mousse et Brian, avec lesquels je 

suis très heureuse d’avoir passé tant de bons moments. Merci pour votre bonne humeur et 
votre soutient. Je vous souhaite tout le meilleur et pleins de courage pour vos thèses, je suis 

sûre que vous allez tout déchirer. J’ai hâte que l’on fête ça tous ensemble. 

Je remercie également mes autres amis du laboratoire et nantais : Vincent, Chaton, Soazig, 

Audrey, Cécile, Alex, Boris, Solenne, Caro, Rodolphe, Eloïse, Lucie et Agathe pour leur amitié 

et tous les bons moments passés ensemble. Merci d’avoir été là. 

Je remercie également mes amis de toujours, Mamat, Théo, Popy, Por Favor, Brubru, 

Mammouth, Julouille, Adélou, Dorou, mes deux Morues et ma Dedin, pour votre amitié si 

précieuse qui m’apporte tant. Vous m’avez tous aidé à vivre pleinement cette aventure en 
m’apportant des moments de soutien et de décompression dès que cela était nécessaire. 

Enfin,  

Je tiens tout particulièrement à remercier Constance, celle qui est comme ma sœur depuis 
toujours. Merci mon Lapin pour ton soutien infaillible à chaque instant. Malgré la distance et 

comme à chaque fois tu as été au plus proche de moi pour m’aider de la meilleure des 
manières possible dans cette aventure. Merci pour ta bienveillance, ton écoute, tes nombreux 

conseils et tes coups de boost qui m’ont aidée à tenir et à me remotiver dans les moments les 
plus difficiles. Et même si tu ne pourras pas être là le jour J je sais que c’est pour la meilleure 



2 
 

des raisons possibles et qu’on aura moult occasions de fêter toutes ces bonnes nouvelles 

après. Encore de merveilleuses nouvelles aventures qui commencent mon Lapin!  

Je remercie énormément mes parents Pascale et Henri, et mes sœurs Axelle et Cléa. Je sais 
que me soutenir pendant ces trois années n’a pas été de tout repos et je ne vous remercierai 

jamais assez d’être tant là pour moi de jour comme de nuit. Merci pour votre amour, votre 
bienveillance et votre soutien. Merci d’avoir su m’aider à me relever quand j’en ai eu besoin. 
C’est grâce à vous tout particulièrement que j’en suis là aujourd’hui.  

Un grand merci aussi à mes super mamies pour votre amour, votre soutien et toutes vos 

petites attentions.  

Merci enfin du fond du cœur à toi Eric, pour avoir accepté de vivre cette aventure avec moi à 
chaque instant. Merci de m’avoir soutenu dès le premier jour. Merci de m’avoir relevée dans 

les moments difficiles et m’avoir toujours redonnée le sourire. Tu m’as permis de tenir et cette 
thèse je te la dois grandement. J’ai maintenant tellement hâte de vivre toutes les belles choses 

qui nous attendent. Merci pour ton amour, ta bienveillance et tout le bonheur que tu 

m’apportes à chaque instant. 

Finalement, parce que c’est pour vous que j’ai voulu me lancer puis poursuivre dans la 
recherche médicale, et parce que j’ai plus qu’envie de partager cette aventure également avec 
vous je dédie cette thèse à mes deux aimés grands-pères qui me manquent tant aujourd’hui. 

  



3 
 

 

Publications 

 

Revue scientifique 

• « Lessons learned from intervertebral disc pathophysiology to guide rational design 

of sequential delivery systems for therapeutic biological factors ».  

L. Frapin, J. Clouet, M. Fusellier, V. Delplace, J. Guicheux, C. Le Visage – Publiée dans 

Advanced Drug Delivery Reviews, 2019 ; 13497, 23  

 

Article expérimental 

• « Controlled release of biological factors for endogenous progenitor cells migration 

and intervertebral disc extracellular matrix remodeling ». 

L. Frapin, J. Clouet, C. Chedeville, C. Moraru, E. Samarut, N. Henry, M. André, E. Bord, 

B. Halgand, J. Lesoeur, M. Fusellier, J. Guicheux, C. Le Visage – Soumis dans 

eBiomedicine 

  



4 
 

 

Communications 

Communications orales 

• L. Frapin « Données récentes de la science et développement de système à libération 

contrôlée de facteurs biologiques pour la réparation endogène du disque 

intervertébral ».                  

A la Racine du Mal – Parcours de soins du patient atteint de radiculalgie 2017, Nantes, 

France  

 

• L. Frapin, J. Clouet, N. Henry, C. Chedeville, M. Fusellier, J. Guicheux, C. Le Visage 

« Controlled release of biological factors for progenitor cell-mediated endogenous 

repair of intervertebral discs ».                           

European Orthopaedic Research Society (EORS) 2018, Galway, Irlande  

 

• L. Frapin, J. Clouet, N. Henry, C. Chedeville, M. Fusellier, J. Guicheux, C. Le Visage 

« Controlled release of biological factors for progenitor cell-mediated endogenous 

repair of intervertebral discs ».                         

Bioregate European Regenerative Medicine Forum 2018, Nantes, France, prix de la 

meilleure communication orale  

 

• L. Frapin, J. Clouet, N. Henry, C. Chedeville, M. Fusellier, J. Guicheux, C. Le Visage 

« Controlled release of biological factors for progenitor cell-mediated endogenous 

repair of intervertebral discs ».                           

Biospine 7th International Congress on Biotechnologies for Spine Surgery 2019, 

Rome, Italie  

 

• L. Frapin, J. Clouet, N. Henry, C. Chedeville, M. Fusellier, J. Guicheux, C. Le Visage 

« Controlled release of biological factors for progenitor cell-mediated endogenous 

repair of intervertebral discs ».                                

Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society (TERMIS) EU 

2019, Rhodes, Grèce  



5 
 

 

Communications affichées 

 

• L. Frapin, J. Clouet, N. Henry, C. Chedeville, J. Guicheux, C. Le Visage « Controlled 

release of biological factors for the endogenous repair of intervertebral discs ».        

Osteoarthritis Research Society International (OARSI) World Congress 2017, Las 

Vegas, Nevada, Etats-Unis  

 

• L. Frapin, J. Clouet, N. Henry, C. Chedeville, J. Guicheux, C. Le Visage « Controlled 

release of biological factors for the endogenous repair of intervertebral discs ».        

Osteoarthritis Research Society International (OARSI) World Congress 2018, 

Liverpool, Angleterre 

 

  



6 
 

Encadrements 

 

• Constantin Moraru (Novembre 2017 – Novembre 2018 – Année recherche, Stage 

Master 2 Biologie – Santé – spécialité : Biologie Biotechnologie et Recherche 

Thérapeutique – Nantes)  

Développement d’un modèle de culture ex vivo de disque intervertébral ovin pour l’étude 
des approches de médecine régénératrice de la régénérescence discale. 

 

• Edouard Samarut (Novembre 2018 – Novembre 2019 – Année recherche, Stage 

Master 2 Sciences du Médicament, Parcours Biothérapies et Médicaments de 

Thérapies Innovantes – Nantes)  

Apport des modèles de dégénérescence discale ex vivo dans l’approche de la médecine 
régénérative discale endogène, chez l’ovin. 



7 
 

Abréviations 

ADAMTs: A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin repeats 

AF : Anneau fibreux (Annulus fibrosus) 

AINS : Anti-Inflammatoires Non Stéroïdiens 

AIS : Anti-Inflammatoires Stéroïdiens  

ANAES : Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Santé 

BMP : Bone Morphogenetic Protein  

CIMP-1 : CpG Island Methylator Phenotype 1 

CNT : Cellules Notochordales  

CSA : Cellules Souches/Stromales Adipeuses  

CSM : Cellules Souches Mésenchymateuses 

CTGF : Connective Tissue Growth Factor 

CCL5 : Chemokine C-C motif Ligand 5 

CXCL12 : Chemokine C-X-C motif Ligand 12 

DD : Dégénérescence Discale 

DDL : Dégénérescence Discale Lombaire 

DIV : Disque Intervertébral 

FasL : Fas-Ligand 

FDA : Food and Drug Administration 

GDF-5 : Growth Differentiation Factor 5 

IFN : Interféron 

IL : Interleukine 

IRM : Imagerie à Résonnance Magnétique 

MEC : Matrice Extracellulaire 

MMP : Métalloprotéinase 

NP : Noyau pulpeux (Nucleus pulposus) 

NPCy : Nucléopulpocytes 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PG : Protéoglycane 

PC : Plateau Cartilagineux 



8 
 

Shh : Sonic Hedgehog 

SiRNA : Small interfering Ribonucleic Acid 

T : Brachyury 

TGF-β : Transforming Growth Factor β 

TIMPs : Tissue Inhibitor of Metalloprotéinases 

TNF : Tumor Necrosis Factor 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

 

  



9 
 

Table des figures 

FIGURE 1 : REPRESENTATIONS SCHEMATIQUES DU RACHIS HUMAIN ET DES DISQUES INTERVERTEBRAUX (DIV) QUI LE COMPOSENT... 19 

FIGURE 2 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA DIFFUSION EN OXYGENE, NUTRIMENTS, EAU ET EXCRETION DES DECHETS 

METABOLIQUES QUI SE DEROULE AU TRAVERS DES PLATEAUX CARTILAGINEUX DANS UN DIV SAIN. ..................................... 20 

FIGURE 3 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA COMPOSITION DU NP ET DE L’AF D’UN DIV HUMAIN JUVENILE SAIN. ............... 22 

FIGURE 4 : STRUCTURE ET ORGANISATION DES COMPOSANTS DE LA MEC DU NOYAU PULPEUX.................................................. 22 

FIGURE 5 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA STRUCTURE LAMELLAIRE COMPLEXE DE L’AF. ............................................... 24 

FIGURE 6 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA TRANSMISSION DES FORCES VERS LE NP PUIS A L’AF, LORS D’UNE COMPRESSION 

VERTICALE DU DIV. ............................................................................................................................................ 24 

FIGURE 7 : CHANGEMENTS MORPHOLOGIQUES ET STRUCTURAUX QUI SE METTENT EN PLACE LORS D’UNE DEGENERESCENCE DISCALE ET 

REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES MODIFICATIONS DE LA MEC DU NP..................................................................... 28 

FIGURE 8 : DIALOGUE MOLECULAIRE SUPPOSE ENTRE LES CNT ET LES NPCY. ........................................................................ 29 

FIGURE 9 : DESEQUILIBRE DE LA BALANCE ANABOLISME / CATABOLISME LORS DE LA MISE EN PLACE DES PROCESSUS DE DEGENERESCENCE 

DISCALE. .......................................................................................................................................................... 30 

FIGURE 10 : CASCADES PHYSIOPATOLOGIQUES DE LA DEGENERESCENCE DISCALE. ................................................................... 32 

FIGURE 11 : CLASSIFICATION DE MODIC DE LA DEGENERESCENCE DISCALE BASEE SUR L’IRM. ................................................... 35 

FIGURE 12 : CLASSIFICATION DE PFIRRMANN DE LA DEGENERESCENCE DISCALE BASEE SUR L’IRM. ............................................. 35 

FIGURE 13 : ARTHRODESE ET ARTHROPLASTIE ................................................................................................................. 41 

FIGURE 14 : CAPACITES DE DIFFERENCIATION ET TRANSDIFFERENCIATION DES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES................. 49 

FIGURE 15 : STRATEGIES INNOVANTES DE LIBERATION SEQUENTIELLE D'AGENTS BIOLOGIQUES, EN VUE D’UNE REGENERESCENCE 

MAXIMALE DES DIV. .......................................................................................................................................... 54 

FIGURE 16 : REPRESENTATION DES UNITES DE BASE CONSTITUANTS LE PULLULANE .................................................................. 61 

FIGURE 17 : REPRESENTATION CHIMIQUE DU PROCESSUS DE RETICULATION POLYSACCHARIDIQUE PAR LE STMP EN MILIEU BASIQUE.62 

FIGURE 18 : ADSORPTION ET PROFILS DE LIBERATION DES CHIMIOKINES CXCL12 ET CCL5 DES MICROBILLES DE PULLULANE. .......... 70 

FIGURE 19 : LIBERATION SEQUENTIELLE DES FACTEURS BIOLOGIQUES: CCL5, CXCL12, TGF-Β1 ET GDF-5 A PARIR DES MICROBILLES DE 

PULLULANE ....................................................................................................................................................... 71 

FIGURE 20: CINETIQUE DE LIBERATION DES FACTEURS TGF-Β1 ET GDF-5 A PARTIR DU SYSTEME BIPHASIQUE PMBS/HPMC-SI. .... 72 

FIGURE 21 : TESTS D’OPTIMISATION DES ESSAIS D’EVALUATION DE LA MIGRATION CELLULAIRE IN VITRO ...................................... 75 

FIGURE 22 : EVALUATION DE LA BIOACTIVITE IN VITRO DES CHIMIOKINES CXCL12 ET CCL5 SUR LA MIGRATION DES CSA HUMAINES.

 ...................................................................................................................................................................... 78 

FIGURE 23 : VARIATION DE LA MIGRATION DES CSA HUMAINES INDUITE PAR LES CHIMIOKINES CXCL12 ET CCL5 LIBEREES DES PMBS, 

EN FONCTION DU DONNEUR. ................................................................................................................................ 79 

FIGURE 24 : ÉVALUATION DE L’AGREGATION ENTRE LES PMBS ET LES CSA HUMAINS ET DE LA MEC SYNTHETISEE IN VITRO PAR LES CSA 

HUMAINES CULTIVEES AVEC DES PMBS CHARGEES EN TGF-Β1 ET GDF-5. ................................................................... 82 

FIGURE 25 : ESSAIS SUPPLEMENTAIRES DE L’EVALUATION IN VITRO DE LA BIOACTIVITE DES PMBS CHARGES EN TGF-Β1 ET GDF-5 SUR 

DES CSA HUMAINES. .......................................................................................................................................... 85 

file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236141
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236142
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236142
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236143
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236144
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236146
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236146
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236147
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236147
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236148
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236149
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236149
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236150
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236152
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236153
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236155
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236155
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236158
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236161
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236162
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236162
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236164
file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236164


10 
 

FIGURE 26 : IMAGERIES A RESONNANCE MAGNETIQUE (IRM) REPRESENTATIVES DES RACHIS DE BREBIS (3-7 ANS) UTILISEES POUR LE 

MODELE EX VIVO OVIN DE DD SPONTANEE. ............................................................................................................. 88 

FIGURE 27 : EVALUATION DE LA BIOACTIVITE IN VITRO DES CHIMIOKINES CXCL12 ET CCL5 SUR LA MIGRATION DE CSA OVINES. .... 94 

 

 

TABLEAU 1 : AVANTAGES ET LIMITES DES DIFFERENTES CELLULES ENVISAGEES DANS LE CADRE D’UNE THERAPIE CELLULAIRE DISCALE. 48 

  

file:///C:/Users/E16D55E/Dropbox/Manuscrit%20final%20-%20version%20rapporteurs.docx%23_Toc23236167


11 
 

Table des matières 

INTRODUCTION .............................................................................................................................................. 12 

PARTIE I : ÉTAT DES CONNAISSANCES SUR LE DISQUE INTERVERTEBRAL ET LA DÉGENERESCENCE DISCALE ... 17 

A. LE DISQUE INTERVERTEBRAL ............................................................................................................................ 18 

GENERALITES ........................................................................................................................................................ 18 

 ANATOMIE DISCALE ET RELATION STRUCTURE-FONCTION ............................................................................................... 19 

B. LA DEGENERESCENCE DISCALE .......................................................................................................................... 25 

PHYSIOPATHOLOGIE DE LA DEGENERESCENCE DISCALE ................................................................................................... 27 

DIAGNOSTIC ......................................................................................................................................................... 34 

C. LA PRISE EN CHARGE ACTUELLE DE LA DEGENERESCENCE DISCALE ET DES DOULEURS LOMBAIRES .................................... 36 

EPIDEMIOLOGIE ET RECUEIL DES DOULEURS LOMBAIRES ................................................................................................. 36 

COUT DE LA PRISE EN CHARGE .................................................................................................................................. 37 

RECOMMANDATIONS ET PRISE EN CHARGE ACTUELLE .................................................................................................... 38 

D. STRATEGIES NOVATRICES DE TRAITEMENT DE LA DEGENERESCENCE DISCALE ET DES DOULEURS LOMBAIRES ...................... 43 

STRATEGIES DE LIBERATION SEQUENTIELLE EN FONCTION DE LA PROGRESSION DE LA DD ...................................................... 45 

FACTEURS ANABOLIQUES ......................................................................................................................................... 46 

RE-CELLULARISATION DU NP .................................................................................................................................... 47 

Injection de cellules exogènes ...................................................................................................................... 47 

Recrutement et mobilisation de cellules endogènes .................................................................................... 50 

FACTEURS ANTI-CATABOLIQUES ................................................................................................................................ 52 

E. ARTICLE DE REVUE ......................................................................................................................................... 55 

F. OBJECTIFS DE LA THESE................................................................................................................................... 56 

PARTIE II : DEVELOPPEMENT DE SYSTEMES A LIBERATION SEQUENTIELLE DE FACTEURS BIOLOGIQUES POUR LA 

REGENERESCENCE ENDOGENE DU DISQUE INTERVERTEBRAL ........................................................................ 58 

A. RATIONNEL DE L’ETUDE .................................................................................................................................. 59 

LE PULLULANE ....................................................................................................................................................... 61 

B. RESULTATS EXPERIMENTAUX ........................................................................................................................... 62 

C. ARTICLE EXPERIMENTAL .................................................................................................................................. 63 

PARTIE III : DISCUSSION ET PERSPECTIVES ...................................................................................................... 66 

PARTIE IV : CONCLUSIONS GENERALES ........................................................................................................... 97 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES ................................................................................................................. 100 

 

  



12 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCTION 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

La colonne vertébrale chez l’homme correspond à un empilement complexe de 23 unités, 

chacune constituée de deux vertèbres séparées par un disque intervertébral (DIV). Le DIV, 

situé en position antérieure par rapport à la moelle épinière, est une articulation semi-mobile 

jouant un rôle central et fondamental dans la cinématique rachidienne. Il assure le maintien 

de la dynamique du rachis, tout en amortissant les chocs subis lors des mouvements de 

l’ensemble du corps. Chaque DIV présente une organisation interne unique qui lui confère 

élasticité et résistance, lui permettant de répartir les contraintes qu’il subit et de jouer ainsi le 

rôle d’amortisseur fibro-hydraulique. Il se compose d’une partie centrale, le noyau pulpeux 

ou Nucleus pulposus (NP) entouré d’une partie périphérique, l’anneau fibreux ou Annulus 

fibrosus (AF), et enfin de deux plateaux cartilagineux (PC) qui font la jonction avec les vertèbres 

sus- et sous- jacentes. Les sollicitations quotidiennes du DIV en font une structure fragile et 

peuvent conduire à sa dégénérescence. Celle-ci s’accompagne dans certains cas de douleurs, 

nommées lombalgies, ressenties au niveau de la partie lombaire du rachis. Les lombalgies 

représentent un problème de santé publique majeur. Selon l’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS), 80% des individus sont ou seront touchés au moins une fois au cours de leur vie 

par des douleurs lombaires. Ces douleurs lombaires sont expliquées dans 40% des cas par une   

dégénérescence discale lombaire (DDL). 

La prise en charge de ce problème de santé publique, qui ne fait que croître au regard du 

vieillissement des populations, est actuellement centrée sur le soulagement des douleurs. Des 

traitements pharmacologiques (antalgiques et anti-inflammatoires) sont proposés dans le cas 

de douleurs lombaires peu invalidantes. Dans les cas les plus sévères, des approches 

chirurgicales peuvent être proposées. Deux options sont alors envisagées : l’arthrodèse qui a 

pour principe l’ablation du DIV associée à une fusion des vertèbres sus- et sous-jacentes, et 

l’arthroplastie basée sur le remplacement du DIV par une prothèse. Ces stratégies 

thérapeutiques restent limitées et ne s’attaquent pas à l’origine de la lombalgie discogénique. 

Ainsi, le développement de nouvelles approches curatives est en cours, afin d’envisager de 

contrecarrer la cause des lombalgies discogéniques et restaurer le tissu dans son intégrité. 

L’amélioration  des connaissances relatives aux processus menant à la dégénérescence du DIV 

a permis d’envisager de nouvelles approches en particulier de médecine régénératrice qui 

représente une stratégie particulièrement prometteuse. Celle-ci est basée sur la restauration 

du tissu natif à l’aide de techniques mini-invasives. Ces stratégies innovantes ont pour objectif 
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principal de restaurer la physiologie tissulaire autant en termes de structure que de fonctions 

biologiques, par l’utilisation d’agents thérapeutiques ciblant les processus dégénératifs 

discaux complexes. La dégénérescence discale est un phénomène naturel lié au vieillissement 

pouvant être accéléré et amplifié par divers facteurs. Sa mise en place implique de nombreux 

mécanismes biologiques qui induisent un important dérèglement de l’homéostasie tissulaire, 

conduisant à une rupture de la balance anabolisme/catabolisme en faveur d’évènements 

cataboliques et inflammatoires. Une diminution radicale de la densité cellulaire du NP, 

combinée à une atteinte qualitative et quantitative des composants de sa matrice 

extracellulaire (MEC) conduit alors à des modifications structurelles du tissu. Ces altérations 

tissulaires vont finalement affecter les propriétés mécaniques du DIV qui peuvent 

s’accompagner de l’apparition de douleurs ressenties par le patient. Il s’agit d’un véritable 

cercle vicieux impliquant de nombreux processus moléculaires et cellulaires. Les stratégies 

innovantes aspirent donc à restaurer la physiologie discale par repeuplement du NP et 

synthèse d’une nouvelle MEC saine. Afin de relancer la machinerie anabolique discale, deux 

types de stratégies sont envisagées au sein de la communauté scientifique : i) l’apport de 

cellules exogènes au niveau du NP dégénéré ; ou plus récemment ii) la stimulation des cellules 

discales endogènes par apport de facteurs biologiques. Ces 2 stratégies ont pour ambition 

commune la synthèse d’une nouvelle MEC nucléopulpogénique saine afin de restaurer la 

hauteur discale. Dans ce travail de thèse, nous nous sommes concentrés sur la deuxième 

stratégie impliquant des cellules endogènes. De manière intéressante, il a été récemment 

décrit l’existence de cellules aux caractéristiques de cellules souches au sein de DIV sains et 

dégénérés chez l’humain et chez plusieurs mammifères. Ces cellules souches endogènes ont 

pu être isolées et caractérisées. Ces cellules expriment des marqueurs similaires à ceux des 

cellules souches mésenchymateuses (CSM) (CD90, CD105 and CD73) et présentent également 

les mêmes capacités de différenciation. De plus, la présence de ces cellules souches discales 

au niveau des différentes régions du DIV suggèrent leur potentielle capacité de migration au 

sein du tissu. Cette capacité de migration a conduit à définir l’existence de routes de migration 

reliant les plateaux cartilagineux à l’AF et au NP. C’est dans ce contexte, que mon projet de 

thèse s’est développé, avec un axe de recherche s’articulant autour de l’utilisation de ces 

cellules souches discales. L’objectif de ce travail est ainsi de mettre à profit ces cellules souches 

discales en tant que cellules régénératrices afin de stimuler une réparation endogène du DIV. 

Pour ce faire, la migration de ces cellules vers le NP dégénéré, suivie de la stimulation de leurs 
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activités anaboliques sont deux étapes essentielles en vue de la synthèse d’une nouvelle MEC 

saine de type nucléopulpogénique. Pour stimuler une telle réparation tissulaire endogène, 

l’utilisation de facteurs biologiques spécifiques apparait comme une option prometteuse. 

Ainsi, l’utilisation de molécules aux propriétés chimioattractantes afin de mobiliser puis 

recruter les cellules souches endogènes, ainsi que le recours à des facteurs de croissance afin 

de guider la synthèse d’une nouvelle MEC adaptée, constituent l’hypothèse principale de ce 

travail. Cependant, il est connu que les effets thérapeutiques de tels facteurs biologiques sont 

limités par leur rapide dégradation in vivo, amplifiée dans l’environnement hostile d’un DIV 

dégénéré. Afin de permettre le recrutement et la stimulation de l’activité anabolique de ces 

cellules souches endogènes, une action prolongée de ces facteurs biologiques est 

indispensable. La stratégie envisagée dans ce travail repose sur la succession de deux étapes 

principales avec l’action consécutive de chimiokines et de facteurs de croissance et relève 

donc d’un apport séquentiel de ces molécules. Or le DIV est un tissu particulièrement fragile 

et difficile d’accès, le caractère mini-invasif des thérapies envisagées est essentiel, en limitant 

des interventions répétitives. Pour toutes ces raisons, l’utilisation de biomatériaux injectables 

permet de s’affranchir de ces limites. En effet, le biomatériau va permettre de protéger les 

agents thérapeutiques durant et après l’injection ; de libérer les facteurs de manière 

progressive afin de prolonger dans le temps leur actions thérapeutiques et même de combiner 

l’apport séquentiel de plusieurs facteurs en n’ayant recours qu’à une seule injection.  

L’objectif de ce travail de thèse a été de développer un système injectable à libération 

séquentielle de facteurs biologiques afin i) de mobiliser puis de recruter les cellules souches 

discales au niveau du NP dégénéré, puis ii) de stimuler la synthèse par ces cellules recrutées 

d’une nouvelle MEC de type nucléopulpogénique, dans le but de restaurer l’homéostasie du 

NP et ainsi régénérer le tissu discal. Pour ce faire, deux types de facteurs biologiques ont été 

étudiés. Le premier type correspond à deux chimiokines (CCL5 et CXCL12). Le second type 

correspond à deux facteurs de croissance (GDF-5 et TGF-β1). Ces facteurs biologiques sont 

combinés à des microbilles de pullulane.   

Ce manuscrit est divisé en 4 grandes parties. Une première partie bibliographique décrivant 

la structure du DIV (Partie I - A : Le disque intervertébral), la physiopathologie de la DDL (Partie 

I - B Physiopathologie discale), les traitements actuels (Partie I - C La prise en charge actuelle 

de la dégénérescence discale et des douleurs lombaires) et enfin les stratégies thérapeutiques 
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novatrices pour le traitement des douleurs lombaires et la régénérescence discale (Partie I - D  

Stratégies novatrices de traitement de la dégénérescence discale et des douleurs lombaires).  

Une revue de la littérature, a été réalisée sur ces thématiques et est publiée dans le journal 

« Advanced Drug Delivery Review » (https://doi.org/10.1016/j.addr.2019.08.007). Elle est incluse 

à la fin de la partie bibliographique.  

La seconde partie présente une partie des résultats expérimentaux obtenus (Partie II – 

Développement d’un système à libération séquentielle de facteurs biologiques pour la 

régénérescence endogène du DIV). Une partie des résultats obtenus ont été soumis 

récemment sous la forme d’un article expérimental dans le journal « EBioMedicine ». 

Les parties III – Discussion et perspectives et IV - Conclusions générales, nous permettront de 

synthétiser l’ensemble des travaux réalisés durant cette thèse et d’ouvrir vers de nouvelles 

perspectives de travail. 

  

https://doi.org/10.1016/j.addr.2019.08.007
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A. Le disque intervertébral  

Généralités 

Le DIV est l’élément central d’une unité fonctionnelle rachidienne. C’est une articulation semi-

mobile (amphiarthrose) qui sépare les vertèbres successives les unes des autres et qui confère 

à la colonne vertébrale ses capacités de mobilité et de maintien (Sally Roberts et al. 2006; 

Panjabi et al. 1994) (Figure 1). Le rachis humain compte 6 DIV au niveau cervical, 12 au niveau 

thoracique et 5 au niveau lombaire. Ces 23 DIV représentent un quart de la hauteur de la 

colonne vertébrale humaine et sont tous situés en position antérieure par rapport à la moelle 

épinière (Girish Pattappa et al. 2012). Chaque DIV présente 6 degrés de liberté avec des 

mouvements de flexions, extensions, inclinaisons latérales et rotations (Hsieh and Twomey 

2009). Les DIV ont un diamètre moyen de 40 mm et une hauteur de 7 à 12 mm variant selon 

la localisation, avec une hauteur maximale pour les DIV situés en région lombaire (Urban and 

Roberts 2003). De plus, la forme des DIV varie selon leur situation au sein de la colonne 

vertébrale. Tandis que les DIV thoraciques sont ronds, les DIV lombaires sont ovales. De plus, 

cette articulation rachidienne présente certaines spécificités qui en font un tissu unique et 

complexe. Le DIV est la structure la moins vascularisée du corps humain, les cellules du DIV se 

trouvent à environ 8 mm du vaisseau sanguin le plus proche, susceptible de leur fournir de 

l’oxygène (Grunhagen et al. 2011). La tension en oxygène au centre du NP est d’environ 3 mm 

Hg, bien plus basse que celle du cartilage articulaire (20-80 mm Hg) ou encore des poumons 

(103 mm Hg) (Bartels et al. 1998). Cette faible vascularisation conduit à faire du DIV un tissu 

hypoxique, pauvre en nutriments et en oxygène, nécessitant alors une adaptation 

métabolique de ses cellules. L’adaptation des cellules discales à ces conditions hypoxiques est 

notamment due à la stabilisation du facteur HIFα (Hypoxia Inducible Factor) quelle que soit la 

teneur en oxygène, contrairement aux cellules cartilagineuses au sein desquelles les protéines 

de la famille HIF sont régulées selon le taux d’oxygène (Risbud et al. 2006; Agrawal et al. 2007). 

De plus, les cellules discales vont utiliser préférentiellement le métabolisme anaérobique afin 

de réduire leur consommation en oxygène. Ce recours exclusif à la glycolyse anaérobique va 

être responsable d’une acidification du milieu discal qui va alors présenter un pH aux alentours 

de 6,9 à 7,2, en raison de la réduction du pyruvate en lactate par le NADH,H+ (Kalson, 

Richardson, and Hoyland 2008; Agrawal et al. 2007). 
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b. Le noyau pulpeux ou Nucleus pulposus 

Au centre du DIV nous retrouvons le NP qui est une structure gélatineuse, hautement 

hydratée (≥80% (w/w)) et présentant une densité cellulaire faible, d’environ 3 000 

cellules/mm3 (S. Roberts et al. 1991; Hayes, Benjamin, and Ralphs 2001). Chez l’homme, le NP 

est notamment caractérisé par la présence concomitante, lors des premières années de vie, 

de deux populations cellulaires distinctes : les cellules notochordales (CNT) et les 

nucléopulpocytes (NPCy) (Chelberg et al. 1995) (Figure 3). Les CNT sont des vestiges de la 

notochorde embryonnaire. Elles sont larges et composées de grandes vacuoles ce qui permet 

de les distinguer des NPCy qui sont quant à elles des cellules de petite taille (Trout, Buckwalter, 

and Moore 1982; Chen, Yan, and Setton 2005). Ces CNT sont présentes à la naissance puis 

elles disparaissent progressivement jusqu’à disparaître définitivement à la maturité 

squelettique (C.J. Hunter, Matyas, and Duncan 2003). De manière intéressante, cette 

disparition cellulaire précoce n’a pas lieu chez tous les mammifères. En effet, chez certaines 

espèces ces cellules persistent même après la maturité squelettique (souris, rat, lapin). Il est 

donc important de retenir que chez l’homme sain, les CNT matures ne sont présentes qu’au 

sein d’un NP juvénile, tandis que les NPCy persistent après maturation du NP. Ces NPCy, qui 

apparaissent à la naissance, présentent un phénotype proche de celui des chondrocytes. En 

effet ces cellules sphériques présentent la capacité de synthétiser une MEC riche en collagène 

de type II et en agrécane semblable à la MEC du cartilage articulaire (Chelberg et al. 1995; Sive 

et al. 2002; Christopher J. Hunter, Matyas, and Duncan 2004). Cependant, ces deux types de 

cellules, NPCy et chondrocytes n’ont pas la même origine embryologique : le NP provient de 

la notochorde, tandis que le cartilage articulaire provient du mésoderme (Aguiar, Johnson, 

and Oegema 1999). Ces deux types cellulaires sécrètent les mêmes constituants matriciels : 

agrécane et collagène de type II, mais avec un ratio différent. Les NPCy ont une activité 

sécrétoire définie par un ratio agrécane/collagène II de 27 : 1 tandis que ce ratio est de 2 : 1 

pour les chondrocytes articulaires (Mwale et al. 2004). De plus, de récentes études ont 

confirmé l’expression spécifique par les NPCy de plusieurs marqueurs phénotypiques, tels que 

CD24, PAX1, HIF-α, CA12, OVOS2, Cytokératine 8/18/19 et OVOS2 (liste non exhaustive) 

(Risbud et al. 2015; Choi, Johnson, and Risbud 2015). Comme précisé auparavant, la MEC 

produite au niveau du NP est riche en collagène de type II et en agrécane. Ce dernier est un 

PG chargé négativement présentant des capacités de rétention hydrique. Il est composé d’une 
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substance fondamentale composée essentiellement d’eau et de protéoglycanes (PG). Ces derniers grâce à leur 

charge nette négative attirent les ions sodium positifs, et donc les molécules d’eau par osmose, permettant alors la 

formation d’un gel hydraté baignant les cellules (D’après Aggrecan - Link Protein Hyaluronan Aggregates by Timothy 

E. Hardingham).(Hardingham 1998). 

 

Le complexe agrécane – acide hyaluronique est responsable du caractère hautement hydraté 

de la MEC du NP. Cela confère aux DIV une forte résistance aux forces de compression et une 

capacité importante de déformabilité (Colombier et al. 2013). D’autre part, lors de la 

maturation du tissu discal, l’existence d’un dialogue cellulaire important a été suggérée entre 

les deux types de cellules du NP, assurant ainsi l’équilibre métabolique de sa MEC (Henry et 

al. 2014; Christopher J Hunter, Matyas, and Duncan 2004; Aguiar, Johnson, and Oegema 

1999). En effet les CNT matures, qui sont les premières présentes, produiraient des signaux 

paracrines via des facteurs comme CTGF/CCN2 (Connective Tissue Growth Factor) et Sonic 

Hedgehog (Shh) qui favoriseraient alors la prolifération des NPCy et la synthèse des 

composants matriciels par celles-ci (Erwin et al. 2006; Erwin 2008) (figure 8). Ces hypothèses 

déjà largement admises, suggèreraient donc que ce sont ces relations cellulaires qui seraient 

à l’origine de l’intégrité matricielle et de l’équilibre homéostatique du NP. 

c. L’anneau fibreux ou Annulus fibrosus 

Entourant le NP, il y a l’Anneau fibreux (AF) qui est constitué d’un réseau de fibres de collagène 

organisée en 15-25 lamelles concentriques superposées les unes par rapport aux autres, en 

respectant des angles bien précis (Lee et al. 2007; Girish Pattappa et al. 2012). Au sein d’une 

même couche, les fibres de collagène sont obliques et orientées d’environ 30 degrés par 

rapport au plan transverse. L’AF est constitué de cellules fibroblastiques à la densité de 9000 

cellules/mm3 qui vont synthétiser une MEC très organisée et riche en collagène, qui est 

majoritairement de type I (80%) (Rannou, F., P. Poiraudeau, M. Corvol 2000; Adams and 

Roughley 2006) (Figure 5). Elle est composée de 60 à 70% d'eau et les collagènes représentent 

50 à 70% de son poids sec (Buckwalter, Cooper, and Maynard 1976). Ce sont ces derniers, ainsi 

que l’organisation en lamelles, qui confèrent au DIV sa résistance aux forces de tension. Cette 

structure à l’architecture spécifique est divisée en 2 zones : l’AF externe, plus fibreux, mieux 

ordonné et possédant une résistance supérieure ; et l’AF interne moins organisé et moins 

rigide (Gluais et al. 2019). La proportion de collagène de type I décroit de l’AF externe vers l’AF 

interne, tandis que la proportion en eau et collagène de type II, au contraire, augmente de 

l’AF externe vers l’AF interne (Johnstone et al. 1992). De plus, les cellules de l’AF produisent 
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un liquide viscoélastique en absorbant les forces de compression par variation de pression 

osmotique, entrainant alors des modifications de la hauteur discale. La teneur en eau de la 

MEC du NP varie selon les positions et les contraintes auxquelles est soumis le corps humain. 

En effet, en position allongée le DIV reprend de la hauteur en se gorgeant d’eau, tandis qu’en 

position debout et/ou en cas de contrainte prolongée le NP perd de sa teneur en eau et 

présente alors une diminution de sa hauteur (Johnstone et al. 1992). D’un autre côté, 

l’organisation lamellaire et concentrique des fibres de collagène de l’AF, lui offre quant à elle, 

une aptitude à se fléchir, se tordre ou encore à résister au cisaillement. Ces modifications de 

la hauteur discale sont le résultat de l’osmorégulation de la MEC du NP, jusqu’à obtention 

d’un nouvel équilibre osmotique. Les protéoglycanes matriciels sont particulièrement 

impliqués dans ces processus osmotiques (Adams and Roughley 2006). Dans ce contexte, la 

qualité structurelle de la MEC du DIV conditionne sa bonne résistance aux contraintes qu’il 

subit. De plus, ces contraintes mécaniques agissent également au niveau des cellules discales 

entrainant une réponse biologique de celles-ci, variant en fonction du type de contrainte 

appliquée (magnitude, durée, fréquence, point d’impact) (Masuoka et al. 2007). De récentes 

études sur les mécanismes de mécanotransduction au niveau cellulaire ont mis en avant 

l’importance de certains récepteurs transmembranaires, tels que les intégrines (Christine Lyn 

Le Maitre et al. 2009). D’autres études ont, quant à elles, exploré le rôle joué par le 

cytosquelette dans la mécanotransduction discale suggérant des différences d’architecture, 

d’expression génique et protéique des trois éléments principaux du cytosquelette, i) l’actine, 

ii) la tubuline et iii) la vimentine. Ainsi, la β-tubuline et la vimentine joueraient un rôle dans la 

résistance aux forces de compression, tandis que la β-actine serait davantage impliquée dans 

la résistance aux forces de tension (S. Li, Duance, and Blain 2008). Ces mécanorécepteurs 

renseignent les cellules sur l’intensité et la durée des contraintes et déclenchent des réactions 

appropriées (S. P. Roberts et al. 1995) 

B. La dégénérescence discale 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, il est estimé que 40% des douleurs lombaires 

chroniques proviennent de la dégénérescence discale. Il s’agit de lombalgies discogéniques 

(Cheung et al. 2009; Andersson 1999; Borenstein 2013). Il faut cependant noter que la 

lombalgie est un symptôme provenant de causes variées (Valat, Rozenberg, and Bellaïche 

2010). L’origine multifactorielle de la dégénérescence discale lombaire est aujourd’hui bien 
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décrite, avec des composantes génétique, biomécanique et environnementale (Andersson 

1999). En effet le polymorphisme génétique pourrait avoir un rôle non négligeable dans la 

mise en place de ce processus de dégénérescence, comme notamment l’implication suggérée 

du gène codant pour le récepteur de la vitamine D, essentiel dans le remodelage osseux et le 

maintien de l’intégrité du squelette (Videman et al. 2001; Yoshiharu Kawaguchi et al. 2002; 

Livshits et al. 2011). De plus, des études réalisées sur des jumeaux, ont mis en évidence 

l’impact du polymorphisme génétique sur l’apparition de la dégénérescence discale (Battié et 

al. 2009). Cet impact, qui pourrait être de 75%, touche en majorité les gènes codant pour des 

protéines constitutives de la MEC discale, telles que l’agrécane et les collagènes de type I et II 

(Y Kawaguchi et al. 1999; Pluijm et al. 2004; S. W. Li et al. 1995). Cependant, au vu de l’ampleur 

des effets de la dégénérescence discale, il paraît peu probable qu’un seul gène soit en cause 

dans la mise en place de cette affection. Celle-ci peut clairement être considérée comme une 

maladie multigénique associée à d’autres facteurs de risques notamment non-génétiques. En 

effet, la prévalence de la lombalgie discogénique peut également être augmentée par des 

facteurs environnementaux et biomécaniques tels que le tabagisme, la catégorie socio-

professionnelle, ou encore la sédentarisation. De plus, certaines maladies métaboliques dont 

l’obésité, l’athérosclérose ou encore les troubles hormonaux sont aujourd’hui considérées 

comme étant des facteurs de risque pouvant augmenter le développement de la DDL (Ain et 

al. 2012; Kauppila 2009). Enfin, les infections bactériennes semblent également être 

impliquées dans la mise en place de ce processus et particulièrement dans l’apparition des 

symptômes de DIV dégénérés douloureux (Arndt et al. 2012; Hadjipavlou et al. 2008). 

Cliniquement, les lombalgies discogéniques se manifestent par des douleurs et des 

fourmillements rachidiens, une perte de la sensibilité ou encore des difficultés de dextérité 

manuelle ou locomotrice (Luoma et al. 2000). A un stade plus tardif, cette dégénérescence 

discale peut se manifester par des radiculopathies (atteintes des racines nerveuses de la 

colonne vertébrale), des sténoses (rétrécissement du canal lombaire), ou des hernies (saillie 

d’une portion d’un DIV) (Adams et al. 2015). D’un point de vue moléculaire, les lombalgies 

discogéniques se caractérisent par une décellularisation du NP combinée à une atteinte 

quantitative et qualitative de sa MEC. Ces modifications biologiques entrainent une 

diminution des capacités de résistance du NP aux contraintes mécaniques, pouvant induire 

dans les cas les plus extrêmes, une altération de l’AF (Vergroesen et al. 2015; Adams et al. 
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2015). Même si ces phénomènes physiopathologiques restent des hypothèses, ils sont 

aujourd’hui largement suggérés dans la littérature.  

Physiopathologie de la dégénérescence discale 

Le DIV voit ses capacités de résistance aux contraintes mécaniques diminuer avec l’âge, les 

DIV plus touchés étant ceux de la région lombaire. Dégénérescence discale et vieillissement 

sont souvent assimilés cependant une distinction entre ces deux évènements a été proposée 

par Adams et Roughley en 2006, basée sur le délai d’apparition des modifications structurales 

résultant de chacun de ces phénomène (Adams and Roughley 2006; Sally Roberts et al. 2006; 

Adams et al. 2015). La dégénérescence apparaît de façon accélérée et est actuellement définie 

comme étant une situation pathologique due à une réponse aberrante des cellules du DIV à 

la suite de phénomènes traumatiques et/ou inflammatoires. Le vieillissement correspond au 

contraire à un processus progressif et physiologique de l’évolution du DIV. Ces deux 

phénomènes peuvent également être distingués en étudiant les mécanismes de sénescence 

cellulaire impliqués dans chacun de ces cas (Freemont 2009). En effet, des études ont 

démontré l’existence de deux mécanismes distincts de sénescence cellulaire. La « sénescence 

réplicative » qui est un phénomène naturel et inéluctable dû aux divisions cellulaire 

successives entrainant un raccourcissement des télomères au niveau des chromosomes ; et la 

« sénescence prématurée » induite par le stress oxydatif ou en réponse à plusieurs facteurs 

tels que les cytokines (Freemont 2009). Ce dernier mécanisme, mis en évidence par la 

présence des marqueurs p16 et p21, est retrouvé préférentiellement au sein des DIV 

dégénérés et entraine une accélération du vieillissement discal (Christine L. Le Maitre, 

Hoyland, and Freemont 2007; Kim et al. 2009; Helen E Gruber et al. 2007). Ainsi, les 

mécanismes de dégénérescence discale , qu’ils soient dus au vieillissement ou pathologiques, 

résulteraient notamment d’un déséquilibre entre anabolisme et catabolisme, entrainant alors 

la production notamment de cytokines pro-inflammatoires et la dégradation de la MEC discale 

(Risbud and Shapiro 2013; Henry et al. 2014; Clouet et al. 2009; Vo et al. 2013). Le NP dégénéré 

perd progressivement son aspect gélatineux et subit plusieurs remaniements morphologiques 

liés à des modifications structurales de sa MEC (Sally Roberts et al. 2006; Hadjipavlou et al. 

2008). Il a été suggéré que lors d’une DDL la densité cellulaire du NP dégénéré diminuait de 

manière importante et cette diminution serait accompagnée d’une atteinte qualitative et 

quantitative des composants de sa MEC. La quantité en PG chute ce qui conduit à une 
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Schéma récapitulatif des facteurs sécrétés par les CNT et réponse des différentes cellules discales. Abréviations : PG : 

protéoglycane ; Shh : Sonic Hedgehog ; CTGF : Connective Tissue Growth Factor ; TGF-β : Transforming Growth Factor ; CNT : 

Cellules Notochordales; NPCytes : Nucléopulpocytes. (D’après la thèse de doctorat de Pauline Colombier, 2016) (Colombier 
2016).  

Ainsi, aujourd’hui une des hypothèses principales quant à la mise en place des processus 

dégénératifs discaux concernerait l’implication de la rupture de ce dialogue cellulaire, déjà 

démontré comme responsable de la maturation du DIV. Il est suggéré que cette 

communication entre les CNT et les NPCy serait fortement impliquée dans l’homéostasie 

discale et que la dérégulation de celle-ci serait à l’origine d’une cascade d’évènements 

dégénératifs au sein de ce tissu conduisant à sa dégénérescence. En parallèle, d’autres 

hypothèses évoquent quant à elles le rôle joué par certains facteurs discaux non régulés par 

le dialogue cellulaire. En effet, les facteurs de la famille des Bone morphogenetic protein 

(BPM-2, BMP-7) et le Growth differenciation factor 5 (GDF-5), seraient impliqués dans les 

modifications matricielles mises en place au cours de la dégénérescence (Takae et al. 1999; 

Than et al. 2012; C. Feng et al. 2015). Le GDF-5, qui promeut la synthèse des composants de 

la MEC du NP et inhibe l’expression de certaines MMPs, est inhibé par les cytokines pro-

inflammatoires TNF-α et l’IL-β présentes lors de la DD (C. Feng et al. 2015; Christine L Le 

Maitre, Freemont, and Hoyland 2009). L’inhibition de son action pourrait alors jouer un rôle 

dans l’atteinte de la MEC discale (Maier and Harfe 2011) (Figure 10). 

Le NP n’est pas le seul élément atteint lors d’une dégénérescence du DIV. Effectivement la 

MEC de l’AF est également altérée. Ces fibres de collagène deviennent plus irrégulières et 

fines, fragilisant ainsi l’ensemble de la structure. Un déchirement de l’AF, allant, dans certains 

cas, jusqu’à l’expulsion du NP (hernie discale) peut ainsi être observé. Cette protrusion du NP 

peut être source d’importantes douleurs ressenties par le patient, dues au pincement des 

Figure 8 : Dialogue moléculaire supposé entre les CNT et les NPCy.   
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Richardson, and Hoyland 2008; Weiler et al. 2002; Rutges et al. 2008; S Roberts et al. 2000). 

Ces cytokines pro-inflammatoires inhibent également l’activation des TIMPS, inhibiteur 

physiologique des MMPs (Figure 10). L’apparition de néo-vaisseaux et de nerfs au sein du tissu 

discal est également un élément clef de la dégénérescence du DIV. Il a été démontré 

notamment que le TNFα stimule la production de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

responsable de l’apparition de nouveaux vaisseaux au sein du DIV (Ohba et al. 2009). Par 

ailleurs,  une néo-innervation, due à l’activation de la neurogénèse via la stimulation de NGF 

par certaines cytokines pro-inflammatoires (IL-6,-8 et Prostaglandines E2), a récemment été 

décelée. Cette neurogénèse entrainant une perte du caractère non-innervé spécifique du DIV 

et est en partie responsable,  par sécrétion de la substance P, de l’inflammation et des 

douleurs liées à la lombalgie discogénique (Freemont 2009; Pockert et al. 2009) (Figure 10). 

Autre élément à prendre en compte, le rôle des plateaux cartilagineux (PC) dans le processus 

de dégénérescence discale est aujourd’hui à considérer. En effet, les chondrocytes de la 

plaque cartilagineuse vont se différencier, devenant hypertrophiques. Une calcification des PC 

est ainsi observée (Aigner et al. 1998; Paietta, Burger, and Ferguson 2013; Huang, Urban, and 

Luk 2014). La diminution du réseau capillaire et du nombre de pores, altère alors les capacités 

de nutrition, d’oxygénation et d’évacuation des métabolites, au sein du tissu discal. Ceci peut 

notamment induire une diminution de la densité cellulaire et la perte de la capacité des 

cellules à répondre aux contraintes mécaniques subies (Hee et al. 2011; Horner and Urban 

2001; Ishii et al. 1991). De plus, l’accumulation des déchets métaboliques va entrainer une 

acidification du milieu discal, ce qui va impacter la survie de cellules et stimuler l’activation 

des MMP-3, jouant un rôle primordial dans la dégradation de la MEC résidente (Gunja-Smith 

and Woessner 1993). L’ensemble de ces modifications du microenvironnement discal 

engendre un stress cellulaire qui se manifeste par diverses réponses cellulaires telles que 

l’apoptose, la sénescence et l’autophagie, qui font actuellement l’objet de diverses études afin 

d’approfondir nos connaissances quant à l’implication de ces activités cellulaires sur la 

progression de la dégénérescence discale (Rannou et al. 2004; Campisi et al. 2011; Helen E 

Gruber et al. 2015) (Figure 10).
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Le phénomène de dégénérescence discale met en jeu une multitude de mécanismes 

cellulaires, qui conduisent à une altération de la production de la MEC discale, une activité 

enzymatique anormale, ainsi qu’à une surexpression de substances pro-inflammatoires. Ce 

profond déséquilibre de l’homéostasie discale bouleverse les interactions primordiales entre 

les cellules et les constituants de la MEC, entrainant un cercle vicieux (Buttle et al, Biochem Soc 

Trans, 2007). Ainsi, comme pour de nombreuses maladies dégénératives l’hypothèse qu’une 

cellule « malade » pourrait conduira à la formation d’une MEC « malade », et qu’une MEC 

« malade » conduira à une atteinte cellulaire à plus ou moins long terme est souvent émise 

(Buttle 2007).  

La dégénérescence discale est relativement complexe, impliquant un nombre important de 

mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de modifications d’ordres 

morphologique, physique et mécanique. Même si ces dernières années nos connaissances 

relatives à la physiopathologie discale ont progressé rapidement, il reste encore de nombreux 

points à approfondir afin de maîtriser l’ensemble des phénomènes menant à la 

compréhension du processus menant à la dégénérescence du tissu discal.  De plus, la 

caractéristique du DIV d’être non vascularisé et non innervé lui donne un potentiel d’auto-

guérison très limité. Actuellement, différentes prises en charges thérapeutiques des patients 

lombalgiques sont mises en place. La prise en compte de son étiologie semble être la clef de 

sa guérison.
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Diagnostic 

La dégénérescence discale peut se manifester par une douleur ou une gêne fonctionnelle 

ressentie entre la douzième côte et le pli fessier, associée dans certains cas à des irradiations 

dans les membres inférieurs (Valat, Rozenberg, and Bellaïche 2010). Ces douleurs se 

manifestent essentiellement au niveau des étages L4-L5 et L5-S1. Le diagnostic des lombalgies 

discogéniques se fait à la suite de douleurs lombaires ressenties par le patient, puis par 

différentes techniques d’imagerie complémentaires les unes des autres : i) la radiographie, 

qui va permettre d’apprécier la hauteur discale et la calcification intradiscale ; ii) le scanner, 

qui permet d’évaluer la morphologie du DIV et son hypodensité ; iii) et l’imagerie à résonnance 

magnétique (IRM), qui permet, par visualisation d’un contraste important, de différencier le 

tissu discal sain du dégénéré. Les séquences T1 et T2 à l’IRM permettent d’estimer 

respectivement les modifications au niveau des plateaux cartilagineux et l’état d’hydratation 

du DIV. L’association des séquences  T1 et T2 permet de définir la classification de Modic, qui 

distingue 3 stades de dégénérescence discale (Modic et al. 1988) et qui permet aux cliniciens 

de distinguer les patients symptomatiques des patients asymptomatiques (Figure 11). Le 

diagnostic de la DD peut également se faire par l’interprétation du score de Pfirrmann, qui 

permet de grader l’intensité de la DD (Figure 12). Ce score est basé sur l’association du signal T2, 

la couleur du NP, la distinction entre le NP et l’AF, et la hauteur discale (Pfirrmann et al. 2001). 

En effet, les modifications morphologiques et structurales, précédemment évoquées, qui 

interviennent au cours de la physiopathologie de la DD, sont responsables entre autres d’une 

déshydratation massive du NP. Cette déshydratation engendre des conséquences physiques 

visibles par les techniques d’imagerie. Ainsi, la déshydratation du NP va entrainer une 

diminution de la hauteur discale observable en radiographie (Anderson and Tannoury 2005).  
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A la suite du diagnostic de lombalgie discogénique, des prises en charge thérapeutiques sont 

alors mises en place, permettant de diminuer la douleur engendrée par cette maladie. La prise 

en charge thérapeutique actuelle des DDL, principalement fondée sur des approches 

médicamenteuses ou chirurgicales, reste cependant très limitée car elle vise essentiellement 

le soulagement de la douleur sans s’attaquer à l’origine de la maladie. Après une vue 

d’ensemble des traitements disponibles et utilisés de nos jours, nous nous intéresserons plus 

particulièrement aux approches innovantes en cours de développement, qui permettraient 

une régénérescence du DIV dégénéré et ainsi une restauration de l’intégrité du tissu discal et 

de ses fonctions mécaniques, essentielles pour la mobilité rachidienne. 

C. La prise en charge actuelle de la dégénérescence discale et des douleurs lombaires 

Epidémiologie et recueil des douleurs lombaires 

Les douleurs de dos sont, de nos jours, un problème de santé publique majeur dans les 

sociétés industrielles occidentales (Urban and Roberts 2003). La prévalence annuelle des 

lombalgies, estimées comme l’un des symptômes les plus communs de nos sociétés 

modernes, est évaluée à au moins, 50% (Adams and Roughley 2006). Cette valeur varie selon 

les études en raison de la définition même de la lombalgie, des méthodes d’évaluation, de la 

période de prévalence ou encore de la nature de la population étudiée (Dionne, Dunn, and 

Croft 2006; Jeffries, Milanese, and Grimmer-Somers 2007). Néanmoins, il a été calculé, de 

manière unanime, que 80% de la population mondiale est ou sera touchée à un moment ou 

un autre de la vie, par ce phénomène de lombalgie. Depuis quelques années, ces chiffres ne 

cessent de croître au regard du vieillissement actuel de la population mondiale. Les femmes 

semblent davantage touchées par ces douleurs que les hommes, et les enfants et adolescents 

sont également touchés par ces douleurs lombaires invalidantes (Hoy et al. 2014; Pellisé et al. 

2009). Déjà très fréquentes au sein de la population générale, les lombalgies le sont encore 

davantage dans des populations professionnellement exposées à des facteurs de risque 

spécifiques. Il s’agit notamment de personnes exerçant des travaux exigeant des efforts 

physiques importants et répétés, des activités impliquant des postures fatigantes ou 

prolongées, ou encore des professions entrainant une exposition durable du corps à des 

vibrations (conducteurs d'engins). Les résultats des enquêtes menées sur la population 

française générale sont comparables aux données des études menées dans d’autres pays. Il 

faut garder cependant en mémoire que la douleur ne peut être évaluée par le praticien qu’à 
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la suite d’une description subjective par le patient. Ce caractère subjectif du recueil de la 

douleur rend son analyse par le praticien compliqué, et ce d’autant plus si l’évaluation de cette 

douleur se fait dans le temps. C’est également à l’aide de questionnaires rétrospectifs que les 

douleurs lombaires peuvent être étudiées. L’analyse de ces questionnaires permet par la suite 

de mettre en évidence plusieurs paramètres pouvant avoir un impact sur l’évolution des 

douleurs et ainsi identifier les facteurs de risques potentiels. Cependant, en 2007, Schwarz et 

ses collaborateurs ont décrit le phénomène de « memory decay », suggérant une dégradation 

importante de la mémoire des douleurs dans le temps, remettant alors en cause la fiabilité de 

ce type de questionnaire pour un recensement de qualité concernant les douleurs passées 

(Schwarz 2007). Dans ce contexte, un nouveau type de suivi, encore peu utilisé, est apparu 

récemment, avec le « Short Message Service » (SMS) permettant de pallier la dégradation 

progressive de la mémoire des douleurs. En effet ce type de recensement de la douleur est 

basé sur l’envoi de questions courtes par SMS automatiques à intervalles réguliers (par 

exemple un par semaine), permettant ainsi le recueil de la douleur « instantanée » sur une 

longue période (Kongsted and Leboeuf-Yde 2009). Cependant ce suivi par SMS présente 

également des contraintes, notamment par le contenu limité des questions. 

Cout de la prise en charge 

La lombalgie, reconnue comme le mal du XXIe siècle par l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS), représente la seconde cause de consultation médicale dans les pays industrialisés 

(derrière les troubles cardiaques) (W. J. Wang et al. 2015). Les difficultés, voire l’incapacité, 

qu’elle entraine, à se mouvoir, est la cause de nombreux soins et d’arrêts de travail fréquents, 

répétés ou prolongés, souvent accompagnés de retentissements psychologiques et sociaux. 

Les douleurs lombaires sont reconnues comme étant parmi les affections les plus couteuses 

pour la sécurité sociale (Hoy et al. 2014). La prise en charge des patients lombalgiques 

constitue donc un enjeu socio-économique majeur. Ce mal d’origine multifactoriel est associé 

dans 40% des cas à une dégénérescence discale (Henry et al. 2018). Ce type de lombalgies, 

appelé lombalgies discogéniques, affectent environ 600 millions de personnes dans le monde 

(Vos et al. 2012). Les coûts annuels de la prise en charge thérapeutique et des arrêts de travail 

fréquents qu’engendrent ces douleurs lombaires d’origine discale, s’élèvent à 90 milliards de 

Dollars aux Etats-Unis et à 2 milliards d’Euros en France, d’après une étude réalisée en 2012 
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par la Caisse Nationale de l’Assurance Maladie des Travailleurs Salariés (Martin et al. 2008; 

Anaes 2000). 

Recommandations et prise en charge actuelle 

Le plus souvent, le traitement de la lombalgie discogénique est prescrit sur de longues durées. 

En effet, 10% des lombalgies deviennent chroniques. La prise en charge actuelle reste 

uniquement symptomatique, car aucune des alternatives thérapeutiques disponibles ne 

permet de soigner la cause de ces douleurs lombaires. Leur traitement actuel a donc pour 

objectif de soulager la douleur, minimiser la gêne fonctionnelle et améliorer la qualité de vie 

des patients. Les recommandations de l’ANAES (Agence Nationale d’Accréditation et 

d’Evaluation en Santé) depuis 2000 concernant les patients atteints de lombalgies chroniques 

insistent sur l’importance d’une prise en charge complète et multidisciplinaire (Anaes 2000). 

Celle-ci repose sur l’utilisation de traitements non pharmacologiques (perte de poids, pratique 

d’une activité sportive régulière...), de traitements pharmacologiques (antalgiques, anti-

inflammatoires...) et chirurgicaux (arthrodèse, arthroplastie...). 

Ces dernières années, l’émergence d’un nouveau type de thérapies est à prendre en compte 

dans la prise en charge des lombalgies. Il s’agit notamment de la massothérapie, la 

balnéothérapie, l’acupuncture ou encore la stimulation électrique nerveuse transcutanée 

(TENS) (Andronis et al. 2017).  

a. Traitements non pharmacologiques  

Il est classiquement préconisé une diminution du surpoids, la réalisation d’exercices physiques 

adaptés et réguliers ainsi qu’une mobilité quotidienne. La manipulation vertébrale a été 

démontrée ces dernières années comme étant efficace à court terme dans le soulagement de 

la douleur.  

• La perte de poids : l’obésité est un facteur favorable au développement accéléré de la 

dégénérescence discale par l’augmentation du stress mécanique imposé aux DIV lors 

des mouvements de l’ensemble du corps. De plus, dans la physiopathologie de 

l’arthrose, les adipokines sécrétées par le tissu adipeux stimulent la dégradation du 

cartilage articulaire, celles-ci pourraient alors avoir une action similaire dans le cas 

d’une DDL au niveau des plateaux cartilagineux (Berenbaum and Sellam 2008; 

Toussirot, Streit, and Wendling 2007). 
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• La pratique sportive: il est actuellement admis que la pratique d’une activité sportive 

modérée et régulière améliore à la fois la douleur et la fonctionnalité discale chez le 

patient lombalgique (Williams et al. 1991).  

• La kinésithérapie : la rééducation est recommandée, car elle peut permettre de 

diminuer les douleurs, grâce à des massages ou à l’application de chaleur sur 

l’articulation. Elle permet aussi de récupérer une certaine mobilité, en augmentant la 

souplesse, et permet de renforcer les muscles à proximité du DIV.  

b. Traitements pharmacologiques 

Ces règles hygiéno-diététiques sont le plus souvent associées à un traitement 

pharmacologique basé sur l’utilisation d’anti-inflammatoires (AI) et d’antalgiques qui peuvent 

être administrés par voie orale, transdermale ou par injection. Parmi les anti-inflammatoires 

utilisés dans le but de soulager les douleurs lombaires, on retrouve i) des AI stéroïdiens (AIS) 

et ii) non stéroïdiens (AINS), iii) des opiacés ainsi que iv) des myorelaxants (Airaksinen et al. 

2006; Chou et al. 2007). Les stéroïdes et corticostéroïdes (Méthyl-prednisolone, 

Hydrocortisone, Triamcinolone et Dexaméthasone) sont des petites molécules hormonales 

qui peuvent être injectées par voie épidurale, directement au niveau du DIV inflammé. Ils ont 

une action efficace et immédiate en inhibant la sécrétion de molécules pro-inflammatoires, et 

présentent également une activité immunosuppressive (Stafford, Peng, and Hill 2007). Les 

AINS (diclofenac, kétoprofène, ibuprofène, naproxène, célécoxib et étoricoxib) qui inhibent la 

cyclo-oxygénase agissent comme un traitement conservateur (Blanquer, Grijpma, and Poot 

2015). Il s’agit de la prise en charge per os la plus couramment prescrite pour soulager des 

douleurs lombaires à court terme (Kuritzky and Samraj 2012). Les opioïdes, molécules 

psychoactives agissant sur le système nerveux central et périphérique, peuvent également 

être prescrits afin d’obtenir un effet analgésique, à la suite d’une administration orale, 

parentérale ou transdermale. Deux types d’opioïdes peuvent être utilisés, les opioïdes faibles 

en première intention, tel que le tramadol, puis en seconde intention les opioïdes forts de 

types morphiniques, tels que l’oxycodone, l’hydromorphone, ou la buprénorphine (Gordon et 

al. 2010; Khoromi et al. 2007; Schnitzer et al. 2000). Malgré leur efficacité démontrée dans la 

prise en charge des douleurs lombaires chroniques non spécifiques et des douleurs 

neuropathiques, les risques d’addiction résultant de leur administration ne sont pas à négliger. 

Enfin, ces thérapies analgésiques peuvent être supplémentées par des myorelaxants 
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(benzodiazépines), présentant des propriétés antispasmodiques, permettant de soulager les 

douleurs lombaires non spécifiques (Van Tulder et al. 2003). Concernant l’ensemble de ces 

médicaments, il s’agit de traitements pharmacologiques per os, de courte durée, de première 

intention et ne visant qu’au soulagement de la douleur et à la diminution des symptômes. 

Certains AIS et AINS peuvent également être injectés localement. Ces divers traitements 

pharmacologiques conventionnels peuvent être initiés aux différents stades de 

dégénérescence discale, afin de réduire l’inflammation et la douleur (Airaksinen et al. 2006). 

Il est à retenir que l’ensemble de ces traitements pharmacologiques sont fortement limités 

par la répétition nécessaire des prises et injections du fait de la courte demi-vie de toutes ces 

molécules. De plus, ces injections thérapeutiques se font dans des zones relativement fragiles, 

du fait de la proximité de la moelle épinière notamment et de par la présence de gros 

vaisseaux environnants. La répétition des injections est donc à éviter le plus possible car 

chaque injection épidurale reste une intervention délicate. 

c. Traitements chirurgicaux 

Dans les cas où les douleurs récidivent et que les traitements conservateurs cités ci-dessus ne 

sont pas ou plus suffisants pour subvenir à la perte des fonctions discales, un traitement 

chirurgical est alors mis en place. Principalement, deux approches chirurgicales peuvent alors 

être envisagées afin de traiter les dégénérescences discales symptomatiques réfractaires aux 

traitements pharmacologiques : l’arthrodèse et l’arthroplastie (Figure 13). L’arthrodèse 

lombaire (« gold standard » ou traitement de référence) est une intervention chirurgicale 

consistant à fusionner les deux vertèbres bordant le DIV dégénéré, afin d’immobiliser 

définitivement l’articulation intervertébrale et ainsi pallier aux douleurs lombaires (Martin et 

al. 2007). Des cages de fusion sont utilisées depuis plusieurs années, et permettent de 

respecter les contraintes mécaniques au niveau des vertèbres adjacentes. Historiquement 

composées de titane, ces cages de fusion sont désormais constituées de fibres de carbone ou 

de polyether-ertherketon (PEEK) et permettent la réalisation d’IRM (DiPaoloa, 2008). Ces 

implants polymériques contiennent un greffon osseux, provenant, dans la plupart des cas, de 

la crête iliaque, associés à un système de maintien permettant la stabilisation de l’implant lors 

de la fusion. L’efficacité clinique de cette approche chirurgicale a été démontrée comme 

permettant de diminuer les douleurs dans 70 à 80% des cas (Deyo and Mirza 2006). 

Cependant, les résultats cliniques témoignent d’une perte de mobilité, successive à la fusion 
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uniquement le NP (Prosthetic Device Nucleus (PDN®)), sont retrouvées. L’objectif premier de 

l’arthroplastie est de maintenir la mobilité discale, contrairement à l’arthrodèse dont le but 

est d’immobiliser l’étage dégénéré. Les observations cliniques ont mis en évidence les atouts 

supérieurs de l’arthroplastie, qui par la conservation des caractéristiques mécaniques de 

l’étage rachidien traité, évite par conséquent la dégénérescence des segments vertébraux 

adjacents et permet un retour rapide aux fonctions de la vie courante. Cette supériorité a été 

affirmée par les études promues par la Food and Drug Administration (FDA) (Guyer et al. 

2004). L’efficacité antalgique permettant le retour rapide des patients aux activités 

professionnelles confirme le bénéfice certain de cette intervention chirurgicale. Cependant, 

certaines rares complications au niveau de la prothèse ont été décrites, et le faible recul 

clinique ainsi que le biais important des études rétrospectives réalisées, indiquent que les 

données obtenues devront être confirmées (Van Den Eerenbeemt et al. 2010). Il est à noter 

que les prothèses partielles lombaires présentent un avantage supérieur aux prothèses 

totales. En effet, les prothèses partielles, en remplaçant uniquement la structure dégénérée, 

préservent les structures saines environnantes (AF, plateaux cartilagineux, ligaments) et sont 

à utiliser dans les cas précoces de DDL, avant que l’AF ne soit lésé. Le risque majeur de ce type 

de traitement est le possible déplacement de la prothèse vers l’AF, ce qui peut entrainer une 

déchirure au niveau de celui-ci. Le manque de recul clinique, ainsi que le faible nombre 

d’études relatant de l’utilisation de prothèses partielles limitent leurs le recours à celles-ci. 

La prise en charge actuelle de la lombalgie, basée sur des approches médicamenteuses ou 

chirurgicales, reste, de nos jours, encore limitée car l’ensemble de ces thérapies ne visent 

uniquement qu’à diminuer la douleur sans s’attaquer à l’origine de la pathologie. De plus, les 

techniques d’arthrodèse et d’arthroplastie sont très invasives et présentent des risques 

respectifs de dégénérescence des étages adjacents et de descellement de prothèse. 

Finalement, aucun de ces traitements actuels ne restaure la fonction du tissu discal. Par 

conséquent, le développement de nouvelles stratégies est devenu une priorité au sein de la 

communauté scientifique. Ces approches innovantes sont basées sur l’amélioration des 

connaissances de la physiologie et la physiopathologie discale afin de restaurer le DIV dans 

son intégralité. Comme décrit précédemment, la dégénérescence discale résulte d’un 

dérèglement profond de l’homéostasie tissulaire combinant de nombreux processus, d’ordres 

cellulaire, moléculaire et inflammatoire. Ceci va alors altérer le dialogue entre la MEC les 

cellules résidentes, finissant alors par impacter le DIV biologiquement, structurellement et 
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mécaniquement. Il s’agit d’un véritable cercle vicieux survenant à plusieurs niveaux avec 

l’implication de trois principaux évènements : i) une augmentation de l’activité inflammatoire 

et catabolique, ii) une diminution progressive de la densité cellulaire et iii) la perte des 

fonctions anaboliques associée à la dégradation matricielle du DIV. Il est aujourd’hui bien 

décrit que ces trois bouleversements biologiques seraient étroitement interconnectés. Il 

apparait donc nécessaire de prendre en compte l’ensemble de ces processus dégénératifs afin 

de restaurer le tissu discal dégénéré dans son intégralité. Ainsi, les approches qui 

permettraient une régression de l’inflammation, une re-cellularisation des NP dégénérés, ainsi 

qu’une reconstitution de sa matrice extracellulaire (MEC), apparaissent comme des 

alternatives prometteuses, ce qui fait de la médecine régénératrice une approche 

particulièrement intéressante. 

D. Stratégies novatrices de traitement de la dégénérescence discale et des douleurs 

lombaires 

La médecine régénératrice, apparue ces dernières années, a pour objectif principal la 

restauration des fonctions des tissus ou organes lésés. Deux types de maladies sont ciblés par 

ces récentes stratégies thérapeutiques. Il s’agit des maladies dégénératives telles que 

l’arthrose, la DD ou encore la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson ; et des maladies 

destructrices, telles que le diabète (lésions cellulaire et organique). Dans la suite de cette 

étude nous nous intéresserons uniquement à la médecine régénératrice du DIV, qui comme 

nous l’avons précédemment évoqué se base sur la restauration de l’homéostasie discale et le 

rééquilibre de la balance anabolisme/catabolisme au sein du NP. Pour ce faire, 2 types de 

stratégies sont principalement évaluées : i) les stratégies anti-catabolique et/ou anti-

inflammatoires, dans le but de diminuer voire stopper la dégradation matricielle et ii) les 

stratégies anaboliques ciblant la re-cellularisation du NP et la stimulation de la synthèse d’une 

nouvelle MEC de type nucléopulpogénique. Pour ce faire, 4 grandes approches de médecine 

régénératrices existent : i) la thérapie cellulaire ii) la thérapie moléculaire, iii) la thérapie 

génique et iv) l’ingénierie tissulaire qui associe une ou plusieurs des précédentes approches à 

l’utilisation d’un biomatériau. Ces différentes approches ayant pour objectif commun de 

restaurer le dialogue cellule/MEC ont d’ores et déjà été largement étudiées et ont fait l’objet 

de nombreuses revues de la littérature publiées ces dernières années (Sakai and Andersson 

2015; Fontana, See, and Pandit 2015; Clouet et al. 2018; Henry et al. 2018). Cependant, la 
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plupart de ces études ne s’intéressent qu’à la correction de seulement un seul des trois 

évènements dégénératifs principaux énoncés plus haut (inflammation et catabolisme, 

diminution radicale de la densité cellulaire, perte des fonctions anaboliques), par apport 

soient de facteurs anti-cataboliques, soient de cellules réparatrices ou de facteurs de 

croissance. Malgré des résultats encourageants, ces stratégies n’ont pour l’heure à notre 

connaissance, pas suffit à engendrer une régénérescence robuste et complète du DIV. L’idée 

de combiner ces différentes stratégies afin de prendre en compte les trois évènements 

principaux du processus de DD, fait progressivement surface au sein de la communauté 

scientifique et semble aujourd’hui particulièrement prometteuse en vue d’une réversion 

complète de la DD (Frapin et al. 2019). Ainsi, la stimulation du microenvironnement dégénéré 

discal par l’apport de plusieurs agents thérapeutiques de différentes natures (cytokines anti-

inflammatoire, facteurs de croissance, acides nucléique et cellules) est à sérieusement 

envisager. Bien entendu, la mise en place de telles stratégies constitue un véritable défi à 

différents niveaux et se révèle être particulièrement complexe à développer. 

Premièrement, un aspect essentiel de ces thérapies concerne le caractère non invasif de 

celles-ci. Ainsi l’injection mini-invasive de ces agents thérapeutiques en intra-discale par la 

voie trans-annulaire est aujourd’hui considérée comme étant l’option la plus prometteuse afin 

de régénérer le DIV tout en évitant au maximum les risques de lésions du tissu, même si celles 

si ne sont pas nulles (Elliott et al. 2008). La voie trans-pédiculaire est également étudiée en 

parallèle mais a démontré pour l’heure l’induction d’une dégénérescence discale post-

injection (Vadalà et al. 2013; Le Fournier et al. 2017; Vadalà et al. 2018). Quoi qu’il en soit, 

l’apport des différents agents thérapeutiques doit se dérouler par l’intermédiaire d’une 

unique injection intra-discale. En effet, au vu de la fragilité et de la complexité du tissu discal 

et des structures environnantes, le recours à des injections répétées semble trop délétère. 

Cependant les facteurs biologiques et les cellules sont des agents particulièrement fragiles et 

sujet à la dégradation in situ, présentant respectivement des temps de demi-vie très court et 

une survie post-injection décrite comme particulièrement faible (Blanquer, Grijpma, and Poot 

2015; C. Feng et al. 2015). Ces difficultés, accentuées dans un environnement aussi hostile que 

celui d’un DIV dégénéré, constituent de réelles barrières à l’obtention d’un effet 

thérapeutique efficace et durable au long terme. Ainsi, afin de combiner plusieurs agents 

thérapeutiques aux rôles variés, le développement d’un système de libération prolongée de 
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ces agents constitue un point essentiel dans la mise en place de telles stratégies (Seelbach et 

al. 2015). Ce système de libération doit également être adapté à l’injection intra-discale et au 

microenvironnement discal, afin de protéger les agents lors de l’injection et in situ et ainsi 

optimiser leurs effets thérapeutiques (D’Este, Eglin, and Alini 2018).  

Deuxièmement, intervenir sur les différents processus de la DD suggère d’être capable, non 

pas seulement de prolonger mais aussi de contrôler la libération des différents agents 

thérapeutiques, car ces derniers devront surement agir de manière consécutive dans le temps. 

En effet, la réparation séquentielle des différents aspects de la dégénérescence discale semble 

indispensable à la mise en place d’une stratégie robuste de régénérescence. Ainsi, dans un 

premier temps la libération de cytokines anti-inflammatoires, anti-cataboliques et anti-

apoptotiques permettrait de réduire l’hostilité du milieu discal dégénéré et d’améliorer ainsi 

les effets thérapeutiques des agents anaboliques. Puis, dans un deuxième temps, l’apport de 

cellules au niveau du NP permettrait une re-cellularisation de ce microenvironnement, qui 

aura été préalablement « soigné ». Enfin, le relargage de facteurs de croissance spécifiques 

stimulerait les actions anaboliques des cellules résidentes et de celles précédemment 

apportées, afin de booster la synthèse d’une nouvelle MEC adaptée au niveau du NP. 

Cependant, de nombreuses questions restent en suspens avant de pouvoir mettre en place 

un tel schéma thérapeutique. En effet, le choix des différents agents thérapeutiques à utiliser, 

lesquels combiner ensemble, leurs doses adéquates, ainsi que leurs profils de libération 

séquentielle, restent à étudier. Des éléments biochimiques sont aussi également à prendre en 

compte. En effet, la forme et la taille du système de libération, ainsi que le choix du polymère 

le constituant, sont décrits comme étant des paramètres influant sur les caractéristiques de 

libération contrôlée de facteurs biologiques. De plus ces derniers doivent être injectables en 

vue d’une application discale.  

Stratégies de libération séquentielle en fonction de la progression de la DD 

Un autre point important à aborder concerne l’adaptation de ces stratégies de libération 

séquentielle de facteurs biologiques, au stade de la dégénérescence discale. En effet, comme 

nous l’avons précédemment décrit, la DD constitue un véritable cercle vicieux qui 

s’autoalimente par le lien étroit résidant entre les différents processus cellulaires et 

moléculaires impliqués (Adams and Roughley 2006; Vergroesen et al. 2015). Cependant 

l’apparition et l’intensité de ces évènements varient en fonction du stade de dégénérescence, 
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notamment au niveau cellulaire. Trois stades de dégénérescence peuvent être distingués : le 

stade de dégénérescence précoce, le stade de dégénérescence modérée et le stade de 

dégénérescence sévère. La distinction entre ces différents stades se fait sur la base de la 

hauteur discale et des douleurs ressenties par le patient (Pfirrmann et al. 2001). Ces 

modifications structurelles et mécaniques sont intimement liées aux changements 

biologiques se déroulant au cours d’une DD. Ainsi, nous pouvons en déduire que la hauteur 

discale plus importante d’un DIV au stade de dégénérescence précoce par rapport à un DIV 

sévèrement dégénéré, suggère la présence d’une MEC saine en quantité plus importante.  Ceci 

reflète alors une activité anabolique présente et donc la présence de cellules résidentes 

encore actives, et une activité inflammatoire modérée. Ainsi dans le cas d’un DIV précocement 

dégénéré, l’apport de facteurs anaboliques et/ou facteurs anti-cataboliques permettant 

respectivement soit de stimuler les cellules résidentes et booster leurs activités de synthèse, 

soit limiter l’inflammation, pourrait s’avérer suffisant pour inverser ces processus précoces de 

DD. Cependant, dans le cas d’un DIV modérément ou sévèrement dégénéré la re-

cellularisation du NP semble essentielle afin de relancer la machinerie anabolique, le nombre 

de NPCy résidents étant insuffisant et leur activité de synthèse trop altérées pour compenser 

la dégradation matricielle. La re-cellularisation du NP apparait donc comme une étape 

préalable nécessaire à la libération de facteurs de croissance dans les cas de DD modéré et 

sévère (Figure 15c). 

Facteurs anaboliques  

Parmi les nombreux candidats, le TGF-β, facteur anabolique et anti-inflammatoire attire 

particulièrement notre attention. En effet, le TGF-β stimule la synthèse par les NPCy d’une 

MEC saine (Bedore, Leask, and Séguin 2014). Il assure également le maintien du niveau 

d’expression du CCN2, permettant ainsi de contrecarrer les effets de l’IL- 1β (C M Tran et al. 

2014; Bedore, Leask, and Séguin 2014). De plus, lorsque celui-ci est associé à la 

dexaméthasone, la prolifération de NPCy humains dégénérés est augmentée et permettrait 

de mettre en place un profil génique anti-catabolique (Liang et al. 2013).Un deuxième facteur 

anabolique, le GDF-5, est au centre des recherches actuelles, car il est fortement impliqué 

dans le développement précoce du DIV (C. Feng et al. 2015). Ce facteur de croissance stimule 

la prolifération des NPCy et leur synthèse d’agrécane et de collagène de type II (Chujo et al. 

2006). De manière intéressante, ces deux facteurs agissent en synergie sur la différenciation 
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in vitro de cellules souches adipeuses (CSA) humaines en cellules de type NPCy, notamment 

en stimulant l’expression des marqueurs spécifiques de NPCy et des composants de la MEC 

du NP (Colombier et al. 2016). Actuellement, 4 essais cliniques ont à notre connaissance été 

réalisés, afin d’étudier le potentiel régénérateur du facteur de croissance GDF-5 dans le 

traitement de la DDL chronique (NCT01182337, NCT01158924, NCT01124006, NCT00813813 ; 

www.clinicaltrial.gov) (Henry et al. 2018). Ces essais cliniques ont été effectués chez des 

patients souffrant d’une DDL symptomatique confirmée. Un suivi à 36 mois post-injection a 

été réalisé afin d’évaluer la sécurité, la tolérance et l’efficacité d’une injection unique de GDF-

5 (0,25 mg à 2,0 mg).  Pour 3 de ces 4 essais, aucun effet indésirable majeur directement lié à 

l’injection de GDF-5 n’a été observé. Les patients ont signalé une amélioration modérée de 

leurs douleurs et de leur handicap (https://clinicaltrials.gov). A notre connaissance, les 

résultats de ces essais cliniques n’ont pas encore été publiés. 

Re-cellularisation du NP 

Injection de cellules exogènes 

La thérapie cellulaire, basée sur l’apport de cellules in situ afin de remplacer ou suppléer les 

cellules défaillantes, apparait comme une alternative prometteuse. Différentes sources 

cellulaires peuvent alors être envisagées dans le cas d’une thérapie cellulaire du DIV. Trois 

sources cellulaires ont principalement été étudiées, présentant chacune des avantages et des 

limites qui sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). Il s’agit des cellules du NP, des 

chondrocytes articulaires et des cellules souches mésenchymateuses (CSM). Concernant les 

deux premiers types cellulaires, leur utilisation a rapidement été abandonnée. En effet, 

l’utilisation de cellules de NP ou de chondrocytes articulaires est fortement limitée 

notamment du fait de leur faible disponibilité, de leur faible capacité proliférative et de leur 

tendance à se dé-différencier lors des manipulations in vitro. De plus, des risques importants 

de morbidité au niveau des sites donneurs ont été reportés (Hohaus et al. 2008; Hans Jörg 

Meisel et al. 2007; Paesold, Nerlich, and Boos 2007). Des études cliniques ont tout de même 

été menées et ont mis en évidence, pour certaines d’entre elles, une amélioration de la qualité 

de vie des patients à un ou deux ans (Sakai and Andersson 2015; Hohaus et al. 2008; Hans Jörg 

Meisel et al. 2007; Hans Joerg Meisel et al. 2006; Acosta et al. 2011). En parallèle, des études 

menées sur les CSM, troisième source cellulaire envisagée comme intéressante en vue d’une 

transplantation discale, ont démontré que ces dernières possèdent une capacité régénérative 
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et permettent de s’affranchir de certaines limites relatives aux deux précédents types 

cellulaires (Sakai and Andersson 2015). Nous détaillerons ici davantage les CSM et leur 

utilisation en vue d’une régénérescence des DIV.  

 

Tableau 1 : Avantages et limites des différentes cellules envisagées dans le cadre d’une thérapie cellulaire discale. 

 

Les CSM, largement décrites depuis 1960, sont définies comme présentant les caractéristiques 

spécifiques suivantes : adhérence au plastique, auto-renouvellement, phénotype immun 

spécifique (CD90+, CD73+, CD105+, CD34- et CD45-) et des propriétés de multipotence 

(capacités de différenciation en adipo-, chondro- et ostéocytes)(Friedenstein et al. 1968). Les 

CSM sont présentes au sein de différents tissus dans lesquels elles se trouvent en plus ou 

moins grandes proportions (moelle osseuse, tissu adipeux, derme, liquide synovial, cordon 

ombilical, placenta et liquide amniotique). Tandis que le nombre de CSM retrouvées au sein 

de la moelle osseuse est estimé autour de 0.01%, il est estimé à 2% au sein du tissu adipeux 

(Kern et al. 2006). Parmi ces différentes CSM, les CSM du tissu adipeux (Cellules Souches 

Adipeuse : CSA) nous semblent particulièrement intéressantes. En effet leur accessibilité, leur 

importante quantité et leur capacité moindre à se différencier en chondrocytes 

hypertrophiques font de celles-ci des candidates prometteuses en vue d’une utilisation pour 

la médecine régénératrice du DIV (Ronzière et al. 2010). En plus de leur capacité à se 

différencier en cellules mésodermiques, les CSM sont également capables de se différencier 

en cellules de l’endoderme (hépatocytes, cellules intestinales et cellules de poumon) et de 

Source cellulaire Avantages Inconvénients 

Cellules du NP 
autologues 

▪ Phénotype identique 
▪ Synthèse de MEC discale 

▪ Morbidité au site donneur 
▪ Risque de DD des étages adjacents 
▪ Faible nombre cellulaire 
▪ Risque de dédifférenciation lors des 

étapes d’amplification in vitro 

Chondrocytes 
articulaires 

▪ Similitudes phénotypiques 

▪ Morbidité douloureuse au site 
donneur 

▪ Risque de dédifférenciation lors des 
étapes d’amplification in vitro 

CSM 

▪ Facilité d’accès (CSA++) 
▪ Quantité importante (CSA++) 
▪ Importante capacité 

d’amplification in vitro 
▪ Multipotence et capacité de 

transdifférenciation 
▪ Tolérance immunitaire 

▪ Nécessité de différenciation 
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l’ectoderme (cellules épithéliales et neurones). Ces aptitudes à se transdifférencier étend ainsi 

leur potentiel régénératif vers davantage de tissus, tels que ceux d’origine 

neuroectodermique ou endordermique (Itaba et al. 2015; Lindvall, Kokaia, and Martinez-

Serrano 2004) (Figure 14). 

 

Figure 14 : Capacités de différenciation et transdifférenciation des cellules souches mésenchymateuses.  

(Modifié depuis Uccelli et al., Nat Rev Immunol, 2008).(Uccelli, Moretta, and Pistoia 2008) 

Au regard de ces propriétés de multipotence et de transdifférenciation, l’utilisation des CSM 

a été envisagée pour l’obtention de NPCy et quelques études ont d’ores et déjà rapporté la 

faisabilité de cette transdifférenciation en NPCy dont le phénotype est proche de celui des 

chondrocytes (Colombier et al. 2016). Par ailleurs, la tolérance immunitaire des CSM par 

modulation de la réponse inflammatoire tissulaire en fait des candidates prometteuses en vue 

d’applications cliniques potentielles, permettant d’éviter la prise de traitements 

immunosuppresseurs au long cours et ainsi limiter les effets secondaires qui accompagnent 

ceux-ci (Ryan et al. 2005). En plus des molécules anti-inflammatoires (IL-6, IL-10, PGE2...), les 

CSM sécrètent de nombreux facteurs de croissance et facteurs trophiques, indispensables à 

la restauration des fonctions tissulaires, comme l’indiquent les études portant sur l’utilisation 

des CSM dans le traitement des maladies auto-immunes ou neurodégénératives (Swart et al. 

2015). Toutes ces propriétés spécifiques constituent un avantage considérable pour 

l’utilisation des CSM en vue d’applications thérapeutiques novatrices au niveau discal. 

Plusieurs approches utilisant des CSM sont actuellement envisagées dans le cadre d’une 
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régénérescence discale : des approches consistant à injecter directement des CSM au sein de 

DIV dégénéré ou encore des approches d’ingénierie tissulaire, combinant biomatériau et CSM 

(Sakai et al. 2015; Clouet et al. 2018; Henry et al. 2018). Parmi ces méthodes, les CSM peuvent 

être injectées telles quelles en vue d’une différenciation in situ (Uccelli, Moretta, and Pistoia 

2006; Gao et al. 2016) ou être préalablement différenciées in vitro en « NP-like cells » avant 

d’être injectées au sein du NP dégénéré (Stoyanov et al. 2011; Xia et al. 2019). Cependant, la 

transplantation de cellules exogènes est soumise à plusieurs limites qui ralentissent la sortie 

de ces stratégies sur le marché thérapeutique. En effet, le recours à des cellules exogènes 

nécessite la réalisation d’étapes de culture in vitro en vue de leur isolement, amplification 

et/ou différenciation, qui engendre alors des risques non négligeables de contaminations 

d’ordres bactérienne, fongique ou virale.  Ces manipulations augmentent alors le coût et la 

durée de préparation des cellules exogènes en vue de leur transplantation. Des  

considérations éthiques sont à ajouter à ces limites techniques et réglementaires, 

compliquant encore davantage leur utilisation en clinique humaine. 

Recrutement et mobilisation de cellules endogènes 

La découverte récente de cellules souches/progénitrices existante au sein du tissu discal sain 

et dégénéré, mises en évidence chez différents mammifères (lapin, rat, porcs) dont l’homme, 

offre des alternatives prometteuses de régénérescence endogène du DIV (L. T. Liu et al. 2011; 

Risbud et al. 2007; H. Henriksson et al. 2009). Ces cellules souches/progénitrices discales ont 

été localisées au niveau des différentes régions anatomiques du DIV (PC, AF et NP), avec des 

quantités variant selon la localisation (PC > AF et NP), suggérant ainsi la migration de ces 

cellules au sein du tissu discal (H. Henriksson et al. 2009; H. B. Henriksson et al. 2012; Brisby 

et al. 2013). Ainsi, l’hypothèse de l’existence de routes de migration communiquant entre les 

PC, l’AF et le NP a été émise. Parallèlement, il a été démontré que ces cellules discales 

remplissaient l’ensemble des critères des CSM décrits par la Société Internationale de 

Thérapie cellulaire (ISCT), du fait de l’expression de certains de leurs marqueurs 

membranaires : CD44, CD90, CD105 and CD73 (Clouet et al. 2018; Risbud et al. 2007; C. Liu et 

al. 2014; X.-C. Li et al. 2017). De plus, les cellules souches discales présentent des capacités à 

se différencier en adipo-, ostéo- et chondrocytes (Blanco et al. 2010; H. Wang et al. 2014, 

2016; G. Feng et al. 2010). Elles seraient donc comparables à des CSM, même si aucun 

consensus n’a encore été établi concernant leur profil phénotypique. De manière 
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intéressante, des études comparatives effectuées sur ces cellules souches/progénitrices 

discales, isolées soit des PC, soit de l’AF ou soit du NP, ont mis en évidence la supériorité des 

capacités in vitro de migration et de différenciation chondrogénique de celles issues des PC (S. 

Liu et al. 2017; H. Wang et al. 2014, 2016; L. T. Liu et al. 2011). Ces cellules souches présentent 

in situ, représenteraient alors une source potentielle de cellules réparatrices endogène très 

prometteuse du fait de leur localisation native discale et donc de leur adaptation préétablie à 

l’environnement complexe du DIV. Ainsi, la mobilisation et le recrutement de ces cellules 

souches/progénitrices résidentes des PC vers le NP dégénéré semble donc envisageable et 

prometteur pour la mise en place de stratégies de réparation endogène discale, permettant 

ainsi de passer outre les limites de l’injection intradiscale de cellules exogènes. Le défi majeur 

de ces alternatives endogènes concerne le recrutement de ces cellules souches/progénitrices 

discales des PC vers le NP dégénéré. De manière intéressante, la mise en place d’un modèle 

ex vivo de culture d’organe a montré que la culture de DIV d’origine bovine dans des 

conditions dégénératives ( restriction nutritive et intenses contraintes mécaniques) entrainait 

une augmentation de la migration de CSM (BM-MSCs), préalablement ensemencées au niveau 

d’un des PC (Illien-Jünger et al. 2012). A la suite de cette étude, la même équipe a mis en 

évidence qu’une augmentation de la concentration locale en chimiokine (CCL5) avait lieu en 

parallèle, au sein du même modèle de DIV ex vivo cultivé dans des conditions dégénératives 

(G. Pattappa et al. 2014). Ces résultats suggèrent que des mécanismes de réparation 

endogène pourraient ainsi se dérouler au sein des DIV dégénérés, restant cependant trop 

faible pour stopper la dégénérescence et permettre une restauration naturelle complète du 

DIV (Ma et al. 2018). La faible vascularisation du tissu discal, limitant son oxygénation et sa 

nutrition, pourrait en effet restreindre ces processus de régénérescence endogène, qui 

pourraient en pâtir d’autant plus avec la calcification des PC se déroulant au cours de la DD 

(Huang, Urban, and Luk 2014). Ainsi, dans le but de pouvoir utiliser les cellules 

souches/progénitrices dicales en tant que cellules réparatrices, l’utilisation de chimiokines et 

facteurs de croissance pourrait s’avérer très prometteuse afin de guider et amplifier la 

réparation endogène discale. De telles stratégies ont d’ores et déjà été étudiées dans d’autres 

domaines que celui du DIV. Des résultats positifs dans des cas de régénérescence de défauts 

ostéochondraux et de réparation tendineuse ont pu être démontrés (Sukegawa et al. 2012; 

Shen et al. 2010). Plus précisément, deux chimiokines apparaissent comme particulièrement 

intéressantes en vue de développer de telles thérapies endogènes : la chimiokine CXC-motif 
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ligand 12 (CXCL12 ou stromal derived factor 1, SDF-1) et la chimiokine CC-ligand 5 (CCL5 ou 

Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed, and Secreted, RANTES), qui sont toutes 

deux connues pour stimuler la migration de nombreuses cellules, notamment des CSM de la 

moelle osseuse qui expriment leurs récepteurs respectifs, le CXCR4 et les CCR1/3/5 

(Honczarenko et al. 2006). Les cellules du DIV, quant à elles, semblent produire ces deux 

chimiokines de manière physiologique, tandis que l’expression de leurs récepteurs spécifiques 

a également été démontrée à la surface des cellules de l’AF et du NP (S. Liu et al. 2017; Z. Liu 

et al. 2016). De plus, l’expression du CCL5 a été observée comme augmentée au sein de 

modèles ex vivo de DIVs bovins cultivés dans des conditions dégénératives (G. Pattappa et al. 

2014). Cette amplification semble être corrélée à l’augmentation de la quantité des cytokines 

pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α qui sont surexprimées durant la DD (G. Pattappa et al. 2014; 

Helen E. Gruber et al. 2014; Wangler et al. 2019). Par ailleurs, l’expression de la chimiokine 

CCL5 au sein du DIV serait également à mettre en lien avec les douleurs ressenties par le 

patient d’après des études réalisées au niveau de DIV herniés (Ahn et al. 2002; Grad et al. 

2016; Kepler et al. 2013). En prenant en compte l’ensemble de ces éléments, l’utilisation de 

ces chimiokines en vue de stimuler une réparation endogène discale semble une option 

particulièrement novatrice et séduisante.  L’évaluation de cette stratégie dans un modèle ex 

vivo de DIV caudaux bovins, a démontré, à la suite de l’ensemencement de CSM au niveau 

d’un des PC, une augmentation de la migration cellulaire depuis les PC vers les NP 

préalablement injectés en hydrogel d’acide hyaluronique chargé en CXCL12 (Pereira et al. 

2014). Ces résultats positifs confirment la présence de route de migration au sein du tissu 

discal reliant les différentes structures du DIV. Cependant, il est important de noter que la 

quantité de cellules souches/progénitrices discales diminuerait avec l’âge. De plus, la 

migration de ces cellules souches/progénitrices discales au sein du tissu semble compromise 

dans un DIV sévèrement dégénéré du fait des changements tissulaires importants qui sont 

alors installés. Ainsi, l’utilisation de ces cellules souches endogènes en tant que cellules 

réparatrices semble appropriée dans les cas de DD modérée tandis que le recours à des 

cellules exogènes restent à envisager chez le patient âgé ou dans les cas de DD sévère. 

Facteurs anti-cataboliques 

Parallèlement à ces stratégies anaboliques, l’inflammation et la dégradation matricielle étant 

des évènements importants tout au long du processus de dégénérescence discale, la 
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combinaison des cellules et/ou facteurs anaboliques à des cytokines anti-inflammatoire ou 

anti-catabolique permettrait, comme expliquer précédemment, de modifier le 

microenvironnement du DIV et ainsi augmenter l’efficacité de ces étapes régénératives 

anaboliques. Parmi ces dernières, des molécules déjà utilisées lors du traitement de la 

polyarthrite rhumatoïde, l’Il-1 et le TNFα, pourraient constituer des candidates potentielles 

pour une utilisation au niveau discal (Poiraudeau et al. 1999; Freemont 2009). Des inhibiteurs 

de l’apoptose (IGF-1, PDGF) ou encore de la cascade de kinase menant à l’activation de la p38 

MAPK, font également l’objet d’études in vitro afin d’évaluer leurs bénéfices potentiels dans 

le traitement de la DD (H E Gruber, Norton, and Hanley 2000; Park et al. 2006; Y. J. Wang et 

al. 2006; Studer et al. 2008). L’inhibition des enzymes cataboliques (MMP et ADAMTS), soit 

par suppression directe de leur activité, soit par régulation de la synthsèse de leurs médiateurs 

inflammatoires (IL-1β et TNF-α) est également envisagée, notamment par l’utilisation de 

micro-ARN (miRNAs) ou siRNA (small interfering RNA) impliqués dans la surexpression de 

MMP et de cytokines pro-inflammatoire (Clouet et al. 2018; Seki et al. 2009). D’autre part, les 

TIMP qui sont les inhibiteurs physiologiques des MMP s’avèrent être également des candidats 

prometteurs en vue d’une diminution de l’activité catabolique au sein d’un DIV dégénéré 

(Leckie et al. 2012).  

Différentes options thérapeutiques peuvent donc être proposées selon l’état de 

dégénérescence du DIV à régénérer. Ces différentes options font appel aux différentes 

stratégies de médecines régénératrices évoquées, à savoir thérapie génique, moléculaire et 

cellulaire (Figure 15). Dans le but d’obtenir une action prolongée, efficace et séquentielle la 

combinaison de ces facteurs, gènes ou cellules avec un biomatériau en vue de développer un 

système à libération séquentielle de facteurs biologiques semble essentielle.  Afin de mettre 

en place une telle stratégie, l’évaluation de l’intégralité des approches d’ores et déjà étudiées 

est indispensable, ainsi que la prise en compte des critères et limites précédemment 

mentionnés. Ainsi, l’ensemble de ces éléments a fait l’objet d’une revue intitulée « Lessons 

learned from intervertebral disc pathophysiology to guide rational design of sequential 

delivery systems for therapeutic biological factors » publiée dans le journal Advanced Drug 

Delivery Review. 
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anaboliques. Enfin, pour les tissus présentant un stade avancé de la dégénérescence, où les cellules endogènes pourraient ne 

plus être disponibles, une supplémentation en cellules exogènes autologues ou allogéniques est essentielle. Abréviations : TNF-

α : Tumor necrosis factor α ; IL-1β : Interleukin 1β ; IL-6 : Interleukin 6 ; NP : Nucleus pulposus ; TGF-β : Transforming growth 
factor β ; PRP : Plasma riche en plaquettes ; NPCy : Nucleopulpocytes. 
 

E. Article de revue  

Les connaissances actuelles au sujet de la physiologie discale et des processus impliqués dans 

la physiopathologie de la dégénérescence discale ont été à l’origine de l’émergence de 

nombreuses études visant à développer diverses stratégies innovatrices de restauration de 

l’homéostasie tissulaire et de re-cellularisation du NP. Finalement, le développement de 

stratégies de libération séquentielle de différents agents biologiques par le biais d’une unique 

injection intradiscale permettant d’agir sur les différents évènements de la dégénérescence 

discale pourrait s’avérer prometteur. L’ensemble de ces stratégies ont fait l’objet d’une revue 

de la littérature publiée dans le journal « Advanced Drug Delivery Review ». 

Article I: Lessons learned from intervertebral disc pathophysiology to guide rational design 

of sequential delivery systems for therapeutic biological factors. L. Frapin, J. Clouet, V. 

Delplace, M. Fusellier, J. Guicheux, C. Le Visage - Advanced Drug Delivery Review - 08/19 
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Intervertebral disc (IVD) degeneration has been associatedwith low back pain, which is a major musculoskeletal
disorder and socio-economic problem that affects as many as 600 million patients worldwide. Here, we first
review the current knowledge of IVD physiology and physiopathological processes in terms of homeostasis
regulation and consecutive events that lead to tissue degeneration. Recent progress with IVD restoration by
anti-catabolic or pro-anabolic approaches are then analyzed, as are the design of macro-, micro-, and nano-
platforms to control the delivery of such therapeutic agents. Finally, we hypothesize that a sequential delivery
strategy that i) firstly targets the inflammatory, pro-catabolic microenvironment with release of anti-
inflammatory or anti-catabolic cytokines; ii) secondly increases cell density in the less hostile microenvironment
by endogenous cell recruitment or exogenous cell injection, and finally iii) enhances cellular synthesis of extra-
cellular matrix with release of pro-anabolic factors, would constitute an innovative yet challenging approach to
IVD regeneration.

© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Low back pain (LBP) is a particularly common affliction in the 21st
century, with 80% of the world population experiencing it at some
point in their life [1,2]. It is the secondmost common reason for a med-
ical consultation in industrialized countries and one of the costliest dis-
eases for the healthcare system [3–5]. LBP consists of pain in the lumbar
part of the spine that can also extend to the legs, with patients suffering
from impaired mobility in the most severe cases. Thus, management of
LBP patients, estimated to be 600 million worldwide, presently consti-
tutes a major socio-economic problem [6]. It is now well established
that 40% of the chronic LBP cases are due to degeneration of the inter-
vertebral disc (IVD) [7,8], which is the fibrocartilaginous joint situated
between two vertebrae. The IVD is a complex tissue composed of
three distinct components that assume a unique structural organization

essential for its function as a shock absorber. A healthy IVD, which is a
key requirement for spine movements, exhibits mechanical properties
such as high compressive and tensile strength that are tightly linked
with its complex structural organization. For reasons that are not yet
fully understood, very early after skeletalmaturity, the IVD can undergo
a degenerative process that manifests as cell death, extracellular matrix
(ECM) changes and dehydration, culminating in failure of its biome-
chanical properties, thereby leading to pain and disability [9]. This pro-
gressive natural aging process can be accelerated and amplified by the
occurrence of various traumatic, environmental or genetic factors. Con-
ventional treatments for degenerative disc disease (DDD) are focused
only on pain or inflammatory relief, with pharmacological approaches
as the first intention, followed by invasive surgical procedures as the
last option for treatment of resistant and severe disease. Ultimately,
none of these treatments restore disc function. Consequently, the devel-
opment of innovative therapeutic strategies has become a high-priority
issue in the scientific community, with the main view being that these
strategies should be based on therapeutic agents that allow reversal of
the degenerative processes so as to fully restore the healthy tissue phys-
iology in terms of its structural and functional complexity. Thus,
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therapeutic strategies are now focused on the mechanisms of IVD de-
generation, primarily with the aim of correcting the anabolic/catabolic
balance, albeit only one at a time. However, IVD degeneration occurs
at different levels, with the occurrence of three main events that are
intertwined and that work in a vicious circle: i) inflammation and cata-
bolic cascades, ii) progressive loss of cells, and iii) decline in cellular
functions and anabolic activities. Thus, although strategies based on rec-
tifying only one of these events, by delivering either anti-inflammatory
cytokines, growth factors, or cells, have shown promising results, they
have so far not been sufficiently robust to allow for full IVD restoration.

In this review, we formulate and support the notion that all three of
the main events of IVD degeneration need to be addressed in order to
achieve complete reversal of DDD. Thus, we hypothesize that a combi-
nation of strategies that may have already been assessed individually
is likely to stimulate the degenerated IVD microenvironment to the
point where full regeneration of disc tissue may occur. Local delivery
of therapeutic agents of various natures (e.g., cytokines, growth factors,
nucleic acids, and cells) into a tissue constitutes a challenge, as does the
need to avoid an invasive surgical procedure, as the spine is a particu-
larly delicate entity. Thus, one of the crucial parameters for designing
a drug delivery system (DDS) specifically for IVD regeneration is the re-
quirement for an injectable biomaterial that can both protect the thera-
peutic agents and allow for their sustained delivery, while avoiding
repeated injections as these are deleterious to the structure of the IVD.
Being able to act on the different stages of disc degeneration in a consec-
utive and controlledmanner by use of a single injectionwould therefore
be optimal. Such a sequential DDSmust allow effects on i) firstly, the in-
flammatory, pro-catabolic, and hostilemicroenvironment by the release
of anti-apoptotic and anti-catabolic or anti-inflammatory cytokines; ii)
secondly, on the cell density by increasing the number of cells in this
healed microenvironment; and then iii) thirdly, the cellular functions,
mostly the synthesis of adequate ECM, by the release of pro-anabolic
factors. Nevertheless, before considering the clinical application of
such sequential strategies, many design issues need to be addressed. In-
deed, the optimal timing and profiles of release, as well as adequate
doses of the various therapeutic agents still need to be properly deter-
mined. Further studies are needed to define these various issues before
the establishment of such sequential DDS for full IVD reparation.

Here, we first review the current knowledge of IVD physiology and
physiopathological processes in terms of homeostasis regulation and
consecutive events that lead to tissue degeneration. Recent advances
to restore the IVD by anti-catabolic or pro-anabolic approaches are
then analyzed, as are the design of smart macro-, micro- and nano-
platform biomaterial to control the delivery of such therapeutic agents.
Finally, a single-injection-based sequential regeneration strategy that
aims to act in a time-dependent manner on all three of themain events
of IVD degeneration is discussed.

2. IVD physiology

2.1. IVD structure

The IVD is a fibrocartilaginous tissue located between two adjacent
vertebral bodies, in a ventral position with respect to the spinal cord
[10]. By maintaining the stability and dynamics of the spine, this
amphiarthrosis plays an important role in spinal kinematics, as it ab-
sorbs the shocks produced during movement of the entire body and it
distributes mechanical loads along the spinal column [11–13]. Each
IVD is composed of three distinct regions that ensure a unique internal
organization while also providing elasticity and strength. At the center
of the IVD, the nucleus pulposus (NP) is a gelatinous and highly-
hydrated tissue; at the IVD periphery, surrounding the NP, there is the
annulus fibrosus (AF), which is a highly-organized fibrous structure,
while cartilage endplates (CEP) are present at the top and bottom of
the vertebral bodies and they interface the IVDs with the adjacent

vertebrae. Each region represents a structural and biological entity
that participates jointly in disc homeostasis.

The NP has a low cell density of approximately 3000 cells/mm3

[14,15]. Young and healthy human IVDs have been reported to have
two types of cells: notochordal cells, which are large vacuolated cells
that originate from the embryonic notochord, and nucleopulpocytes
(NPCy), which are small spherical cells with a singular phenotype re-
sembling that of articular chondrocytes but that express specific
markers (OVOS2, CA12, CD24, HIF-α, and cytokeratin 8/18/19, amongst
others) [16–18]. NPCy synthesize the ECM, which is rich in aggrecan,
type II collagen (with a 27:1 ratio vs. 2:1 for articular chondrocytes)
and hyaluronic acid (HA) that retains water and contributes to the os-
motic pressure responsible for NP biomechanical properties [19].
These two cell types coexist only during the first few years of life due
to the gradual post-natal disappearance of notochordal cells that ulti-
mately disappear permanently prior to skeletal maturity in humans
[20]. This short-lived cohabitation of notochordal cells and NPCy ap-
pears to be fundamental for disc homeostasis and the synthesis of a
functional ECM [21,22] (Fig. 1). A cellular dialogue between notochordal
cells and NPCy occurs as a result of the secretion of growth factors: con-
nective tissue growth factor (CTGF), transforming growth factor (TGF-
β), and sonic hedgehog (Shh), which together limit enzymatic degrada-
tion of the ECMbyboth inhibition ofmatrixmetalloproteinases (MMPs)
production and stimulation tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs) production [23,24]. This cellular dialogue also protects the
NPCy from apoptosis and it prevents tissue neovascularization through
inhibition of the expression of vascular endothelium growth factor
(VEGF), interleukins 6 and 8 (IL-6 and IL-8). Aside from these anti-
catabolic actions, notochordal cells, primarily as a result of CTGF and
Shh production, stimulate the synthesis of ECM components by NPCy,
which in turn secrete TGF-β1 to stimulate CTGF synthesis by noto-
chordal cells [23,25–27]. Thismolecular exchange between notochordal
cells and NPCy, which is responsible for all of these anti-catabolic and
pro-anabolic effects, is therefore strongly involved in themetabolic bal-
ance and matrix integrity of the tissue and is not limited to NP cells. In-
deed, it has been reported that notochordal cells, through Shh, also have
a beneficial effect on the proliferation and anabolic activities of AF cells
and endplate chondrocytes [27–29].

While the NP is a network of randomly oriented type II collagen fi-
bers within an amorphous matrix of glycosaminoglycans (GAGs), the
AF is organized into 15-25 concentric lamellae composed essentially of
type I collagen fibers [12,30]. Within the same lamella, the collagen fi-
bers are arranged at an angle to each other and have a specific orienta-
tion of 30° relative to the transverse plane [31]. This structurally
organized ECM is also composed to a lesser extent of type II collagen,
proteoglycans (PGs), and elastin [32]. The AF can be divided into two
parts: the outer AF, which is mainly composed of organized type I colla-
gen fibers and exhibits a high level of resistance to tensile strength; and
the inner AF, which is a transitional zone between the outer AF and
the NP and is less dense and less organized [33]. The entire AF tissue
contains fibroblast-like cells at a density of approximately
9000 cells/mm3 [14].

On both sides of the IVD, CEPs, which interface with the adjacent
vertebral bodies, are composed of hyaline cartilage cells and
chondrocytes that synthesize an ECM rich in type II collagen and PGs
[14]. The diffusion of oxygen and glucose in the IVD, which is necessary
for growth and nutrition of the tissue aswell as formetabolite excretion,
takes place through the CEPs [34], via their network offine blood vessels
[35]. This diffusion route is particularly important since the IVD is the
most avascular tissue in the human body [12,36,37]. IVD cells conse-
quently have to adapt to a hypoxic environment and thus preferentially
engage in anaerobicmetabolism. This adaptation of disc cells is partially
due to the stabilization of the hypoxia-inducible factor-α (HIFα), which
is constantly expressed by NP cells irrespective of the oxygen content
[38,39]. Furthermore, it has been reported that the IVD environment is
acidic, due to the anaerobic lactic acid metabolic pathway used by
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cells [40]. Interestingly, NP is immune privileged, like brain, retina,
testicles, and fetus. Thismeans that theNP environment should be ame-
nable to the introduction of foreign antigens without this necessarily
causing an inflammatory immune response.

2.2. IVD extracellular matrix homeostasis

Under physiological conditions, the IVD dynamic structure is charac-
terized by an anabolic/catabolic balance that ensures slow physiological
turnover of the ECM by synthesis and degradation [41]. As mentioned
above, this homeostasis is particularly dependent on a cellular dialogue
between notochordal cells and the other disc cells that involves the fol-
lowing growths factors: CTGF, TGF-β, and Shh, as well as by other mol-
ecules such as growth factors that belong to the bone morphogenetic
protein (BMP) family: BMP-2, osteogenic protein-1 (OP-1, also called
BMP-7), and growth differentiation factor 5 (GDF5, also called
BMP14), which promote the synthesis of ECM components and regulate
MMPs production by NPCy. Catabolic factors, including MMPs and
aggrecanases, a type of A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin (ADAMTS) motif enzyme, participate in metabolic
regulation of the tissue, along with TIMPs that regulate the action of
these matrix-degrading enzymes [42].

2.3. IVD function

Physiological compressive loads applied to the spine are first distrib-
uted over the vertebral bodies and then transmitted to the IVDs along
the spine. Indeed, in a healthy lumbar disc, the NP pressure varies be-
tween 91 kPa to 1300 kPa, depending on the lying, seated, or standing
position [43]. As their biological and physical characteristics are highly
related, the three specific regions of the IVD have complementary me-
chanical properties. In addition to its gelatinous aspect and hydrated na-
ture, theNP is a highly deformable tissue that acts as a viscoelastic liquid
that can absorb compression forces by variation of the osmotic pressure.
This osmoregulation depends particularly on proteoglycans in the ECM
and the water content that can both alter the height of the IVD [44,45].
The primary function of the AF is to contain and maintain the osmotic
pressure imposed by the NP with its tensile strength. The structure of
the concentric collagen lamellae of the AF provides natural resistance
to flexion, torsion, and shearing [33,40]. Finally, as a result of their carti-
laginous structure, the endplates provide a flexible entity that can sup-
port substantial loads and distribute the intradiscal pressure toward the
adjacent vertebrae [46,47].

IVD is therefore a complex tissue with specific biological, physico-
chemical and mechanical properties, all possibly affected by degenera-
tion mechanisms, making it particularly difficult to fully regenerate.

Fig. 1. Internal structure and the network of biological factors involved in homeostasis of young and healthy intervertebral discs (IVDs). The IVD is a hypovascular tissue that has three
distinct components: the nucleus pulposus (NP), which is a gelatinous and hydrated structure at the center of the IVD; the annulus fibrosus (AF), which is a lamellar collagenic region
that surrounds the NP; and finally two cartilaginous endplates (CEPs) that interface with the vertebral bodies. All of these components play a significant role in maintaining disc
homeostasis. CEPs contain chondrocytes and enable oxygen, nutrient, and waste metabolite diffusion. The AF contains fibroblasts that are organized into a complex multilayer
structure that constrains the NP and that provides the IVD with elastic properties. In the early years of human life, notochordal cells and nucleopulpocytes (NPCy) communicate by
secreting specific growth factors: CTGF, Shh, and TGF-β1, which regulate the anabolic/catabolic balance. Notochordal cells secrete CTGF and Shh to stimulate cell proliferation and the
synthesis of ECM components such as aggrecan and type II collagen fibers. The TGF-β1 synthetized by NPCy acts in a self-regulatory loop that enhances CTGF expression by
notochordal cells. Others biological factors synthesized by NPCy also play crucial roles in IVD physiology. Among them, GDF-5 boosts the proliferation and functions of the NPCy and
ensures the balance of anabolic/catabolic events. CTGF: Connective tissue growth factor; Shh: Sonic hedgehog; TGF-β: Transforming growth factor β; ECM: Extracellular matrix; CCL5:
C-C motif ligand 5, also called Regulated And Normal T cell Expressed and Secreted (RANTES); CXCL12: C-X-C motif chemokine Ligand 12, also called, stromal cell-derived factor-1
(SDF-1); VEGF: Vascular endothelium growth factor; IL-6 and -8: Interleukin 6 and 8, TIMPS: Tissue inhibitors of metalloproteinases; MMPs: Metalloproteinases; GDF5: Growth
differentiation factor-5.
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3. The pathophysiology of IVD degeneration

IVDdegeneration or degenerative disc disease (DDD) is amultifacto-
rial condition caused by aging, genetics, biomechanics, and environ-
mental factors [48–54]. In all cases, a degenerated IVD exhibits
dysregulation of its anabolic/catabolic balance and a decline in NP cell
density [55,56]. Clinically, DDD is a progressive and chronic affliction,
manifesting as low back and leg pains that result in a substantial degree
of disability [57]. In severe cases, the DDD results in radiculopathies, ste-
nosis, or hernia [45]. These painful symptoms are due to molecular and
cellular changes in the tissue that compromise the mechanical proper-
ties of the IVD.

3.1. Cellular and molecular changes

With aging, the physiological processes of the IVD change naturally
and the ability of the IVD to withstand mechanical stresses is reduced.
Nevertheless, some factors accelerate these pathophysiological
processes toward degeneration and drive aberrant responses in IVD
cells [45].

On the one hand, several studies have highlighted the pivotal role of
the disappearance of notochordal cells and the breakdown of their dia-
logue with NPCy in the establishment of a degenerative process, which
correlates particularly with a low level of NPCy survival [23,58,59]. The
NPCy undergo phenotypic changes, leading to an increase in factors that
degrade the ECM and the production of pro-inflammatory cytokines,
while, in parallel, there is a decrease in the level of anabolic factors
and the synthesis of healthy ECM (Fig. 2) [60–62]. NPCy synthesize
MMP-1, MMP-3, and ADAMTS, which inhibit aggrecan and type II colla-
gen synthesis, thus leading to alteration of the ECM integrity [42,63,64].
Furthermore, an increase in IL-6, IL-8, and prostaglandin E2 (PGE2)

synthesis by NPCy results in the stimulation of nerve growth factor
(NGF) production. Combined with upregulation of VEGF in the
degenerated NP, this generates abnormal nerve ingrowth and vascular-
ization in this formerly avascular and non-innervated tissue that can
lead to the generation of pain [65]. The induction of vascularization
and the increase in chemokine synthesis by NP cells, particularly CCL2,
3, 4, 5, 7, and 13, CXCL10, and IL-8, stimulate the recruitment of immune
cells that can populate the NP and produce IL-1β and tumor necrosis
factor α (TNFα) [65]. Together, these two major pro-inflammatory cy-
tokines mediate catabolism and anti-anabolic metabolism inside the
NP and participate greatly to the establishment and progression of the
degenerative state of disc tissue [66,67]. IL-1β and TNFα, which are syn-
thesized by immune and IVD cells under degenerative conditions, are
responsible for several metabolic impairments [68–70]. Indeed, IL-1β
and TNFα stimulate the production of MMPs and ADAMTS by NPCy
and they suppress the expression of TIMPs (reviewed in [65]). In addi-
tion to these pro-catabolic actions, the alteration of matrix integrity is
amplified by down-regulation of GDF-5 by IL-1β and TNFα, thus reduc-
ing the synthesis of essential ECM components such as aggrecan and
type II collagen. The decline in aggrecan and type II collagen content is
associated with concomitant enhancement of the expression of type I
collagen. The NP gradually loses its gelatinous and highly-hydrated as-
pect to become more fibrous and less elastic, thereby compromising
its ability to exert its role as a hydraulic shock absorber [9,45,71,72].

On the other hand, calcification of CEPs (Fig. 2) has been observed
with hypertrophy of chondrocytes, the occlusion of marrow spaces,
and sclerosis, altering the energy supply/demand balance and reducing
the rate of nutrient and metabolite diffusion [73–75]. The nutrient sup-
ply decreases whereas the demand increases with the recruitment of
immune cells. This imbalance between demand and supply decreases
the availability of nutrients to disc cells, thereby leading to adverse

Fig. 2. Pathophysiological cascade in IVD degeneration. The dysregulation of homeostasis is a key element of IVD degeneration, with a significant decrease in the nucleopulpocyte (NPCy)
number combinedwith qualitative and quantitative changes in ECM components. Endplate calcification impedes diffusion paths, decreasing the nutrient supply to IVD cells and increasing
the accumulation of metabolic waste within the tissue and it leads to NPCy phenotypic changes and ultimately senescence and apoptosis. Meanwhile, NPCy produce pro-inflammatory
cytokines such as IL-1β and TNFα that boost the synthesis of MMPs and ADAMTSs, which in turn inhibit the production of ECM components and drive changes in the ECM integrity. In
parallel, the overexpression of IL-6, IL-8, and PGE2 by NPCy stimulates innervation and vascularization by NGF and VEGF, thereby generating IVD pain. This neo-innervation and neo-
vascularization favor the recruitment of immune cells, which amplifies degeneration by stimulating the pro-inflammatory and anti-catabolic effects of TNFα and IL-1β. The IVD
degeneration processes thus amount to a self-perpetuating vicious circle that amplifies degeneration. ECM: Extracellular matrix; IL-6 and IL-8: Interleukin 6 and 8; PGE2:
Prostaglandin 2; MMP-1 and -3: Metalloproteinases 1 and 3; ADAMTS: A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs; NGF: Nerve growth factor; TIMPS: Tissue
inhibitors of metalloproteinases; TNF-α: Tumor necrosis factor α; IL-1β: Interleukin 1β; GDF5: Growth differentiation factor 5; VEGF: Vascular endothelium growth factor; NPCy:
Nucleopulpocytes.
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effects on cellular activity and viability (reviewed in [76], [77]). In addi-
tion, a reduction ofmetabolite excretion and acidification of the IVDmi-
croenvironment occurs with the calcification of CEPs, thus resulting in
cellular stress that stimulates the apoptosis and senescence of NPCy
[78]. The accumulation of metabolites in the NP boosts the production
of MMPs and ADAMTS, thereby further increasing the degradation of
ECM components.

Eventually, the ECMof theAF also becomesweaker as collagenfibers
become irregular and thinner, and disorganization of its concentric
structure occurs with the possible formation of fissures. Finally, these
matrix changes lead to disruption of the mechanical forces sensed by
the surface mechanoreceptors of AF cells, thereby leading to their
apoptosis [79,80].

3.2. Structural and mechanical changes

IVD degeneration involves cellular, molecular, and inflammatory
mechanisms that lead to pronounced structural, physical, and mechan-
ical changes that give rise to the patient’s pain. Dehydration of the NP
results in loss of its mechanical properties and an increase in the tensile
forces exerted on the AF [81]. Consequently, the AF can tear, while in se-
vere cases expulsion of the NP (disc herniation) can occur, which is
often accompanied by significant lowback and leg pain due to compres-
sion of the adjacent nerve root [78,82]. The inner AF can also suffer dam-
age, followed by nerve ingrowth and secretion of inflammatory factors
that amplify the degenerative cascade and the patient’s pain. Finally,
calcification of CEPs alters their mechanical characteristics and makes
them less flexible [74].

3.3. Diagnosis and current treatments of discogenic LBP

The diagnosis of DDD is mainly based on the occurrence of low back
pain, and is then confirmed by complementary imaging analysis (e.g., X-
rays, CT scan, or magnetic resonance imaging (MRI)) to evaluate the se-
verity of the degeneration by assignment of a score [83–85]. This scoring
is based on the hydration state of theNP and the IVD height (Pfirrmann)
or on the CEP aspect (Modic) [86–88]. The currently available treat-
ments for IVD degeneration are conservative and focused on reduction
of the pain by physical therapy, analgesia, or anti-inflammatory drugs
and, in severe cases, by invasive surgical procedures such as spinal fu-
sion or arthroplasty [89–94]. Despite positive effects on the patient’s
pain, the long-term efficacy of these pharmaceutical and surgical thera-
peutic strategies remains moderate and unreliable, with a high risk of
vertebral body fractures and degeneration of adjacent levels [95,96].
Hence, based on recent improvements in the understanding of disc pa-
thology, innovative therapeutic approaches have been devised with the
aim to prevent, reduce the rate, or even reverse the IVD degenerative
cascade.

4. Innovative bioinspired therapeutic strategies

IVD degeneration is the result of complex pathological processes in-
volving cellular, molecular, inflammatory, structural, and mechanical
mechanisms that cause dysregulation of the tissue homeostasis, as evi-
denced by alteration of ECM components, abnormal enzymatic activity,
the production of pro-inflammatory factors, and a dramatic decrease in
cell density. The ECM profoundly affects the phenotype and behavior of
cells through various signaling pathways. Unhealthy cells and un-
healthy ECM are interconnected, leading to a vicious circle of degenera-
tion (reviewed in [97,98]). Thus, restoring a healthy cell-ECM dialogue
appears to be paramount to reverse or reduce the rate of IVD degenera-
tion. Themain commonhypothesis for innovative therapeutic strategies
for regenerating IVDs is based on restoration of the homeostatic mech-
anism by readjustment of anabolic/catabolic events in the NP [14,99].
With this aim in mind, the regenerative potential of various
minimally-invasive approaches based on the injection of specific

therapeutic agents in the NP microenvironment to counteract the de-
generation have been evaluated. Almost all the studies have been per-
formed using the trans-annular route to directly inject therapeutics
into the NP, with reported issues of material leakage after needle re-
moval, permanent AF lesions, osteophyte formation and accelerated de-
generation. The transpedicular approach has been recently described as
an alternative route, but long term effect on the endplate integrity has
not been evaluated yet [100,101]. Anti-catabolic and/or anti-
inflammatory strategies have been investigated, such as halting or min-
imizing the inflammation and the degradation of the ECM. Conversely,
pro-anabolic treatments to repopulate the NP with specific cells and/
or stimulation of the production of healthy ECM by cells have been
tested, with the aim of re-establishing a healthy cell/ECM synergy.

4.1. Anti-catabolic and anti-inflammatory strategies

Inhibition of both the catabolic and the inflammatory cascades could
be a promising therapeutic approach to prevent the degradation of the
ECM and the alteration of resident IVD cells, thus attenuating
the adverse effects of the degenerated IVD microenvironment. The
regenerative effect derived from the injection of anti-catabolic or anti-
inflammatory factors has been investigated by in vitro, ex vivo and
in vivo studies, as summarized in Table 1. Inhibition of catabolic en-
zymes (i.e., MMPs and ADAMTS) has been carried out either by direct
suppression of their activities or by regulation of their inflammatory
mediators (i.e., TNF-α and IL-1β). The use of short non-coding se-
quences of nucleotides that control ribonucleic acid (RNA) silencing,
translation, or degradation, appears to be an attractive option for IVD
regeneration as the dysregulation of many processes during IVD degen-
eration includes micro-RNAs (miRNAs) involved in MMPs overexpres-
sion, pro-inflammatory cytokine upregulation, and other catabolic
events. However, the potential of such therapeutic small interfering
RNAs (siRNAs) and miRNAs (reviewed in [102]) may be limited due to
their in vivo degradation by endonucleases. On the other hand, suppres-
sion of the ADAMTS5 gene by injection of anti-ADAMTS5 siRNA oligo-
nucleotide in the lumbar IVDs of a rabbit annular needle-puncture
model revealed improvement of both the Thompson and histological
grade scores at two months [103]. Direct injection, in a rabbit
annulotomymodel, of adeno-associated virus serotype 2 (AAV2) carry-
ing the gene for TIMP-1, which is an MMPs inhibitor that is downregu-
lated in disc disease, resulted in less MRI and histological evidence of
degeneration, albeit without statistical significance, compared to the
puncture group at three months, combined with a significant decrease
in the degradation of type II collagen [104]. Other strategies that are fo-
cused on the inflammatory pathway have sought to reduce the expres-
sion and activity of inflammation mediators such as TNF and
interleukins. Clinical studies have been performed on LBP patients
with or without sciatica, radiculopathy or IVD herniation, to evaluate
the role of anti-TNFα intradiscal injections, which are used clinically in
polyarthritis rheumatoid treatments. Etanercept (Enbrel®, a recombi-
nant TNF receptor), adalimumab (Humira®, a human monoclonal anti-
body directed against TNFα) and infliximab (Remicade®, a chimeric
monoclonal antibody directed against TNFα) can neutralize the biolog-
ical activity of TNFα and have been shown to reduce pain based on a re-
duction on visual analog scales (VAS) of intensity and Oswestry
disability indexes (ODI) [105–110]. Nevertheless, no significant reduc-
tion of the need for surgical procedures has been shown to date. The an-
tagonist of IL-1 receptor, IL-1Ra, has also been investigated due to its
ability to inhibit IL-1β inflammatory activity, and an attenuation of the
degradative effects of MMPs was observed in vitro and by ex vivo anal-
ysis performed on human degenerated IVD. [111,112].

IL-6, IL-8, and PGE2 pathways are also promising targets for anti-
catabolic treatment of IVD degeneration. Firstly, in vitro studies per-
formed on human IVD cells cultured with anti-TNFα found that there
was a decrease in IL-6, IL-8, and PGE2 expression levels, hence suggest-
ing that therapeutic effects of anti-TNFα could be mediated by these
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cytokines [113,114]. In LBP patients, intradiscal injection of tocilizumab,
which is a humanizedmonoclonal antibody directed against the IL-6 re-
ceptor, has been shown to result in similar effects as those observed
with anti-TNFα injections, with a reduction in painwithout any adverse
effects. On the other hand, blocking p38 mitogen-activated protein ki-
nases (MAPKs) that are involved in IVD cell apoptosis appears to have
potential to help reduce the vicious catabolic circle in human
degenerated NP cells, including a decrease in PGE2 levels and IL-6 in-
duction by IL-1β and TNFα [115]. Of note, some molecular entities,
such as triptolide from traditional Chinese medicines [116], lovastatin
[117], and the synthetic NSAID diclofenac [118], have exhibited encour-
aging effects on catabolism, with down-regulation of pro-inflammatory
cytokines and proteolytic enzymes, combined with a pro-anabolic
action on the NP microenvironment [117,118]. Moreover, inhibition of
the nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NF-κB), which is involved in the control of cell survival and cellular re-
sponses to stress, has been reported to lead to an increase in cell density

and proteoglycan synthesis after intraperitoneal injection in a mouse
model of accelerated aging [119].

Overall, these results indicate that while anti-catabolic and anti-
inflammatory therapeutic approaches appear to have ample poten-
tial, they are not yet sufficiently robust to result in full regeneration
of the IVD. Indeed, the reduction of catabolic events did not restore
the anabolic function of the tissue, nor has rehydration or restoration
of IVD height been observed. Despite the improvement in the IVD
microenvironment and the decrease in tissue inflammation, resident
cells failed to fully restart the disc biological machinery and synthetic
activities.

4.2. Pro-anabolic strategies

4.2.1. Pro-anabolic molecules

The induction of ECM biosynthesis may also prove to be an effective
strategy, as shown by studies in which the disc was supplemented with

Table 1

Anti-catabolic/anti-inflammatory strategies for the regeneration of IVD.

Factor Model Study design Effects Ref

Anti-cytokines anti-TNFα: Infliximab Human IVD cells cultured with
TNFα [114]
Induced IVD degeneration rat
model [313]

In vitro study [114]
In vivo study of 6 weeks – by intradiscal
injection [313]

Reduction of Il-6, Il-8, Il-1β
expression levels [114]
Decrease of pain and
semi-quantitative IVD
degeneration grading scale [313]

[114,313]

anti-TNFα: Infliximab
[110]
Etanercept [53,105,109]
Adalimumab [106,107]

Chronic discogenic low back
pain patients with severe sciatic
[105,110], or radicular pain
[53,106,107]

Clinical study from few months
[53,105,107,109,110] to 3 years [106]
follow-up about 20, 50, 143 or 265 patients –

by single intravenous [110], 2 or 3
subcutaneous [105–107], 1 perispinal [109]
or 2 transforaminal epidural injections [53]

Reduction of patient's pain and
VAS intensity [105,109]
Small decrease [106,107] or no
reduction of the need of surgical
procedures [110]

[53,105–107,
109,110]

Anti-IL-6 receptor:
Tocilizumab

Patients with discogenic LBP
[314,315] and spinal stenosis
[314]

Clinical study of few month follow-up on 60
patients – by epidural infiltration into the
spinal nerve [314] or intradiscal injection
[315]

Reduction of LBP, leg pain and leg
numbness without adverse event
[314]
Improvement of ODI and NRS
[315]

[314,315]

Anti-proteases anti-ADAMTS5
oligonucleotide

Induced IVD degeneration
rabbit model

In vivo study of 8 weeks - delivered by
intradiscal injection

Improvement of MRI and
histologic grades

[103]

TIMP-1 Induced IVD degeneration
rabbit model

In vivo study of 12 weeks - delivered by AAV
vector intradiscally injected

Improvement of MRI grades,
histological observations, serum
biochemical analysis and
biomechanical properties

[104]

Inhibitors of

signaling

pathways

anti-TNFα: soluble TNF
receptor type II

Human IVD cells cultured with
TNFα

In vitro study Attenuation of the inflammation
Reduction of TNFα, NO and PGE2
levels

[113]

IL-1 receptor antagonist:
Il-1Ra

Degenerated human IVDs from
surgical patients

Ex vivo study of 2 weeks - delivered directly
or by AAV intradiscally injected

Attenuation of the matrix
degradation

[112]

Inhibition of p38 MAPK
activity

Human degenerated NP cells
cultured with IL-1β or TNFα

In vitro study with alginate beads Reduction of PGE2 and Il-6
production
Increase in the TIMP-1 / MMP3
ratio

[316]

Triptolide [116]
Bovine lactotransferrin
[317]

Human [116,317] or bovine
[317] degenerated IVD cells
pre-treated by IL-1β or rabbit
IVD organ model cultured with
Il-1 [317]

In vitro studies [116,317] – cultured with
cells in alginate beads [317] or ex vivo study
[317] – by intradiscal injection

Inhibition of Il-6 [116,317], Il-8
[116], PGE2 [116], MMPs
[116,317], ADAMTS [317],
toll-like receptors -2 and -4
expression [116,317]
Increase in PGs [317], aggrecan
and collagen II [116] expression

[116,317]

Lovastatin Induced IVD degeneration rat
model

In vivo study of 4 weeks - by intradiscal
injection

Up-regulation of GAG, aggrecan,
collagen type II, Sox9 and BMP-2
expression
Decrease in collagen type I

[117]

Wogonin Rat NP cells treated with IL-1β
Induced IVD degeneration rat
model

In vitro study
In vivo study of 8 weeks

Suppression of iNOS, IL-6, COX2,
MMPs and ADAMTSs expression
Up-regulation of collagen type II

[318]

Inhibitors of NF-κB:
Nemo Binding Domain
(8K-NBD) peptide

DNA repair-deficient mouse
model of accelerated aging
(Ercc1-/Δ mice)

In vivo study of 25 months- by 3
intraperitoneal injections per week

Increase in disc cellularity and
PGs synthesis

[119]

TNFα: Tumor necrosis factor α, IL-6: Interleukin 6, VAS: Visual analogue scale, ODI: Oswestry disability index,NRS: Numeric rating scale, ADAMTS5: A disintegrin and metalloproteinase
with thrombospondinMotifs 5,MRI: Magnetic resonance imaging, TIMP-1: Tissue Inhibitor ofMetalloproteinases,NO: nitric oxide, PGE2: Prostaglandin E2, IL-1Ra: Interleukin 1 receptor
antagonist, AAV: Adeno-associated viral vector, MAPK: Mitogen-activated protein kinases, COX2: Cyclooxygenase 2, PGs: Proteoglycans, LBP: Low back pain
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Table 2

Pro-anabolic strategies for the regeneration of IVD.

Factor Model Study design Effects Ref

Growth

Factors

from TGF β

superfamily

BMP-2 Rat AF cells In vitro studies Increase in aggrecan [132,133], collagen type II
[132,133], mRNA levels [132,133], cell number
[132], Sox9 [132], osteocalcin [132], TGF-β1 [133],
OP-1 [133] and sGAG production [132]

[132,133]

BMP-2 Induced IVD degeneration
rabbit model

In vivo study of 2 months - delivered
by AAV vector

Improvement of histological grades, MRI indices,
serum biochemical analysis and biomechanical
properties

[104]

OP-1 Rabbit [120–122] or human
[123,124] IVD cells

In vitro studies – cultured in alginate
beads with IL-1 [120], chondroitinase
ABC [121] or TNFα [124]

Increase in PGs and collagen production [120–124]
and accumulation [123]
Increase in cell number, aggrecan and collagen type
II mRNA levels [121]
Blocking of the TNFα effects on activation of NFκB,
ADAMTS-4 and -5 and ECM degradation [124]

[120–124]

OP-1 Healthy [125] and induced
IVD degeneration rabbit
model [126–128,130]

In vivo studies of 2 [127,128], 3
[125,130] or 6 [126] months on 10, 20
[125,127,128] or 90 [126] rabbits - by
intradiscal injection

Improvement of disc height [125,126,128,130]
Increase in PGs [125–128] and collagen [127]
production in NP
Increase in DNA content in AF [128]
Suppression of Il-6, 1β and TNF-α expression in AF
and NP [130]

[125–128,130]

OP-1 Induced IVD degeneration
rat model

In vivo study on 34 rats - intradiscal
injection

Reduction of aggrecanases, MMP-13 and
substance P

[129]

OP-1 Spontaneous IVD
degeneration canine model

In vivo study of 6 months- by
intradiscal injection

No regenerative effect and extensive extradiscal
bone formation

[131]

GDF-5 GDF-5 deficient mice IVD
cells [135]
rabbit [136], human [136],
mouse [137] and bovine
[138] IVD cells

In vitro studies – directly delivered in
medium[135,137,138] or by cells
transfection via AAV vector [136,137]

Up-regulation of aggrecan and collagen type II
protein[136,138] and gene[135,137] expression
Stimulation of IVD cells growth[136–138]
Decrease in MMP-3 gene expression[137]

[135–138]

GDF-5 Spontaneous [140] or
induced [138,139] IVD
degeneration rabbit
[138,140] or mice [139]
models

In vivo studies of 2 [139], 3 [140] and
4 [138] months - by directly [138,140]
or AAV vector [139] intradiscal
injection

Restoration of disc height [138–140], histologic
grading [138–140] and MRI [138–140]

[138–140]

GDF-5 Patients with early lumbar
disc degeneration

Clinical trials of 36 months on 30
[319–321] or 40 patients [322] - by
single intradiscal injection

Safety, tolerability and efficacy studies [319–322]

TGF-β1
[141,145] or 3
[142]

Rat [145], bovine [141] or
porcine [142] IVD cells

In vitro studies – cultured with cells
on microfibrous PLLA scaffold [141] or
porous alginate scaffold [142]

Increase in CTGF expression and cell activity via
SMAD and AP1 pathways signaling [145]
Sustained stimulation of ECM synthesis GAG- and
collagen rich [141,142]

[141,142,145]

TGFβ1 IVD degeneration canine
[143] or rabbit [144] models

Ex vivo study of 4 days
In vivo study of 1 week on 22 rabbits -
by AAV/TGF-β1 intradiscal injection

Increase in PGs synthesis by NP cells [143,144]
Production of TGF-β1 in IVD in vivo [144]

[143,144]

IGF-1 Bovine coccygeal
[146,147,149] or
degenerated human [147]
IVD cells
Degenerated caudal IVD
bovine culture organ model
[148]

In vitro studies [146,147,149]
Ex vivo study of 14 days - by AAV
transfection of BMSCs deposed onto
IVD [148]

Increase in PGs synthesis by NP cells [146,148] and
DNA synthesis in quiescent IVD cells [149]
Reduction of cell apoptosis [147]
Stimulation of the IVD cell proliferation via the ERK
and Akt signaling pathways [149]

[146–149]

PDGF-BB Human degenerated IVD
cells

In vitro study - cultured with cells in
monolayer and 3D pellet

Inhibition of cell apoptosis and increase in cell
proliferation and matrix production
Maintenance of ECM genes mRNA expression

[150]

CTGF Human degenerated NP
cells

In vitro study - cultured with Il-1β or
TNFα

Suppression of the inductive effect of Il-1β on
catabolic genes (MMP-3, ADAMTS-5)

[323]

Transcription Sox 9 Human [151] or bovine
[152] degenerated IVD cells
IVD degeneration rabbit
model [151]

In vitro studies [151,152]
In vivo study [151] of 5 weeks on 4
rabbits - by AAV cell transfection

Increase in PGs[152] and collagen type II [151,152]
synthesis and accumulation
Increase in cell proliferation and DNA content [152]
Histological preservation of NP morphology and NP
cell phenotypic appearance [151]

[151,152]

Natural

molecule

Andrographolide Human degenerated NP
cells

In vitro study – cultured with LPS Reversion of the inflammatory and catabolic effects,
inhibition of the NF-κB pathway and increase in
GAG secretion

[324]

Synthetic

biological

agent

Link N peptide Human [164] or rabbit
[163] IVD cells

In vitro studies – cultured with cells
on peptide nanofiber [163] or alginate
scaffold with IL-1 [164]

Increase in PGs [164], aggrecan [163] and collagen
type II [163] synthesis and accumulation
Decrease in MMPs and ADAMTs levels [164]

[163,164]

Link N peptide Induced IVD degeneration
rabbit model

In vivo study of 12 weeks on 28
rabbits - by intradiscal injection

Stimulation of aggrecan gene expression and
downregulation of MMPs expression

[161]

Combination

of GFs

NTG-101
(TGF-β1 +
CTGF)

Induced IVD degeneration
rat and canine models

In vivo study of 6 or 10 weeks – by
intradiscal injection

Reduction of IL-1β, -6, -8, MMP-13, Cox-2 and PGE2
expression
Increase in aggrecan and collagen type II expression

[325]

TGF-β3 +
Kartogenin

Human ASCs In vitro study - loaded with hASCs in
chitosan/HA hydrogel

Stimulation of hASCs proliferation and
differentiation into NP-like cells in hydrogel
No synergic effect observed

[272]

(continued on next page)
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anabolic agents,mostly growth factors, that regulate the survival, prolif-
eration, and fate of cells (Table 2). Numerous in vitro studies have fo-
cused on the effect of OP-1 (BMP-7) on degenerated rabbit or human
IVD cells, and they have reported a consistent increase in proteoglycans,
aggrecan and type II collagen gene expression levels [120–124]. These
in vitro results have been confirmed by in vivo investigations over pe-
riods of up to 6months in various preclinical models, including induced
IVD degeneration models in rabbits and rats, as indicated in Table 2
[125–130]. Partial improvement in the disc height index (DHI) has
often been noted, suggesting that rehydration of the NP is probably re-
lated to the presence of more PGs in the tissue. However, after the
intradiscal injection of OP-1, extradiscal bone formation has also been
reported to occur, notably in a spontaneous canine early IVD degenera-
tion model [131]. Beneficial results on in vitro ECM synthesis by rat AF
cells [132,133] and improvement of MRI scores in an in vivo rabbit
IVD degeneration model have also been observed upon bone morpho-
genetic protein 2 (BMP-2) treatment [104]. Interestingly, the biome-
chanical properties also sometimes improved after these pro-anabolic
GF injections, with significant increases in the viscous, stiffness, and
elastic properties of the treated IVDs [104,127]. GDF-5, which belongs
to the same BMP family, has also undergone extensive assessment for
use in disc treatments. Indeed, it has been shown that GDF-5 is essential
for disc development, and it occurs naturally in IVD tissue [134], which

makes it a highly suitable potential candidate for boosting a regenera-
tive effect. In vitro treatment of IVD cells from various mammals with
GDF-5 has been reported to increase the protein and gene expression
levels of aggrecan and type II collagen as well as cell proliferation and
theDNAcontent [135–138]. In vivo studies in rabbit,mice, or rat IVDde-
generationmodels using GDF-5 injections have shown a partial restora-
tion of IVD height with significant improvement of MRI and histological
grading scores as early as 16weeks post-injection [138–140]. Therefore,
four clinical trials have taken place with patients who had at least one
symptomatic lumbar level (L3/L4 to L5/S1) confirmed and who were
suffering from persistent LBP with at least three months of non-
surgical therapy. These clinical trials lasted 12 months, with follow-up
at 36 months to evaluate the safety, tolerability, and preliminary effec-
tiveness of a single injection of GDF-5 (0.25 mg to 2.0 mg)
(NCT01158924, NCT00813813, NCT01182337, and NCT01124006 on
https://clinicaltrials.gov). In three of these four trials, no major adverse
events directly related to GDF-5 injection were observed. The patients
reported moderate improvement of their pain and disability. To our
knowledge, the results of these clinical trials have not yet been pub-
lished. TGF-β is another essential factor for IVD development and phys-
iology that has been assessed as a potential therapeutic factor for
restoring disc biological functions. In vitro and ex vivo studies
have demonstrated a similar impact of TGF-β treatment compared to

Table 2 (continued)

Factor Model Study design Effects Ref

TGF-β1
[166–168] or
363 + BMP-2
[166–168] +
IGF-1 [166]

Rabbit [167], porcine [168]
or human degenerated
[166] IVD cells

In vitro studies – cultured with IVD
cells on atelocollagen type II scaffold
[167] with Il-1β and TNFα [168] or on
alginate beads [166]

Synergistic effects [166–168]
Increase in DNA53, synthetized PGs [166–168],
aggrecan, collagen type I and II genes expression
[167]
Decrease in IL-1β-mediated MMP-1 synthesis [168]

[166–168]

TGF β3 + FGF 2 Human degenerated AF
cells

In vitro study – cultured with cells in
HA hydrogel

Formation of cartilaginous matrix and
enhancement of MMP-13 expression

[169]

TGF-β1 + GDF-5 Human ASCs [59] or
induced IVD degeneration
murine model [172]

In vitro study [59] – cultured on 3D
In vivo study [172] – by intradiscal
injection

Synergistic effects [59,172]
Drive a robust and highly specific NP differentiation
[59]
Increase in protein and genic expression of NP
markers and synthesis of NP-like ECM [59,172]
Temporary increase in cell proliferation and DHI
[172]

[59,172]

GDF-5 + CTGF Human degenerated NP
cells

In vitro study Increase in aggrecan and collagen type II gene
expression and GAGs production

[326]

OP-1 + SOX9 IVD degeneration rabbit
model

In vivo study of 9 weeks - by AAV
double gene co-transfection
intradiscally injected

Improvement of DHI and T2-signal intensity
Increase in aggrecan and collagen type II gene and
protein expression

[171]

PRP Human [154,156] and
porcine [155] NP cells

In vitro study – cultured with cells in
alginate beads [155] or with Il-1β and
TNFα [154,156]

Proliferation and aggregation of IVD cells [154,155]
Upregulation of PGs and collagen synthesis [155]
and GAG accumulation [154]
Up-regulation of aggrecan [154,156], collagen type
II [154,156] and Sox9 [154] mRNA expression levels
Decrease of MMP-1 and COX-2 gene expression
levels [156]

[154–156]

PRP Induced IVD degeneration
rabbit model

In vivo studies of 6 [158] or 8 [157]
weeks - by intradiscal injection

Increase in disc height and chondrocytes-like cells
number[157]
Delay of degeneration process and decrease in ECM
lesions[158]
Increase in collagen type II expression in NP and
inner AF[158]

[157,158]

PRP [160] + SVF
[159]

Patients with chronic DD Clinical trials of 12 months on 15
[159] or 47 patients [159] - by
intradiscal injection

Improvement of pain, disability, quality of life and
mobility of IVD
No adverse effects and incidences of infection

[159,160]

Combination

with cells

Link N peptide
+ exogenous
MSCs

Induced IVD degeneration
bovine model

Ex vivo study of 2 weeks - by
intradiscal injection

Increase in sGAG, PGs, and collagen type II
production
Survival, integration and distribution throughout
the NP of MSCs

[165]

PRP + BM-MSCs Induced IVD degeneration
rabbit model

In vivo study of 8 weeks - by
intradiscal injection

Rapid and stable improvement of MRI scores and T2
signal intensity
Increase in cell density and ECM production with
synthesis of collagen type II

[243]

BMP-2: Bonemorphogenetic protein 2,OP-1: Osteogenic protein 1,GDF5: Growthdifferentiation factor 5, TGF-β: Transforming growth factorβ, IGF-1: Insulin-like growth factor 1,PDGF-
BB: Platelet-derived growth factor BB, CTGF: Connective tissue growth factor, FGF-2: Fibroblast growth factor 2, PRP: Platelet-rich plasma, SVF: Stromal vascular fraction,MSCs: Mesen-
chymal stem cells, BM-MSCs: Bone marrow mesenchymal stem cells, AAV: Adeno-associated viral vector, PLLA: poly(L-lactide).
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GDF-5,with an increase in PGs and collagen synthesis [141–144]. In par-
ticular, TGF-β has been shown to increase CTGF expression along with
an enhancement of cellular activity via SMAD-3 and AP1 (activator pro-
tein) pathways [145]. Growth factors such as insulin-like growth factor
(IGF-1) [146–149], platelet-derived growth factor (PDGF) [149,150], fi-
broblast growth factor (FGF) [149], and the transcription factor Sox9
[151,152] have also been investigated, and anabolic effects on ECM syn-
thesis have been noted, along with cell proliferation and reduced apo-
ptotic activity. In particular, Sox 9 and IGF-1 led to an increase in
proteoglycan and collagen synthesis in the NP [146,151–153].

Partially beneficial outcomes on IVDmatrix biosynthesis after injec-
tion of a single growth factor has led to the notion of using a concen-
trated form of these growth factors, such as platelet-rich plasma
(PRP). PRP activates the proliferation of human and porcine NP cells
and it upregulates the synthesis of aggrecan and type II collagen
[154–156]. Injection of autologous PRP in an induced-IVD degeneration
model in rabbit delayed the IVD degeneration and partially restored the
disc height by stimulation of the synthesis of PGs, type II collagen, as
well as cell proliferation [157,158]. Following these encouraging results
in rabbits, clinical trials have been carried out with patients affected by
moderate to severe discogenic LBP refractory to conventional treat-
ments. Intradiscal injection of autologous PRP, with or without stromal
vascular fraction (SVF), resulted in an improvement in pain relief and
mobility as well as a reduction of disability [159,160].

Link-N peptide, which is an alternative bioactive entity that is less
expensive as it is produced synthetically, has been shown to exert
growth factor-like effects. Link-N naturally stabilizes PG aggregates in
cartilaginous tissues, such as IVD, and it is expressed in vivo during tis-
sue turnover [161,162]. Human and rabbit IVD cells treatedwith Link-N
produced more PGs and type II collagen, and showed down-regulated
MMP and ADAMTS expression compared to non-treated cells
[163–165]. These encouraging results appear to confirm that combined
therapies are superior to single-target approaches to achieve a higher
level of restoration of disc homeostasis. Some studies have already com-
bined different biological factors in order to simultaneously operate on
different biological targets (Table 2). Thus, the aim is to enhance the
therapeutic effects of these distinct biological factors by delivering
them concomitantly. Of the cocktails assessed to date, BMP-2 and
TGF-β1 have undergone testing in several in vitro studies. Their syner-
gistic effects have been shown to stimulate the synthesis of PGs by
human, rabbit, and pig degenerated IVD cells, enhance gene expression
of aggrecan and collagen, and increase DNA synthesis [166–168]. More-
over, associationwith a third growth factor, IGF-1, further enhanced the
anabolic effect on PG synthesis [166]. Interestingly, BMP-2 coupledwith
TGF-β1 exhibited an additional anti-catabolic effect on porcine AF cells
cultured with pro-inflammatory cytokines, which was probably due to
a decrease in IL-1β and MMP-1 expression [168]. Other growth factor
cocktails comprising TGF-β1 and FGF2 [169] or GDF-5 and CTGF [170],
have been shown to result in a similar in vitro enhancement of ECM syn-
thesis by degenerated human IVD cells. An in vivo gene therapy study
performed in a rabbit IVD degenerationmodel indicated that intradiscal
injection of AAV-mediated OP1 and SOX9 double gene co-transfection
had a positive therapeutic effect, with the partial restoration of IVD
height and a greater T2-signal intensity due to increased aggrecan and
type II collagen gene and protein expression [171]. Interestingly, a syn-
ergistic action of TGF-β1 and GDF-5, which have been shown to drive
robust differentiation of human adipose stromal cells into NPCy cells
[59], has been reported to have beneficial effects, with improved cell
proliferation, specific gene expression, and partial restoration of IVD
height following their intradiscal injection in degenerated murine cau-
dal discs [172].

To achieve an ad integrum biological repair of IVD, the presence of
cells able to respond to pro-anabolic factors is an essential require-
ment. Indeed, since most approaches are based on the stimulation
of cellular biological functions, the presence of healthy cells in the
diseased microenvironment appears to be paramount to ensure

that these pro-anabolic strategies have a sufficient degree of efficacy.
However, as previously described, during IVD degeneration there is a
decline in the cell density in the NP, which becomes more pro-
nounced as the degeneration increases in severity. Therefore, the
few cells that remain are in an unfavorable environment and subject
to constant biological stresses, with the consequent impairment of
their synthetic capacities. These pro-anabolic approaches to restora-
tion of IVDs are hence greatly limited by the lack of healthy cells in
the NP during IVD degeneration. In light of these shortcomings, NP
supplementation with functional cells has been widely recognized
by the scientific community as a particularly relevant approach for
the restoration of disc homeostasis.

4.2.2. Cell supplementation

4.2.2.1. Endogenous cell recruitment followed by mobilization. Stem/pro-
genitor cells have recently been described in healthy and degenerated
IVD tissues in different mammals, including humans, rabbits, mini-
pigs, and rats [173–177]. There is still no consensus on the phenotypic
profiles of these progenitor cells, although Tie-2 and NOTCH-1 have
been reported by several groups [174,178,179]. Resident stem cells are
localized in several anatomical regions of the IVD (the CEP, AF, and
NP). They express mesenchymal stem cell (MSC) markers, such as
CD44, CD90, CD105, CD73 (reviewed in [102]), and have been shown
to resemble bone marrow MSC (BM-MSCs) [173,175–177,180–182].
Stem cells from the CEP, AF, andNP have been isolated and their pheno-
typic profiles, capacities for differentiation into the mesenchymal line-
age, and abilities to migrate have been compared [183–185]. The
chondrogenic differentiation properties of CEP-MSCs were better than
those of NP- or AF-derived MSCs, and they were even superior to BM-
MSCs [184,186]. CEP-MSCs also exhibited greater migration and inva-
sive properties [183]. Thus, CEP-MSCs are likely to represent a potential
source of endogenous reparative cells. Endogenous repair, as an alterna-
tive to cell-based therapies, has already been reported for the regenera-
tion of other tissues, such as cartilage, tendon, and heart [183,187–189],
while it has only recently been considered for degenerated discs [190].
With the proximity of stem cell niches around the peripheral IVD (the
perichondrium region and the AF border to the ligament zone) and
the decreasing gradient of stem/progenitor cells from the CEP to the
NP, potential migration patterns toward the degenerated NP have
been suggested [173,191,192]. In order to recruit the stem/progenitor
cells toward the NP tissue, the specific chemokines regulated and nor-
mal T cell expressed and secreted (RANTES), also called C-Cmotif ligand
5 (CCL5), and stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), also called C-X-C
motif chemokine ligand 12 (CXCL12), have been investigated. CCL5 is
overexpressed by degenerative bovine [193] and human IVD cells
[194], and it enhances the migration of BM-MSCs. In parallel, MSCs
have been reported to express chemokine receptors and, more espe-
cially, human discal stem cells have been shown to express these
chemokines receptors, with an increase of CXCR4 expression, which is
the CXCL12 receptor, in MSCs isolated from endplates [183]. In light of
the results demonstrating a superior response in terms of CEP-MSCsmi-
gration compared to AF-MSCs and NP-MSCs, recruitment followed by
the mobilization of MSCs from the CEP towards the NP has been evalu-
ated, as well as the regenerative and pro-anabolic impact. Ex vivo stud-
ies performed in a bovine nucleotomized IVD degeneration model have
shown that it is possible to stimulate the migration of MSCs from the
CEP toward the NP, thereby boosting ECM neosynthesis [195,196]. In
summary, these resident disc stem/progenitor cells constitute a reser-
voir of potential reparative cells that could be an alternative to the injec-
tion of exogenous cells. They could be recruited from the vicinity of the
disc toward the center of the degenerated IVD by the injection of
chemokines into theNP tissue. However, their number and regenerative
potency have been shown to decrease with age and DDD [178], thus
limiting theuse of these endogenous cells to repopulate theNP in severe
cases of DDD and in elderly patients. Hence, in these cases of late IVD
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degeneration, recourse to exogenous cell injections appears to be a bet-
ter option.

4.2.2.2. Injection of exogenous cells.A variety of potential sources for the
replacement of NP cells have been explored in the past two decades,
although no consensus has been reached regarding the ideal cell
population for regeneration of IVDs [197]. Cell candidates that can
replace the degenerated disc cells and act as metabolically active
disc cells include IVD-derived cells (healthy NPCy and AF cells),
cells with an NP-like phenotype that are able to synthesize cartilagi-
nous ECM (e.g., chondrocytes from articular cartilage), and stem/
progenitor cells with the ability to differentiate into NP cells
(e.g., MSCs or induced pluripotent stem cells) [99,102,197,198]. The
most rational approach involves the use of native disc cells to repop-
ulate the degenerated IVD. Autologous NP cell transplantation has
been assessed in several in vivo studies that were performed in a
number of different types of animal models. Doing so delayed the de-
generative progress, sometimes promoting regeneration after injec-
tion, and the production of type II collagen (reviewed in [199]).
Clinical trials have since been performed in patients undergoing spi-
nal fusion in adjacent IVDs, and the safety and the effectiveness in
terms of the decrease in the patient’s pain after autologous cell injec-
tion have been described with a two-year follow-up [200–202]. De-
spite encouraging results, this strategy is nonetheless greatly
limited by the low availability of such IVD-derived cells and the asso-
ciated risk of donor site morbidity [200,202,203]. Human IVD cells
have so far only been harvested from adjacent discs or from herni-
ated discs, whichwere certainly degenerated and consequently com-
promised by a low metabolic activity [204]. To boost the biological
activity of such cells, in vitro processing and/or co-culture with mes-
enchymal stem cells (MSCs) or AF cells prior to their injection have
been suggested [205–207]. However, the low proliferative capacity
of these cells and their tendency to undergo dedifferentiation during
their in vitro expansion are major limitations of this strategy
[204,208]. Others studies have sought to overcome the donor site
morbidity by using xenogeneic IVD-derived cells, as they have been
shown to survive for 6 months post-injection; however, these cells
were ultimately not efficient enough to regenerate NP tissue
[206,209,210]. As an alternative to IVD-derived cells, the transplan-
tation of chondrocytes has been investigated as a means to regener-
ate IVDs in rabbit and porcine models [211,212]. Even though their
phenotypic similarities with NPCy make them potential candidates
to replace degenerated NP cells, limited chondrocyte availability, a
low capacity to proliferate, the risk of dedifferentiation after
in vitro expansion, and donor site morbidity have thus far precluded
their use in disc cell therapies. Finally, MSCs, which constitute the
third source of cells, have been studied the most andhave been
shown to have key properties for discal regeneration while allowing
some of the previously mentioned limitations to be overcome. In-
deed, MSCs are readily available, as they can be obtained from bone
marrow, adipose tissue, skeletal muscles, synovial membranes, and
umbilical cord blood with less donor site morbidity. BM-MSCs have
been the most studied MSCs for disc regeneration, closely followed
by adipose stromal cells [213]. Their ability to differentiate along
the mesenchymal pathway, notably into chondrocyte-like cells, as
well as their capacity for in vitro expansion without the alteration
of their differentiation potential, make them promising candidates
for IVD cell therapy. Consequently, several studies have investigated
the differentiation of MSCs toward NPCy-like cells, with the aim of
repopulating the degenerated NP following their intradiscal injec-
tion [59,214,215]. In vitro studies have assessed the use of a specific
cocktail of growth factors to drive in vitro NP differentiation [216].
Growth factors of the TGF-β superfamily are very attractive candi-
dates for initiating MSCs differentiation toward NPCy-like cells, par-
ticularly TGF-β and GDF-5 or GDF-6, which should act synergistically
to stimulate the typical NP ECM synthesis and the gene expression of

distinctive markers of NPCy [59,170,217–221]. Other strategies are
focused on the cell-cell and paracrine interactions between NPCy
and MSCs, which could alter the differentiation of MSCs toward the
NPCy phenotype. Co-culturing MSCs derived from bone marrow, ad-
ipose tissue, and skeletal muscle with NP cells has been investigated
extensively in order to study the relationship between these two
cells types. This has revealed synergistic effects, with an increase in
PGs and type II collagen gene expression and synthesis as well as
up-regulation of specific miRNAs [222–226]. In light of the crucial
role of the microenvironment on the fate of MSCs, co-culture of
degenerated NPCy has also been assessed [227,228]. Interestingly,
the enhancement of NP cell viability and proliferation has been ob-
served, thus indicating that collaboration between these two cell
types can occur [206,229]. In keeping with these encouraging
achievements, undifferentiated MSCs have been injected into
degenerated IVDs to evaluate their regenerative potential as a result
of communication with NPCy and their known immunomodulatory
and anti-inflammatory properties [230,231]. A considerable number
of such pre-clinical studies have been performed, in both small and
large animal models (i.e., mice, rats, rabbits, dogs, pigs, goats, and
sheep). In most cases, the restoration of IVD height, an increase in
T2 signal intensity, the up-regulation of ECM component synthesis,
and specific gene expression by resident IVD cells and/or
transplanted MSCs have been reported (reviewed in [199]). While
some authors have reported a superior regenerative effect with
MSCs following disc injection, or with disc-like cells [212], most
studies indicate that MSCs and chondrocyte-like cells have similar
efficiencies [232,233]. Moreover, the use of more readily available al-
logenic or xenogenic cells has also been assessed, with comparable
results and no immune reaction in light of the hypovascularity and
immune privilege of the IVD [209,234–236]. Finally, a small number
of clinical trials conducted in discogenic patients have confirmed the
feasibility and the safety of intradiscal injection, as well as a signifi-
cant decrease in pain [237] and improvements in IVD hydration
and height have been observed [238–242].

While it could be more beneficial to associate simultaneous supple-
mentation with cells and biological factors to allow for a greater degree
of anabolic restoration of ECM synthesis, only a small number of studies
along these lines have been reported to date (Table 2). Among these,
combined intradiscal injection of Link-N peptide and MSCs in an
ex vivo bovine induced IVD degenerationmodel resulted in anabolic ef-
fects on ECM synthesis and on MSC survival in the IVD microenviron-
ment [165]. More recently, intradiscal injection of a PRP/BM-MSCs
suspension in a rabbit IVD degeneration model has yielded similar re-
sults at 8 weeks post-injection, with an increase in T2 signal intensity
observed after 1 week, and a continuous regenerative effect for the fol-
lowing 7 weeks [243].

Finally, the precise therapeutic mechanism of MSCs has not yet been
elucidated. It may be mediated by direct cell-cell contact, the transfer of
secretedmolecules, or the transfer of extracellular vesicles (EVs) between
cells. Indeed, EVs act as major mediators of intercellular communication
[244] by transferring biologically activemolecules such as proteins, lipids,
mRNA, and miRNA from parental cells to target cells [245]. The term EVs
encompasses exosomes, microvesicles, and apoptotic bodies, which are
40-500 nm-sized particles that are released by cells in a constitutive or in-
ducible manner. As a cell-free strategy, EVs may provide an alternative to
cell therapy, with the advantage of having an extended shelf life [246].
However, while the therapeutic benefits of EVs have been clearly shown
with skin injuries [247] and inflammation-associated degenerative dis-
eases [248,249] (e.g., osteoarthritis), their use in IVD regeneration is still
in its infancy. Only two recent in vitro studies have shown that human
NPCy-derived exosomes induce MSCs migration and differentiation to-
ward an NP cell-like phenotype; that human MSCs-derived exosomes
boost proliferation and healthy ECM synthesis by degenerated NPCy
[250]; and that porcine MSC-derived EVs exert anabolic effects on canine
and human NP cells [251].
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5. Sequential delivery systems for IVD regeneration

A common denominator to all of these innovative strategies aimed to
the restoration of the catabolic/anabolic balance is that they rely on the
injection of biological factors and/or cells into a degenerated and harsh
NP microenvironment. Since anti-catabolic and pro-anabolic factors,
which are known to have very short half-lives, are particularly prone to
in vivo degradation, and cells are known to have very low in vivo post-
injection survival, their protectionwithin a biomaterial is highly relevant
and could promote their tissue regenerative effects [252,253].

For over a decade, drug delivery systems (DDS) have been designed
as macro-, micro-, and nano- platforms for specific applications and de-
livery routes (systemic and local). In the case of an avascular organ such
as the IVD, systemic administration is not a viable option, and the rec-
ommended delivery route is minimally invasive injection directly into
the damaged tissue. In light of this, IVD biomaterials should be inject-
able and allow the local and controlled release of biological factors
and/or cells. Macro-hydrogels, microparticles, or nanoparticles appear
to be the most appropriate biomaterials (reviewed in [99]). Synthetic
or natural polymers have been extensively studied in the context of tis-
sue engineering approaches, with the aim of structurally replacing the
IVD and restoring its functionality. Various scaffolds able to withstand
physiological loads have been reviewed in terms of their specific advan-
tages and drawbacks for IVD regeneration [254]. Due to the high num-
ber of reviews published on the topic, we have focused this paper on
the delivery of biological factors and cells. In terms of natural polymers,
hyaluronic acid (HA) and collagen are particularly relevant due to their
natural presence in healthy IVD tissue, their potential bioactivity, and
their biodegradability in vivo. Alginate and chitosan, although not natu-
rally present in the human body, are also of interest, given their biode-
gradability properties and the anti-bacterial capacities of chitosan
[255,256]. In parallel, synthetic and inert polymers, such as polyethyl-
ene glycol (PEG), polyurethane (PU), polylactic/glycolic acid (PLA
and PGA) and derivates (e.g., PLGA), and poly-caprolactone (PCL) offer
chemical versatility.

As detailed above, IVD degeneration involves multiple
dysregulations at different levels, with co-involvement of various pro-
cesses such as catabolic and inflammatory events that occur in parallel
with the impairment of ECM component synthesis as well as cell senes-
cence and apoptosis. Thus, a combination of strategies may be needed
for the complete restoration of IVD tissue. Going one step further,
we envision sequential delivery by a single intradiscal injection that
would target i) the inflammatory, pro-catabolic, and hostile microenvi-
ronment by the release of anti-catabolic or anti-inflammatory
cytokines; followed by ii) the cell density, by increasing the number of
cells in this healed microenvironment either by endogenous cell mobi-
lization or by exogenous cell injections; and finally iii) the cellular
functions, mostly the synthesis of adequate ECM, by the release of
pro-anabolic factors. Overall, the regenerative process (as illustrated in
Fig. 3A) would be based on the release of anti-catabolic factors, to
induce a more favorable microenvironment by both reduction of
inflammation and down-regulation of degradative enzymes, followed
by supplementation with cells and anabolic factors to encourage the
neosynthesis of ECM that is essential for tissue restoration. It is worth
noting that the sequence of effects needs to be given careful consider-
ation since most of the anabolic cues undeniably require the presence
of healthy cells to exert their therapeutic effects, and cell survival de-
pends on the nature of the IVD microenvironment. The presence of
cells in the damaged IVD tissue differs, alongwith their biological activ-
ities, according to the severity of the disease. Hence, when cells are non-
functional orwhen the IVD cell number decreases, cell supplementation
by the recruitment of endogenous cells or by exogenous cell injection is
a fundamental pre-requisite for the subsequent efficacy of the released
pro-anabolic factors. Thus, a hierarchical approachwith sequential steps
of therapeutic agent deliverywould bemost beneficial to counteract the
various IVD degenerative processes.

Althoughmultistage drugdelivery systems that are triggered by spe-
cific tumor microenvironment stimuli have been used for cancer ther-
apy and imaging purposes, their design is based on parameters that do
not apply to IVD regeneration, such as stability during transport in the
bloodstream, deep penetration into tumor tissues, and multidrug resis-
tance issues (reviewed in [257]). In this context, a complex design is
needed to be able to deliver the biological factors in a consecutive and
optimal manner as a single injection. Controlled release strategies
are usually based on diffusion throughout a polymeric network
(reviewed in [258]), polymer cleavage (reviewed in [259]), or affinity
binding [260].

5.1. Sequential delivery of biological factors

In terms of skeletal tissue regeneration, sequential delivery systems
specifically designed for bone and cartilage have been extensively
reviewed [261–264]. These systems are multiphasic platforms com-
posed of various polymers and biomaterials, often associating nano- or
micro-particles (e.g., spheres, capsules) with an injectable macro-scale
hydrogel (Fig. 3A). Hydrogels designed at different scales can be com-
bined to form a system for the delivery of multiple therapeutic agents
(for a review on hydrogel features, see [265,266]). For example, IGF-1
has been loaded into gelatin microspheres that were then dispersed in
a chitosan gel containing BMP-2. The in vitro release profiles showed
that there was a slowdown of IGF-1 delivery when the loaded micro-
spheres were embedded in a chitosan gel, compared to microspheres
in suspension; and this temporally-controlled release of the two mole-
cules was shown to enhance osteoblast differentiation in vitro [267].
Recently, the combination of three different biomaterials has also been
tested as a dual delivery scaffold [268]. A calcium phosphate porous ce-
ment containing alginate microspheres loaded with BMP-2 was coated
with an alginate hydrogel loadedwith PDGF. Following the rapid release
of the PDGF over a 5-day period, therewas a burst of BMP-2, followed by
sustained release of both PDGF and BMP-2 for 10 days. A recent attempt
at generating a flare-responsive hydrogel, considered as a smart bioma-
terial, that could undergo disassembly and thereby release the encapsu-
lated drug in response to the concentration of matrix metalloproteinase
MMP-2, MMP-3, or MMP-9, has been reported [269]. This system for
“on demand” drug release upon exposure to high levels of inflamma-
tion, which was designed for inflammatory arthritis treatment when
arthritis-related enzyme concentration increases during flares, could
be considered for stage 1 of IVD regeneration by the incorporation
anti-catabolic factors.

Sequential release of IVD therapeutic factors, whether anti-catabolic
and pro-anabolic entities, should be carefully designed and could be
based on sustained delivery systems (Table 3). PLA pellets (i.e., micro-
scaled particles) provided sustained release of the anti-catabolic factor
clonidine over a three-month period in a porcine model of IVD [270].
Moreover, poly-γ-glutamic acid (PGA) and chitosan nanoparticles
loaded with diclofenac exhibited anti-catabolic effects for at least 14
days in an ex vivo bovine model of degenerated IVD [118]. Two
chondrogenic factors, kartogenin (KGN) and pentosane polysulphate
(PPS), combined with chitosan or PEG, respectively, have been studied
in association with an HA-based hydrogel [271,272]. The results re-
vealed sustained in vitro release and a prolonged impact of these
chondrogenic factors on BM-MSCs in terms of GAG and collagen synthe-
sis. Pro-anabolic TGF-β3 was released in vitro from photocrosslinked
carboxymethylcellulose (CMC) hydrogels and was shown to have
prolonged biological effects on GAG and collagen synthesis for 8
weeks [273]. However, in this study, macro-scale hydrogels might not
be effective when it comes to releasing chondrocyte-inducing factors
or TGF-β3 during the last stage of the regeneration process, that is to
say, long after the anti-catabolic factors and cells have been released
(Fig. 3A). Lee et al. devised a combined system of PCLmicrospheres em-
bedded in a pluronic F127/sodium hyaluronate hydrogel, and they con-
firmed that there was sustained release of this model drug in an ex vivo
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IVD model [274]. Similarly, PLGA microspheres have been shown to
allow the sustained release of IL-1Ra for up to 35 days of culture of
NP/agar constructs [111]. On the other hand, the sustained in vitro
IGF-1 release from chitosan or PLGA microparticles was improved
when PLGA microspheres were embedded in a silk fibroin porous scaf-
fold [275,276]. Likewise, pullulan microparticles or nanofibrous silica
can release TGF-β1 and GDF5 for at least 28 days in vitro, and their re-
lease was even slower when they were embedded in a hydroxypropyl
methylcellulose silanized (HPMC-Si) hydrogel [277,278]. PRP, a concen-
trate of GFs, could also be released in a sustained fashion from gelatin
microspheres for up to 8 weeks in a rabbit induced IVD degeneration
model [279,280].

An IVD-specific platform based on injectable MMP-responsive hy-
drogel containing MMP-responsive polyplex-micelles loaded with a
specific miRNA known to suppress fibrosis was recently developed by
Feng and collaborators [281]. miR-29a was complexed with 70-nm
MMP-responsive polyplex micelles and then encapsulated in an MMP-
responsive PEG hydrogel. Two-stage delivery of miR-29a was demon-
strated in vitro, in the presence of MMP-2, and significantly attenuated
fibrosis progression in IVDwas obtained in two needle puncturemodels
(rat tails and rabbit lumbar spines). However, this could not be consid-
ered to be a sequential delivery system since the same factor was re-
leased in each stage. Of note, the efficacy of any miRNA strategy
undeniably requires the presence of either exogenous or endogenous

Fig. 3. Possible sequential biological agent release strategies for a maximal IVD regeneration. We hypothesize that a sequential delivery that would i) target the inflammatory, pro-
catabolic, and hostile microenvironment by the release of anti-inflammatory or anti-catabolic cytokines, then ii) increase the cell density in this microenvironment, and finally iii)
enhance the cellular synthesis of extracellular matrix by the release of pro-anabolic factors, constitutes an innovative yet challenging approach to treat IVD degeneration. It is worth
noting that the sequence of events needs to be given careful consideration, as most of the anabolic cues undeniably require the presence of healthy cells to exert their therapeutic
effects. A. Anti-catabolic factors can be incorporated into macro-scaled hydrogels, micro-scaled (matrix, porous, or capsules) particles, and nano-scaled particles (micelles, nanotubes,
or matrix), with the aim of obtaining a sustained initial release in the hostile microenvironment. Due to the size of cells, the use of nanoparticles is not suitable for cell
supplementation, and they are hence not presented in the diagrams (although nanoparticles could be used to deliver chemoattractant molecules to recruit endogenous cells).
Moreover, macro-scaled hydrogels, which usually have quite fast delivery profiles for soluble molecules, are not suitable for the delivery of anabolic factors, which should occur in the
final stage of regeneration, and they are hence not represented in this figure. B. The disease progression has to be taken into account when selecting a sequential delivery treatment.
Indeed, to reverse the complex degenerative IVD process, treatment strategies that have an appropriate timing based on the degenerative cascade should be applied. According to the
severity of the disease, different sequential release patterns can be envisioned, involving the use of macro-, micro-, and nano-scaled biomaterials. For discs at an early stage of
degeneration, when local disc cells are still healthy and available, anti-catabolic entities followed by pro-anabolic strategies are likely to be suitable. For discs at an intermediate stage
of degeneration, an additional step of endogenous cell recruitment is necessary to provide healthy targets for the pro-anabolic factors. Finally, tissue at the late stage of degeneration,
whereby endogenous cells may no longer be available, would require supplementation with either autologous or allogenic exogenous cells. TNF-α: Tumor necrosis factor α; IL-1β:
Interleukin 1β; IL-6: Interleukin 6; NP: Nucleus pulposus; TGF-β: Transforming growth factor β; PRP: Platelet-rich plasma; NPCy: Nucleopulpocytes.
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Table 3

Nano-, micro-, macro-scaled delivery platforms for IVD regeneration.

Biomaterial Biological
factors

Study design Effects Ref

Nano-scaled Chitosan/γ-PGA
nanoparticles

Diclofenac Ex vivo study of 14 days –induced IVD
degeneration bovine model – by
intradiscal injection

Down-regulation of Il-6, Il-8, MMP-1, -3 and PGE2
production
Up-regulation of aggrecan and collagen type II

[118]

Silica nanofibrous TGF-β1
GDF-5

In vitro study – loaded on HPMC-Si
hydrogel

Sustained release of bioactive TGF-β1 and GDF-5 [278]

Albumin/heparin
nanoparticles

CXCL12 In vivo study of 8 weeks – IVD
degeneration rat model – by intradiscal
injection

Improvement of the regeneration of AF and NP with
increase of histological grade score
Increase in sox9, aggrecan and collagen type II mRNA
and protein expression levels

[302]

Micro-scaled PLA pellets Clonidine In vivo study of 3 months – IVD
degeneration pig model – by
postero-transforaminal placement

Detection of Clonidine up to 6 cm away from
implantation zone
Sustained local release

[270]

PLGA microspheres Il-1Ra [111]
IGF-1 [275]
GDF-5 [327]

In vitro studies – in bovine NP constructs
(agarose) with IL-1β [111] or in silk
fibrosin porous scaffold [275]
In vivo study of 8 weeks – induced IVD
degeneration rat model [327]

Release from PLGA microspheres for up 35 days [111]
or 42 days [327]
Increase in sustained release as compared to without
silk-fibroin scaffolds [275]
Restoration of disc height with increase of sGAG, DNA
content and collagen type II mRNA level [327]

[111,275,327]

Pullulan microbeads TGF-β1 [277]
GDF-5 [277]
CCL5 [328]

In vitro study [277] – loaded on HPMC-Si
hydrogel
In vivo study [328] – injection in mouse
ischemic hindlimb model

Sustained release of bioactive TGF-β1 [277], GDF-5
[277] and CCL5 [328]

[277,328]

Gelatin microspheres PRP In vivo studies of 8 weeks[279,280] -
intradiscal injection in induced IVD
degeneration rabbit model

Stopping of the progression of DD [279] and decrease in
cell apoptosis [280]
Increase in disc height [280], PGs protein and mRNA
expression [280] levels

[279,280]

Macro-scaled Elastin-like polypeptide
hydrogel

Curcumin In vivo study of 4 days –mice model - by
intramuscular injection

Rapid delivery of active curcumin, with in situ depot
formation of released curcumin and
anti-neuro-inflammatory effects

[329]

Chitosan/gelatin/
glycerol phosphate
hydrogel

Ferulic acid In vitro study – with NP cells cultured
with H2O2

Sustained release for 48 hours
Reduction of the cellular stress, GAGs accumulation,
up-regulation of aggrecan and type II collagen and
down-regulation of MMP-3 mRNA expression levels

[330]

CMC hydrogel TGF-β3 In vitro study - cultured with hMSCs Increase in GAG and collagens type I and II
accumulation with homogenous deposition
Improvement of mechanical properties of scaffold
overtime

[273]

Chitosan/HA hydrogel Kartogenin In vitro study – with hASCs In vitro sustained release for up 16 days
Stimulation of hASCs proliferation and differentiation
into NP-like cells in hydrogel

[272]

PEG/HA hydrogel PPS In vitro study – with MSCs encapsulated
in hydrogel

Increase in the synthesis and deposition of sGAG,
collagen
No effect of the mechanical properties of hydrogel and
cell viability

[271]

HA hydrogel CXCL12 Ex vivo study - induced IVD
degeneration bovine model with MSCs
seed on one endplate – by intradiscal
injection

Increase in MSCs migration number and distance from
cartilage endplate to NP
Enhancement of collagen type II expression

[195,331]

‘Combined

-scaled’

PCL microspheres in
Pluronic F127/Sodium
Hyaluronate hydrogel

Bupivacaine In vitro and ex vivo studies – bovine
lumbar IVD – by intradiscal injection

In vitro sustained release for 142 days
Verification of delivery factors after injection in ex vivo
IVD

[274]

PGPC polyplex micelles
in PEG hydrogel

miR-29a In vivo studies of 30 days and 4 weeks –

induced IVD degeneration rat and rabbit
models – by intradiscal injection

Release of miR-29a/PGPC polyplex micelles from PEG
hydrogel
Attenuation of fibrosis progression
Sustained inhibition of MMP-2

[281]

Chitosan microparticles
[276] Chitosan/γ-PGA
complexes [301]

IGF-1 [276]
CXCL12 [301]

In vitro studies – with BM-MSCs [301] Sustained release of bioactive IGF-1 [276]
Continuous release of CXCL12 during 120h [301]
Increase in cell migration up to 6 fold compared to
without CXCL12 [301]

[276,301]

PLGA nanoparticles in
Dextran/Gelatin
hydrogel

TGF-β3 +
mouse
BM-MSCs

In vitro study – loaded in PLGA
nanoparticles seeded in Dextran/Gelatin
hydrogel

Release of TGF and induction of NP-like cell
differentiation of MSCs with specific ECM synthesis

[298]

Heparin/poly(L-lysine)
nanoparticles loaded in
PLGA microspheres

TGF-β3 [300] or
FGF [299] + rat
ASCs + Dexa

In vitro study [299]
In vivo study of 24 weeks on 96 rats -
induced IVD degeneration rat model
[300] – by intradiscal injection

Increase in GAG/DNA ratio, aggrecan, collagen type II
and versican genes expression levels [299]
Improvement of DHI and PGs production and
accumulation [300]

[299,300]

γ-PGA: Poly-γ-glutamic acid, TGF-β: Transforming growth factor β, GDF-5: Growth differentiation factor 5, PLA: Polylactic acid, PLGA: Poly(lactic-co-glycolic acid), IL-1Ra: Interleukin-1
receptor antagonist, IGF-1: Insulin-like growth factor 1, PRP: Platelet-rich plasma,CMC: Carboxymethylcellulose,HA: Hyaluronic acid, PEG: Poly(ethylene glycol), PCL: Polycaprolactone,
PGPC: poly(ethylene glycol)-GPLGVRG-poly{N′-[N-(2-aminoethyl)-2-aminoehtyl]aspartamide}-cholesteryl (PEG-GPLGVRG-PAsp(DET)-Chole), BM-MSCs: Bone marrow mesenchymal
stem cells, FGF: Fibroblast growth factor, ASCs: Adipose stromal cells, Dexa: Dexamethasone.

13L. Frapin et al. / Advanced Drug Delivery Reviews xxx (2019) xxx

Please cite this article as: L. Frapin, J. Clouet, V. Delplace, et al., Lessons learned from intervertebral disc pathophysiology to guide rational design of
sequential deli..., Adv. Drug Deliv. Rev., https://doi.org/10.1016/j.addr.2019.08.007



healthy cells. To our knowledge, no study to date has reported an IVD-
specific sequential delivery system.

5.2. Cell and biological factors combined strategies

In terms of the cell supplementation stage, biocompatible natural or
synthetic biomaterials that provide mechanical properties and that en-
able specific ECM synthesis have been extensively reviewed for cell de-
livery aiming to restore the cell density in degenerated IVDs
[198,254,282]. Among these, hyaluronic acid, which is a natural compo-
nent of the NP matrix, has been widely considered for cartilage and
spine applications [283,284], and as an IVD cell supporting hydrogel in
particular [285]. In vitro studies have shown the maintenance of the
phenotype of human, bovine, and rabbit NP and AF cells for one week
when cultured in an HA hydrogel [286–289], as well as mechanical
properties close to those of the of native tissue, which is a significant ad-
vantage formaintaining theNPCphenotype [287,289]. In some cases, an
increase in the production of specific ECM components, as well as the
expression of specific IVDmarkers have been reported [287,288]. Inter-
estingly, alginate and chitosan hydrogels have yielded similar results in
terms of the maintenance of the cellular phenotype and ECM synthesis
by IVD cells from rabbits [290], pigs [291], sheep [292], cows
[252,293,294], and humans [295,296]. Multiple pre-clinical studies
have assessed the regenerative effects of cell supplementation strate-
gies, combined with a macro-scaled hydrogel, after intradiscal injec-
tions in various animal models of IVD degeneration (reviewed in
[199,297]).

The injection of combined exogenous cells and biological factors has
also recently been investigated with the development of biphasic or
even triphasic delivery systems that can be administered as a single in-
jection. For example, PLGA nanoparticles were used to encapsulate TGF-
β3 and these nanoparticles were then loaded into a dextran/gelatin hy-
drogel with MSCs. The in vitro results confirmed sustained release of
TGF-β3 and induction of NP-like cell differentiation of the MSCs in this
biphasic system, notably by the synthesis of suitable ECM [298]. In an-
other study, basic fibroblast growth factor (bFGF) [299] or TGF-β3
[300] were encapsulated in heparin/poly-L-lysine nanoparticles that
were loaded into dexamethasone/PLGAmicrospheres, and the resulting
carrier was used to intradiscally deliver allogenic BM-MSCs or allogenic
adipose-derivedMSCs, respectively. This led to a significantly higher ex-
pression of matrix-specific genes and enhanced ECM synthesis in vitro,
an improvement in the DHI score, and an accumulation of PGs in a rat
IVD degeneration model. This strategy fits the requirements for a se-
quential delivery system, as illustrated in Fig. 3A. Indeed, anti-
catabolic dexamethasone (stage 1, microparticles), exogenous cells
(stage 2, micro-scaled carriers), and pro-anabolic TGF-β3 (stage 3,
nanoparticles) are generated to ultimately allow the maximal restora-
tion of IVD tissue. However, the sequence of events may not be optimal,
as the cells are released first from the microcarriers into a harsh envi-
ronment in which they may not survive. Hence, when finally released
from the nanoparticles, the TGF-β3 target, i.e., healthy cells, will not
be present and there will be no beneficial anabolic effect. Incorporation
of this combined micro- and nano-particle systems within a macro-
scale hydrogel (Fig. 3A) may provide a degree of protection to the
cells, and delay their release into what by then may have become a
less inflammatory microenvironment.

Recent cell therapy strategies have relied on the recruitment of en-
dogenous reparative cells, such as resident stem/progenitor cells, by in-
jection of specific chemokines embedded in either micro-scaled
particles or macro-scaled hydrogels (Fig. 3A). CXCL-12, also called
SDF-1, can be released over a 120 h period from chitosan/ γ-PGA poly-
electrolyte complexes and thus enhance migration of BM-MSCs
in vitro after its release [301]. CXCL-12 released by a hyaluronic acid-
based hydrogel in an ex vivo bovine IVD model after intradiscal injec-
tion has been shown to result in an increase in cell migration from the
CEP to the NP in terms of both cell number and migration distance

[195]. A recent in vivo study performed in a rat IVD degeneration
model has shown enhanced IVD regeneration 8 weeks after intradiscal
injection of CXCL12 loaded on albumin/heparin nanoparticles [302].
The authors reported an increase in Sox9, aggrecan, and type II collagen
mRNA and protein levels, which could be due to either stimulation of
the resident NP cells or the recruitment of stem/progenitor cells from
the vicinity of the IVD toward the NP. These recruited cells could then
synthesize these specific ECM components in theNPmicroenvironment
or stimulate resident NP cells [302].

5.3. On-demand release strategies

Although a sequential release system can be a powerful tool for the
restoration of degenerated IVDs, its rational design is much more com-
plex than that of a single-compounddelivery system. Such a strategy re-
quires the separate control of different drug releases, in space, time, and
dose. This is particularly difficult to achieve in the harsh environment of
a degenerated tissue, and even more so when combined with the high
pressure and osmolarity of IVDs. Furthermore, while examples of DDS
with simultaneous multi-release rates (i.e., fast vs. slow) have been re-
ported [303], the feasibility of an actual sequential release in vivo,
where one compound is released after another, remains to be shown.
To date, most stimuli-responsive strategies for on-demand release are
based on sudden changes in pH, temperature, redox potential, chemical
environment, or light exposure [304]. These are mostly not compatible
with single injection approaches, and they are often not practical for
treatment, especially for IVDs, which are not readily accessible. Thus,
being able to independently set intervals between release phases is a
major roadblock that cannot be overcome with the currently available
technologies; and the development of innovative in situ triggers will
be required to succeed. In addition, it is worth noting that protein ther-
apeutics are often prone to rapid unfolding and degradation, with their
efficacy limited to days or weeks, thus calling for advanced stabilization
techniques in protein design for further development of sequential re-
lease methods. Finally, when considering the co-delivery or in situ acti-
vation of cells, the secretion of biologically active factorsmust occur as a
second stage mechanism, thus implying transient ways of maintaining
cells in a dormant state or of blocking secretion for a certain amount
of time, which adds to the complexity. Notwithstanding these chal-
lenges, tremendous progress in drug delivery and conceptual release
strategies has nonetheless beenmade over the past 20 years, hence giv-
ing rise to innovative and promising approaches. Polymer-drug conju-
gates and tunable nanocarriers are becoming common tools for the
controlled release of small-molecule drugs [305–307]; libraries of cleav-
able linkers and conjugation kits have become commercially available;
and materials with programmable degradation, including self-
immolating, stimuli-responsive, and supramolecular approaches, are
being developed [308,309], thus paving theway formore achievable se-
quential release strategies. All things considered, it seems likely that
new generations of DDS that are based on compositematerials whereby
bio-physico-chemical phenomena are controlled from the nano- to the
macroscopic scale will eventually become available. This will presum-
ably involve the convergence of innovations in drug design, biological
targets, macromolecular design, and biomaterial engineering, with the
cutting-edge technologies of today becoming the building blocks of
tomorrow.

5.4. Sequential release strategies as a function of disease progression

Finally, in terms of the severity of disc disease, different release se-
quences can be considered, in association with the use of macro-,
micro- and nanoplatforms (Fig. 3B). For discs at an early stage of degen-
eration, when not all of the local disc cells have already died, anti-
catabolic factors followed by pro-anabolic strategies may be a suitable
approach. For discs at an intermediate stage of degeneration, an addi-
tional step involving endogenous cell recruitment is necessary to
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provide healthy cell targets for the pro-anabolic factors. Finally, tissues
at a late stage of degeneration, and thus when the endogenous cells
may no longer be available,would require either autologous or allogenic
exogenous cells being added to the anti-catabolic and pro-anabolic fac-
tors. The difficulties in implementing these strategies are, however,
multiple. Clinically, the assessment of early DDD, which is mostly
asymptomatic, and the consequent establishment of preventive treat-
ments to reverse the IVD degeneration processes before the appearance
of pain and disability, constitute a real challenge. An imaging technique
such as T1ρ-weighted MRI, which correlates with the PG concentration
[310], appears to be a promisingway to detect early asymptomatic DDD
that is superior to the T2-weighted MRI in athletes [311] and in an
ex vivo model of lumbar caprine IVD [312]. Indeed, the quantitative
T1ρ values ofweightlifterswere significantly lower than those of seden-
tarymatched control patients [311] and they displayed a strong positive
correlation with the discmechanical behavior, IVD histology, and water
and GAG content of an ex vivo early IVD degeneration caprine model
[312], with higher differences thanwith T2-weighted images compared
to IVDs that have not undergonedegeneration. Loss of diffusion routes is
another parameter that needs to be considered when implementing
these strategies based on the severity of thedisease. Indeed, calcification
of CEPs during IVD degeneration decreases oxygen, nutrient, and waste
metabolite diffusion, which places stress on the IVDmicroenvironment.
The restoration of transport thus appears to be paramount for the effec-
tiveness of biological approaches. This is particularly the case for the res-
toration of nutrient supply, which is an essential prerequisite for the
therapeutic effect of endogenous or exogenous cells [76].

6. Conclusion

The process of IVD degeneration is complex and multifactorial, with
dysregulation of multiple processes, including the overexpression of
degradative enzymes, the up-regulation of pro-inflammatory cytokines,
the loss of healthy cells, and decreased matrix synthesis. While ap-
proaches based on biological factors or cell therapy, sometimes in asso-
ciation with biomaterials, have yielded promising results, it seems
reasonable to speculate that effective strategies for the full biological
and mechanical healing of the tissue will likely require advanced strat-
egies based on multiscale delivery systems of biological factors. We hy-
pothesize that sequential delivery systems, aiming to target the three
main stages of IVD degeneration, can restore the IVDmachinery and re-
generate all of the tissue components, both structurally and function-
ally. It should be stressed, however, that the sequence of biological
factor release needs to be given careful consideration. To our knowl-
edge, no IVD-specific sequential delivery system has been reported to
date. Although a sequential delivery system could constitute a powerful
tool for restoring degenerated IVDs, its rational design ismuchmore dif-
ficult than that of a single-component system. Among the limitations
that could stymie such development, the precise control of temporal re-
lease, both in terms of the timing and the degree of the release, is diffi-
cult to engineer, in light of the harsh environment of a degenerated IVD,
combined with the high local pressure and osmolarity. There is none-
theless ample reason to believe that the recent developments of more
complex delivery systems, based on macro, micro-, and nano-objects
will pave the way to innovative and effective regenerative strategies.
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F. Objectifs de la thèse 

L’ensemble des données et l’article de revue présentés ci-dessus a permis de mettre en 

évidence la nécessité de développer une stratégie robuste et complète de régénérescence 

discale. La prise en compte des différents éléments impliqués dans les processus de 

dégénérescence discale, ainsi que le stade de progression de celle-ci nous semblent essentielle 

à l’élaboration d’une telle stratégie. Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à 

mettre en place une stratégie de réparation endogène du DIV par développement de systèmes 

à libération séquentielle de facteurs biologiques. L’approche globale est d’utiliser les cellules 

souches/progénitrices discales en tant que cellules réparatrices afin de stimuler la réparation 

endogène du NP dégénéré. Cette stratégie se déroulerait en deux étapes successives 

essentielles. La première consiste à recruter et mobiliser les cellules souches/progénitrices 

discales des plateaux cartilagineux vers le NP dégénéré. La deuxième étape permettrait de 

stimuler l’anabolisme de ces cellules recrutées et induire la synthèse d’une matrice 

extracellulaire saine de type nucléopulpogénique. Pour ce faire quatre facteurs biologiques 

ont été étudiés dans cette thèse : deux facteurs chimioattractants, le CXCL12 et le CCL5, et 

deux facteurs de croissance, le TGF-β1 et le GDF-5. Le recours à des cellules endogènes et non 

pas exogènes, permettent alors de s’affranchir des limites liées à la thérapie cellulaire, 

préalablement évoquées. De plus,  l’utilisation des cellules endogènes, déjà adaptées au 

microenvironnement complexe du DIV, permet ainsi d’augmenter leur chance de survie au 

sein du milieu hostile du NP dégénéré. Cependant, la diminution décrite du nombre de ces 

cellules souches/progénitrices discales avec l’âge et les potentielles difficultés de migration 

cellulaire au sein de DIV sévèrement dégénérés et très fibreux, limitent ces stratégies. C’est 

donc dans un contexte de DIV précocement à modérément dégénéré chez un patient jeune, 

que nous envisageons cette approche.  

De plus, afin de mettre en place une telle stratégie d’action séquentielle dans le cas d’une 

application discale, le recours à un système à libération séquentielle, comme préalablement 

expliqué, est requis. Le système à libération séquentielle a pour objectifs de protéger les 

facteurs biologiques, de prolonger leurs effets thérapeutiques in vivo, mais aussi de mettre en 

place deux profils de libération. En effet, une libération rapide des chimiokines afin de recruter 

les cellules endogènes des plateaux cartilagineux vers le NP, suivie d’une libération prolongée 

des facteurs de croissance est ici recherchée, afin de stimuler les activités anaboliques des  

cellules souches/progénitrices recrutées. Pour ce faire, dans cette étude nous nous sommes 
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tournés sur l’utilisation de microparticules polysaccharidiques. Ces mêmes microparticules 

polysaccharidiques ont d’ores et déjà fait l’objet d’une précédente étude au laboratoire, 

évaluant leur aptitude à adsorber et libérer les facteurs de croissance TGF-β1 et GDF-5. Les 

résultats avaient alors démontré une efficacité d’adsorption de 100% et des profils de 

libération prolongée sur 21 jours pour ces deux facteurs. Le maintien de la capacité de ces 

facteurs à phosphoryler les voies SMAD, impliquées dans les processus d’induction de la 

synthèse d’une MEC de type nucléopulpogénique, après libération des microparticules avait 

également été vérifié. Dans ce travail de thèse, nous avons dans un premier temps évalué 

l’adsorption et la libération des chimiokines associées aux microparticules polysaccharidiques, 

celles des facteurs de croissance ayant déjà été réalisées. Nous avons ensuite analysé la 

bioactivité des différents facteurs biologiques (CXCL12, CCL5, TGF-β1 et GDF-5) après 

libération des microparticules polysaccharidiques. Puis, nous avons évalué notre système à 

libération séquentielle de facteurs biologiques au sein d’un modèle ex vivo de DIV ovin 

spontanément dégénéré, que nous avons préalablement mis en place au laboratoire. Ce 

modèle ex vivo de culture d’organe a été inspiré du modèle ex vivo de DIV caudaux bovins 

développé à l’AO Foundation. Ce travail a fait l’objet des sujets d’étude de Constantin Moraru 

et Edouard Samarut, tous 2 internes en neurochirurgie, lors de leur Master 2. Ce projet de 

thèse fait l’objet d’un financement « Paris scientifiques » de la Région Pays de la Loire et d’une 

ANR JCJC, portés par Johann Clouet. 
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PARTIE II : DEVELOPPEMENT DE SYSTEMES A 

LIBERATION SEQUENTIELLE DE FACTEURS 

BIOLOGIQUES POUR LA REGENERESCENCE 

ENDOGENE DU DISQUE INTERVERTEBRAL  
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A. Rationnel de l’étude  

Les stratégies de réparation endogène occupent aujourd’hui une place grandissante au sein 

de la communauté scientifique et leur évaluation en vue d’une application discale apparait 

comme une option particulièrement attractive. Comme nous l’avons précédemment détaillé, 

il apparait essentiel de stimuler la synthèse d’une nouvelle MEC saine au niveau du NP 

dégénéré. Pour ce faire, le repeuplement du NP par des cellules souches, combiné à 

l’activation de leurs activités anaboliques afin de stimuler la synthèse d’une MEC saine de type 

nucléopulpogénique est aujourd’hui bien établi comme étant une approche prometteuse.  Le 

recours à des facteurs biologiques impliqués dans les processus physiologiques discaux dans 

le but de stopper la progression des processus dégénératifs, voire engager une 

régénérescence du tissu discal, présente un intérêt majeur. Parallèlement, la découverte et la 

caractérisation récente des cellules souches/progénitrices discales offre une séduisante 

alternative à la thérapie cellulaire exogène et à ses limites, en vue d’une re-cellularisation 

endogène du NP. Le premier défi de ces stratégies réside dans la capacité de recruter ces 

cellules souches/progénitrices endogènes vers le NP dégénéré, celles-ci se trouvant en 

quantité plus abondante au niveau des plateaux cartilagineux (PC). Dans cet objectif, des 

cytokines aux propriétés chimioattractantes, nommées chimiokines, représentent des 

candidates très intéressantes. Parmi celles-ci, nous avons choisis dans cette étude d’évaluer 

deux chimiokines spécifiques (CXCL12 et CCL5). Comme précédemment évoqué, ces 

chimiokines ont d’ores et déjà été analysées en vue d’une application discale. En effet, leur 

présence physiologique dans le tissu discal ainsi que leurs propriétés chimioattractantes, 

largement décrites, pour le recrutement de cellules de type souches mésenchymateuses, en 

font des facteurs très intéressants pour la mise en place d’une telle stratégie de réparation 

endogène du DIV. Ainsi, une surexpression du CCL5 a été démontrée au sein d’un modèle ex 

vivo de DIV cultivé dans des conditions dégénératives, ainsi que dans des cas de DIV herniés 

douloureux (G. Pattappa et al. 2014; Ahn et al. 2002). Tandis que le CXCL12 a démontré une 

capacité de recrutement des CSM humaines au sein du microenvironnement discal (Pereira et 

al. 2014, 2016, 2018).  

Une fois les cellules recrutées au sein du NP, la stimulation de leurs activités anaboliques de 

synthèse en vue d’une production de MEC riche en agrécane et collagène de type II constitue 

la deuxième étape de ce projet. Le recours aux facteurs de croissance TGF-β1 et GDF-5 a ainsi 

été évalué. Ces deux facteurs spécifiques ont d’ores et déjà démontré une action synergique 
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in vitro dans l’analyse d’un protocole de différenciation nucléopupogénique de cellules 

souches de type mésenchymateuse (Colombier et al. 2016). En effet, en plus de leur 

importante implication dans les processus homéostasiques physiologiques discaux, ces deux 

facteurs de croissance, lorsqu’ils sont combinés, permettent de stimuler la synthèse, par des 

CSM, d’une MEC riche en agrécane et collagène de type II. Ils stimulent aussi l’expression de 

certains marqueurs spécifiques des NPCy au niveau génique et protéique (PAX1, OVOS2, 

CD24). Cependant, comme nous l’avons préalablement discuté, les facteurs biologiques 

présentent une courte demi-vie in vivo et sont particulièrement sujets à la dégradation 

enzymatique in situ. Ainsi, afin de les protéger d’une dégradation durant et après l’injection 

intradiscale, mais aussi de prolonger leurs effets thérapeutiques, le recours à un système 

microparticulaire polysaccharidique a été étudié. De plus, la libération séquentielle de ces 

facteurs biologiques est un élément clé pour la mise en place d’une telle stratégie. L’objectif 

est de libérer en premier les chimiokines, afin de recruter les cellules au niveau du NP ; puis 

en deuxième les facteurs de croissance afin de stimuler les activités anaboliques des cellules 

recrutées et éventuellement induire leur différenciation in vivo. Dans cette thèse, nous avons 

étudié l’association de microparticules de pullulane (PMBs) avec ces différents facteurs 

(CXCL12, CCL5, TGF-β1 et GDF-5) afin de développer un système à libération séquentielle de 

facteurs biologiques pour la régénérescence endogène du DIV. Le pullulane est un 

polysaccharide naturel qui a d’ores et déjà été étudié en tant que support pour la libération 

prolongée de plusieurs facteurs biologiques, dont le CCL-5, dans le cadre d’études in vitro 

d’ingénierie tissulaire vasculaire et musculaire (Suffee et al. 2017; Purnama et al. 2015). De 

plus, les mêmes microbilles de pullulane (PMBs) ont fait l’objet d’une précédente thèse au 

laboratoire et l’objet d’un article scientifique publié dans ‘Drug Delivery’ en 2017, étudiant le 

chargement des microbilles de pullulane avec les facteurs TGF-β1 et GDF-5 en vue d’une 

application discale. Ainsi dans le cadre de cette thèse nous avons formulé des PMBs selon le 

même procédé d’émulsion/réticulation eau dans huile (Henry et al. 2017).  

Dans ce chapitre, après une brève présentation du pullulane, une partie des résultats 

expérimentaux obtenus au cours de cette thèse, sous forme d’un article, seront exposés. Puis 

les résultats supplémentaires obtenus non publiés, seront décrits dans la 3ème partie de ce 

manuscrit (Partie III : Discussion et perspectives). 
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Le pullulane 

Les polysaccharides sont des polymères carbohydrates, liés par des liaisons glycosidiques, 

retrouvés abondamment dans la nature et dans les organismes vivants. Ils sont très présents 

chez l’homme, notamment dans la composition de la MEC, et constituent ainsi une bonne 

alternative aux matériaux synthétiques pour toute application en interaction avec le vivant. 

Dans cette étude, nous avons plus précisément travaillé avec un polysaccharide naturel, 

biocompatible, biorésorbable et d’origine fongique, le pullulane, dont l’utilisation est validée 

par l’autorité européenne de sécurité des aliments. Le pullulane est un polymère de glucose 

synthétisé par le champignon Aureobasidium pullulans, à partir de l’amidon. Ses chaines sont 

constituées d’une succession d’unités maltotriose connectées entre elles par des liaisons 

osidiques alpha 1-6. Un maltotriose est un groupement de 3 unités de glucoses liées par des 

liaisons osidiques alpha 1-4 (Figure 16). Le pullulane est commercialisé dans le domaine 

agroalimentaire (épaississant) et l’industrie pharmaceutique (Plantcaps®, Capsugel®).  

 

Figure 16 : Représentation des unités de base constituants le pullulane 

De précédents travaux ont montré qu’il était possible de réticuler les chaînes de pullulane 

entre elles avec du trimétaphosphate de sodium (STMP), qui est largement utilisé dans 

l’industrie alimentaire car non toxique pour l’homme (Lack et al. 2004; Woo and Seib 1997). 

La réticulation se fait en deux étapes : la première consiste en l’ouverture du cycle STMP en 

milieu basique et la deuxième étape en l’addition d’une chaîne de polymère et au relargage 

d’un pyrophosphate (PPi). La réticulation forme des liaisons phosphoesters au niveau des 

groupes hydroxyles des chaines des polysaccharides, permettant ainsi d’obtenir un réseau 

hydraté, ou hydrogel (Figure 17). 
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Figure 17 : Représentation chimique du processus de réticulation polysaccharidique par le STMP en milieu basique. 

 

B. Résultats expérimentaux 

Ce projet de thèse se divise en 4 taches principales qui sont : i) la mise en place du système à 

libération séquentielle de facteurs biologiques, composé des microbilles de pullulane (PMBs), 

des chimiokines CXCL12 et CCL5 ainsi que des facteurs de croissance GDF-5 et TGF-β1; ii) la 

validation des capacités de mobilisation et recrutement de cellules souches par le CXCL12 et 

le CCL5 après libération des PMBs; iii) l’évaluation de la capacité du GDF-5 et du TGF-β1 à 

stimuler la synthèse, par les cellules souches, d’une MEC de type nucléopulpogénique, après 

libération des PMBs; et iv) la preuve de concept dans un modèle ex vivo de culture d’organe 

de DIV ovin, de la migration cellulaire et de la restauration du tissu discal par cette approche. 

La première tâche du projet, a porté sur la production et la caractérisation des microbilles de 

pullulane, puis l’analyse de l’adsorption et de la libération des chimiokines (CCL5 décrit dans 

l’article expérimental et CXCL12 dans la 3ème partie de ce manuscrit). L’étude de l’adsorption 

et de la libération des facteurs de croissance associés aux PMBs a déjà été réalisée lors d’une 

précédente étude et avait mis en évidence une efficacité d’adsorption de 100% et une 

libération prolongée dans le temps de ces deux facteurs de croissance durant 21 jours (Henry 

et al. 2017). Deux profils de libération avaient été observés, avec une libération de 100% du 

GDF-5 adsorbé pour les 3 concentrations initiales testées (1, 2 et 4µg/ml), tandis que 
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seulement 27% du TGF-β 1 était libéré à 21 jours. Dans le cadre de cette étude nous nous 

sommes basés sur les mêmes paramètres d’études que ceux évalués pour les facteurs de 

croissance, et avons ainsi étudié l’adsorption et la libération du CXCL12 et du CCL5 pour les 3 

mêmes concentrations initiales (1, 2 et 4µg/ml). Pour la mise en place des tests de migration 

in vitro, et en raison des difficultés de recueil de tissu discaux humains, et donc de cellules 

souches discales, nous avons choisi de recourir à des cellules modèles. Les cellules souches 

discales ont fait l’objet de diverses études de caractérisations. Ces dernières ont mis en 

évidence leurs similitudes phénotypiques avec les cellules souches mésenchymateuses 

(Risbud et al. 2007; Blanco et al. 2010; Gruber et al. 2016). Leur capacité à se différencier dans 

la voie mésenchymateuse a également été confirmée. Pour toutes ces raisons, le choix 

d’utiliser des CSM représente un bon compromis. C’est également pour des raisons de facilité 

d’isolement et de quantité de cellules disponibles que nous nous sommes tournés vers 

l’utilisation de CSM provenant du tissu adipeux (CSA) afin de mimer les cellules souches 

discales. En effet, les CSM de la moelle osseuse sont les CSM classiquement utilisés, cependant 

leur nombre est estimé autour de 0.01%, tandis qu’il est estimé à 2% au sein du tissu adipeux 

(Kern et al. 2006). De plus la morbidité au site donneur est nettement plus faible concernant 

les cellules souches adipeuses (CSA) humaines par rapport au CSM issues de la moelle osseuse. 

Ainsi, durant toute cette étude, les expérimentations ont été effectuées sur des CSA humaines 

isolées de prélèvement adipeux fournis par la Clinique Bretéché à Nantes. 

C. Article expérimental  

Une partie des résultats a fait l’objet d’une publication soumise dans EBioMedicine. Ainsi le 

manuscrit disponible ci-après exposera les analyses suivantes :  

• étude de l’adsorption et de la libération de la chimiokine CCL5 associée aux microbilles 

de Pullulane (PMBs),  

• évaluation in vitro de ce système CCL5/PMBs sur la migration de CSA humaines,  

• mise en place du modèle ex vivo de culture de DIV lombaires ovins au long terme, et 

évaluation de l’injection intradiscale de PMBs, 

• évaluation ex vivo des systèmes CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs au sein 

d’un modèle ex vivo de culture de DIV lombaires ovins naturellement dégénérés.  
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Article II 

Controlled release of biological factors for endogenous progenitor cells migration and 

intervertebral disc extracellular matrix remodeling 

Problématique : Comme décrit dans la partie introductive, le développement d’approches 

innovantes permettant une régénérescence robuste du disque intervertébral (DIV) est 

aujourd’hui une nécessité. La découverte récente de cellules souches / progénitrices au sein 

du tissu discal ouvre la voie à de nouvelles stratégies de réparation endogène du DIV, 

constituant des alternatives aux approches de thérapie cellulaire. Dans cette étude, des 

systèmes à libération séquentielle de facteurs biologiques composés de microbilles de 

pullulane (PMBs) chargées avec la chimiokine CCL5 et les facteurs de croissance TGF-β1 et 

GDF-5 sont développés. L’objectif est de recruter les cellules souches discales vers le NP 

dégénéré, par le CCL5, puis de stimuler les activités anaboliques de ces cellules recrutées par 

les facteurs TGF-β1 et GDF-5, afin de re-cellulariser le NP dégénéré et booster la synthèse 

d’une nouvelle MEC saine. 

Matériels et Méthodes : Les PMBs ont été préparées selon un protocole de 

réticulation/émulsion simultanée. Les PMBs ont été incubées avec des solutions de CCL5 (1, 2 

et 4 µg/ml) pendant 24h à 4°C sous agitation rotative. Puis la libération a été réalisée à 37°C 

sous agitation rotative durant 21 jours. Les analyses ont été effectuées par dosage ELISA. 

L’évaluation de la migration in vitro des cellules souches adipeuses humaines (hCSA) par 

traitement avec des solutions de CCL5 ou des suspensions de PMBs chargées en CCL5 

(CCL5/PMBs), a ensuite été analysée dans des inserts de Transwell. Finalement, des PMBs 

chargées  en CCL5, TGF-β1 et GDF-5 ont été injectées au sein des NP de modèles ex vivo de 

DIV ovins naturellement dégénérés ensemencés en CSA humaines marquées au VybantTM Dil 

au niveau d’un de leurs plateaux cartilagineux (PC). Les DIV ont été cultivés durant 3, 7 ou 28 

jours de culture ex vivo, puis histologiquement préparés. L’observation de la localisation des 

hCSA fluorescentes au sein des coupes de DIV a permis d’étudier la migration de celles-ci dans 

le tissu discal. La qualité de la MEC a également été analysée par colorations histologiques 

(bleue alcian, hématoxyline/éosine/safran et trichrome de masson) et immunomarquages 

(ACAN, Coll2 et Tie2). 
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Résultats: Dans cet article nous avons obtenu une adsorption du CCL5 avec une efficacité de 

100%, ainsi qu’une libération prolongée de celui-ci, avec 99% du CCL5 libérés après 21 jours. 

Un « burst » de libération durant les 3 premiers jours a été mis en évidence (24,4 ng/h suivis 

de 0.09 ng/h). Nous avons ensuite confirmé la capacité du CCL5 à recruter les hCSA in vitro, et 

démontré le maintien de cette propriété chimioattractante après libération des PMBs. 

Finalement, après avoir validé la possibilité de cultiver ex vivo au long terme des DIV lombaires 

de brebis sans entrainer d’altérations tissulaires, nous avons démontré une augmentation de 

la distance de migration des CSA humaines en présence de PMBs chargées dans un modèle ex 

vivo de DIV ovin naturellement dégénéré. Les analyses histologiques nous ont permis 

d’observer une densité cellulaire plus importante au niveau des NP des DIV ensemencés en 

hCSA et injectés en PMBs chargées, après 7 et 28 jours de culture. Un maintien de l’expression 

du marqueur Tie2 a également été mis en évidence.  

Conclusions : Les résultats de cette étude expérimentale démontrent que le système 

CCL5/PMBs développé est capable de libérer la chimiokine CCL5 durant 21 jours, tout en 

maintenant son activité chimioattractante. L’étude ex vivo réalisée sur des modèles de DIV 

ovins naturellement dégénérés a permis de faire une première preuve de concept du système 

à libération séquentielle (PMBs) des facteurs biologiques CCL5, TGF-β1 et GDF-5. L'utilisation 

de ce système semble adaptée dans une stratégie de réparation endogène de cas précoces et 

modérés de DIV dégénérés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

Controlled release of biological factors for endogenous progenitor cells migration and 

intervertebral disc extracellular matrix remodelling 

 

Leslie Frapin1,2, Johann Clouet1,2,3,4, Claire Chédeville1,2, Constantin Moraru1,2,5, Edouard Samarut1,2,5, Nina 

Henry1,2, Manon André1,2,6, Eric Bord1,2,5, Boris Halgand1,2,8, Julie Lesoeur1,2,6, Marion Fusellier1,2,7, 

Jérôme Guicheux1,2,6,8*, Catherine Le Visage1,2,* 

 

1 Inserm, UMR 1229, RMeS, Regenerative Medicine and Skeleton, Université de Nantes, ONIRIS, Nantes, F-

44042, France 

2 Université de Nantes, UFR Odontologie, Nantes, F-44042, France 

3 CHU Nantes, Pharmacie Centrale, PHU 11, Nantes, F-44093, France 

4 Université de Nantes, UFR Sciences Biologiques et Pharmaceutiques, Nantes, F-44035, France  

5 CHU Nantes, service de neurotraumatologie, PHU4 OTONN, Nantes, F-44093, France  

6 SC3M – « Electron Microscopy, Microcharaterization and Functional Morphohistology Imaging” Core Facility, 
Structure Fédérative de Recherche François Bonamy, INSERM – UMS016, CNRS 3556, CHU Nantes, Université 

de Nantes, Nantes, Nantes, F-04402 France 

7 Department of Diagnostic Imaging, CRIP, National Veterinary School (ONIRIS), Nantes F-44307, France 

8 CHU Nantes, PHU4 OTONN, Nantes, F-44093, France  

 

* equally contributing authors/co-corresponding jerome.guicheux@univ-nantes.fr; catherine.levisage@inserm.fr   

 

  

mailto:jerome.guicheux@univ-nantes.fr
mailto:catherine.levisage@inserm.fr


2 
 

ABSTRACT 

Background: The recent description of resident stem/progenitor cells in degenerated intervertebral disc (IVD) raised 

the possibility of harnessing their regenerative capacities to stimulate the nucleus pulposus (NP) endogenous 

repair. In this study, we developed a delivery system based on pullulan microbeads (PMBs) for the sequential 

release of CCL-5 chemokine to recruit these disc stem/progenitor cells toward the NP tissue, followed by the release 

of TGF-β1 and GDF-5 growth factors to induce synthesis of a collagen type II and aggrecan rich extracellular matrix 

(ECM).  

Methods: Bioactivity of released CCL5 on human adipose-derived stem cells (hASCs), selected as mimicking disc 

stem/progenitors, was demonstrated using a Transwell chemotaxis assay. Regenerative effects of loaded PMBs 

were investigated in ex vivo spontaneously degenerated ovine IVDs. Fluorescent hASCs were seeded on the top 

cartilaginous endplate (CEP), PMBs loaded with CCL5, TGF-β1 and GDF-5 were injected in the degenerated NP, 

then IVDs were cultured for 3, 7 and 28 days.  

Findings: PMBs exhibited a sustained release of biological factors for 21 days. Ex vivo migration of seeded hASCs 

from the CEP toward the NP was demonstrated, with a significantly higher distance covered by the cells when 

loaded PMBs were injected (5·8 ± 1·3 mm vs 3·5 ± 1·8 mm with no injected PMBs). In ovine IVDs, overall NP 

cellularity, collagen type II and aggrecan staining intensity, and Tie2+ progenitor cells density in the NP were 

increased at day 28, as compared to control groups.  

Interpretation: PMBs loaded with CCL5/TGF-β1/GDF-5 constitute an innovative and promising controlled release 

strategy to promote cell recruitment and IVD endogenous regeneration.  

 

KEYWORDS 

Disc disease, Microbeads, Chemokines, Ex vivo model, Regeneration, Cell recruitment 
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INTRODUCTION 

Research in context  

Evidence before this study 

In a degenerated intervertebral disc (IVD), the imbalance of anabolic/catabolic events leads to extracellular matrix 

(ECM) degradation and loss of cells in the central nucleus pulposus (NP). The use of exogenous cells has been 

extensively studied to repopulate the NP, restore tissue homeostasis and reverse the degenerative process. 

However, these exogenous cells hardly survive when injected in the hostile microenvironment of a degenerated 

IVD. While endogenous repair has already been reported for several tissues, such as cartilage, tendon, and heart, 

it has only recently been considered for degenerated discs. Indeed, the existence of IVD stem/progenitor cells, 

which constitute an alternative source of regenerative cells, notably through their recruitment toward the injured 

NP, has been recently evidenced. A migration route inside the IVD tissue was hypothesized, and the role of the 

CCL5 chemokine in the natural healing process was suggested. In another hand, our previous studies have shown 

(i) the synergistic effects of TGF-β1 and GDF-5 to stimulate the synthesis of a healthy NP extracellular matrix 

(ECM) by human adipose stromal cells (hASCs) and (ii) the sustained release of these growth factors from pullulan 

microbeads (PMBs) as well as the maintenance of their in vitro bioactivity.  

Added value of this study 

In this context, we sought to develop a sequential release system of both chemokines and growth factors that 

would: i) recruit disc stem/progenitor cells toward the degenerated NP using CCL5, then ii) activate the anabolic 

properties of recruited disc stem/progenitor cells, in order to stimulate the synthesis of a healthy NP ECM and 

restore the NP tissue. We demonstrated the migratory activity of CCL5 released from PMBs on hASCs, used as 

cells mimicking the disc stem/progenitor cells. We then evaluated the regenerative potential of CCL5/PMBs, TGF-

β1/PMBs and GDF-5/PMBs in ex vivo spontaneously degenerated sheep IVDs.  We evidenced increased NP 

cellularity, including Tie2+ progenitor cells, and ECM remodelling, suggesting that stem/progenitor cell migration to 

a degenerated IVD could boost the tissue regeneration 

Implications of all the available evidence 

We evidenced that is possible to stimulate the recruitment of stem/progenitor cells from the CEP toward the NP in 

ovine IVDs and boost ECM remodelling. These findings highlight the potential of an endogenous regenerative 

strategy. In addition, the newly described model of spontaneously degenerated ovine IVDs constitute a major asset 

for performing an ex vivo proof of concept of a novel therapeutic approach prior to conducting an in vivo evaluation. 
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Low back pain (LBP) is a current major socio-economic problem of industrialized societies, affecting 80% of the 

world population at least one in a lifetime [1]. LBP is associated with repeated work absences and represent one 

of the leading causes of severe disability and life quality deterioration [2]. The intervertebral disc (IVD) degeneration 

is now acknowledged as one of the major causes of chronic LBP [3,4]. IVD is primordial for spine stability and 

mobility. The nucleus pulposus, the central part of the IVD, is gelatinous and hydrated, allowing IVD to resist of 

compressive strains. Annulus fibrosus (AF), surrounding the NP, offers elastic properties and resistance to tension 

stresses. Finally, two cartilaginous endplates (CEPs) border the IVD and make junction with vertebral bodies, while 

allowing diffusion of oxygen, nutrients and metabolic wastes [5]. With these 3 specific structures, IVDs provide a 

suitable environment to absorb spinal column impacts and plays the role of a fibro-hydraulic shock absorber [6,7]. 

Mechanical loading, traumas and aging constitute the main risk factors for IVD degeneration. Radical decline of NP 

cell density combined with a rupture of the homeostasis balance lead to a major quality and quantity deterioration 

of the NP extracellular matrix (ECM) components, with a decrease in aggrecan and type II collagen fibres. This 

alteration could be notably due to abnormal and/or increased inflammatory and catabolic activities, as evidenced 

by the increased expression of IL-1β, -6, -8, TNF-α MMPs and ADAMTSs [8,9]. These biologically impairments 

orchestrate structural modifications which affect the IVD mechanical properties and induce pain. This degenerative 

cascade will generate a vicious circle amplifying IVD degeneration and preventing possible enough natural repair 

processes from occurring [6,10]. Current treatments of discogenic LBP are focused on painful relief via 

pharmacological approaches or invasive surgical procedures in severe and resistant LBP cases, such as spine 

fusion or disc replacement. These surgical procedures, while having demonstrated  a certain clinical efficacy notably 

in term of pain relief,  remain highly invasive and present risks to induce an accelerated  degeneration of adjacent 

discs and disrupt spine biomechanics particularly for spine fusion; moreover, they never address the pathogenic 

mechanisms of IVD degeneration nor allow restoring the biological integrity and function of IVD [11].  

In the past few years, regenerative medicine approaches have been described as a promising option to stop or 

revert the degenerative disc disease (DDD) [12]. Among them, cell therapy aims to transplant exogenous cells to 

repopulate the degenerative NP and reinitiate the anabolic IVD machinery, in order to synthesize an adequate ECM 

that could contribute to restore IVD height. Particularly, mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) have been 

extensively studied as a promising source of cells [13]. Pre-clinical trials with injection of MSCs have demonstrated 

positive results with an increase of type II collagen fibres synthesis. Clinical trials in humans have shown significant 

pain relief and improvement of patient’s life quality, but very few signs of IVD regeneration [14]. Thus, some studies 

have suggested to therapeutically manipulate MSCs in vitro prior to injection, in order to generate NP-like cells, 

with growth factor-driven differentiation protocols [15,16]. Co-culture experimentations have also been performed 

to evaluate the effects of injected MSCs on resident NP cells [17,18]. However, injection of exogenous cells 

presents a major drawback, meanly due to the low cell survival after injection in the harsh NP microenvironment 

[19,20]. Indeed, degenerated IVDs provide a hostile microenvironment with important osmotic pressure, acidic pH, 

low rate of nutrients available and hypoxia conditions, as well as a degenerative inflammatory and catabolic 

events [5]. In addition, osteophytes formation following MSCs injection has been reported, and technological and 

regulation restrictions hamper the transfer of cell-based therapies into patients [21]. 
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Recently, stem/progenitor cells have been reported in healthy and degenerated IVD tissue from human and different 

mammalian species [22–24]. Potential migration within the disc tissue has been suggested, as well as the existence 

of a migration route communicating between CEP, AF an NP [25]. These disc stem/progenitor cells are considered 

resembling to MSCs since they express typical MSCs markers (CD90, CD105, CD45, STRO1), and can be in vitro 

differentiated in osteocytes and chondrocytes [11,26,27]. Interestingly, comparative studies of these disc 

stem/progenitor cells isolated from CEP, AF and NP have demonstrated the superiority of CEP-stem cells in terms 

of in vitro migration capacity [28,29]. In another hand, Tie2 positive progenitor cells have also been described in 

mouse, bovine and human NP as potential source of regenerative cells [30]. In this context, these endogenous disc 

stem/progenitor cells constitute a promising alternative to the use of exogenous stem cells for IVD regenerative 

strategies [31]. Such endogenous repair strategies however face the challenge of recruiting disc stem/progenitor 

cells from the periphery of IVD and CEPs, where they are mostly present, toward the degenerated NP. Interestingly, 

ex vivo studies performed on bovine IVD cultured in degenerative conditions, have demonstrated an overexpression 

of chemokines known to specifically recruit MSCs [32,33]. These results suggest that a natural mechanism of 

endogenous healing occurs in degenerative IVDs, but could not be sufficient enough to allow a complete restoration 

of the disc homeostasis [10]. This low regenerative capacity could be due to the IVD’s avascularity limiting the 

nutrients and oxygen availability [5]. 

Chemokines and growth factors operate as mediators of healing processes and represent potential molecular 

targets to stimulate and guide regeneration mechanisms. Chemokine (CC-motif) ligand 5 (CCL5, also named 

Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed, and Secreted, RANTES) recruits a substantial number of 

cells, including Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells (BM-MSCs), that express their specific membrane 

receptors, CCR1/3/5 [34,35]. In IVD context, CCL5 is secreted by disc cells, and CCL-5 receptors are expressed 

at the surface of AF and NP cells, suggesting that CCL5 could play a role in the IVD healing process [33]. 

Interestingly,  physiological expression of CCL-5 is up-regulated in degenerative conditions [33,36,37]. Moreover, 

in patients, systemic CCL5 has been associated with discogenic back pain and moderate/severe lumbar disc 

degeneration, suggesting that CCL5 might be considered as a biomarkers for the diagnosis and monitoring of disc 

degeneration [38–40]. In another hand, growth factors TGF-β1 and GDF-5, both essential factors to the IVD 

embryonic development, have been evaluated as therapeutic targets [41]. GDF-5 is physiologically present in IVD 

tissue and participates in disc homeostasis by increasing type II collagen fibre and aggrecan synthesis by NP cells, 

also named nucleopulpocytes (NPCy) [42,43]. TGF-β1 induces the up-regulation of COL2A1 and ACAN expression 

genes in NPCy in vitro [44,45]. Of particular interest, we have demonstrated a synergistic role of these factors to 

induce the nucleopulpogenic differentiation of human adipose stem cells (hASCs), after 28 days of in vitro culture, 

as evidenced by synthesis of an ECM rich in sulphated glycosaminoglycans (GAGs) and type II collagen fibres, 

and expression of specific NPCy markers, such as CD24, PAX1 and OVOS2 [46].  

Biological factors are particularly prone to in vivo degradation, and their protection by biomaterials is an option to 

enable a sustained therapeutic effects while performing a single injection into the IVD [12,47]. A large panel of 

biomaterials, composed of natural or synthetic polymers, have been combined with biological factors [48]. Among 
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them, polysaccharides microparticles have been studied to encapsulate CCL5, TGF-β1 and GDF-5 [49,50]. 

Microparticles were prepared from pullulan, a linear polymer of glucose units, already approved by Food and Drug 

Association (FDA) and widely used in the food and pharmaceutical and cosmetic industries [51–53]. We have 

already studies these microbeads notably as TGF-β1 and GDF-5 delivery system, with 27% and 100% of release 

over 21 days, respectively, and maintenance of their biological activity in terms of phosphorylation of Smad 

pathways was demonstrated in vitro [49]. 

 In this context, the objective of the present study was to develop a delivery system composed of pullulan 

microbeads (PMBs) that could i) deliver CCL5 to recruit disc stem/progenitor cells, and ii) release a TGF-β1 and 

GDF-5 synergistic cocktail to stimulate the synthesis of an NP-like ECM. Since disc stem/progenitor cells, which 

are the cells ultimately targeted by an endogenous IVD regenerative strategy, are only found in small numbers and 

are difficult to isolate, we selected hASCs to mimic them. This approach of using model cells has been previously 

reported in several endogenous IVD repair based studies [32,54–56]. We characterised CCL5 adsorption and 

release kinetics, then assessed the stimulatory effect of CCL5 on hASCs migration in vitro. Finally, we investigated 

the ex vivo effect of an injection of CCL5, TGF-β1 and GDF-5 PMBs in a sheep degenerated IVD model, by 

analysing cell migration and tissue response.  
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MATERIALS AND METHODS 

FITC-Pullulan microbeads (PMBs)  

First, pullulan (200 000 g/mol, Hayashibara Inc., Japan) was labelled with fluorescein isothiocyanate isomer I (FITC) 

(Sigma Aldrich, St Louis, MO), as previously described [49]. FITC-pullulan (10 mg), combined with non-labelled 

pullulan (6 g), was dissolved in 20 mL of distilled water, under magnetic stirring, until a homogenous, viscous 

solution was obtained. Microbeads were then obtained using a combined emulsion/cross-linking process. Briefly, 

three 3 mL syringes were prepared in parallel, with (1) 2·5 g of FITC-pullulan solution, (2) 250 µL of 10M NaOH 

solution and (3) 250 µL of 90% w/v sodium trimetaphosphate (Sigma Aldrich, St Louis, MO) [57]. In parallel, 75 mL 

of rapeseed oil were placed in a 150 mL beaker and stirred during 30 minutes at room temperature. Then, content 

of syringes (1) and (2) was mixed using a luer-lock connection, then syringe (3) was connected to add the 

crosslinking agent. The resulting mixture was then quickly injected, within 30 seconds, using an 18G needle, into 

the oil phase under stirring at 450 rpm. The water/oil emulsion was then placed at 37°C during 1h30 under magnetic 

stirring to allow for chemical cross-linking and microbead formation. Successive washing steps of the microbeads 

were then performed with PBS pH 7·4 (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA), followed with sodium dodecyl sulphate 

(0·008% w/v, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) then with NaCl (0.0025%, Sigma Aldrich, MO, USA). PMBs were 

then filtered using a blood transfusion set (mesh aperture 200 µm, CareFusion, San Diego, CA), freeze-dried and 

stored at room temperature until use. All formulated PMBs batches were then pooled to obtain a single batch. 

PMBs were observed with fluorescence microscopy (DM IL LED Fluo, Leica, Germany) to visualize their shape 

before and after freeze-drying. Their size was measured using particle size analysis (Mastersizer 3000 Laser, 

Malvern Instruments, UK). For each FITC-PMB batch, 5 measurements were performed using 30 mg of freeze-

dried PMBs rehydrated in PBS.  

PMBs loading with CCL5 chemokine  

All loading and release experiments were performed using 20 mg of freeze-dried PMBs, corresponding to 800 000 

microbeads, that were decontaminated by exposition to UV light for 30 minutes. Three concentrations (1, 2 and 

4 µg/mL in PBS/BSA) of human CCL5 (R&D, Minneapolis, MN, USA, 278-RN) were prepared in filter-sterilized 

PBS pH 7.4 (ThermoFisher Scientific, St Aubin, France), containing 1% w/v of bovine serum albumin (BSA, Sigma 

Aldrich, St Louis, MO), as a buffer. PMBs were suspended in 500 µL of chemokine solution and loading was 

performed by adsorption at 4°C under rotary stirring on a Mini LabRollerTM Dual Format Rotator (Labnet) for 24 

hours. Unloaded PMBs were prepared in parallel using no chemokines. To remove unloaded chemokines, samples 

were centrifuged at 5 000 rpm for 10 minutes, at 4°C. Supernatants were then retrieved for ELISA assays (Duoset® 

kits, R&Dsystems, Minneapolis, MN, USA, 278-05) to measure the amount of unloaded CCL5 and to calculate the 

amount of adsorbed chemokines and the adsorption efficacy. Experiments were performed in triplicate for each 

condition. 

PMBs loading with growth factors 
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Loading was performed as previously described [49], using 20 mg of freeze-fried PMBs, corresponding to 800 000 

microbeads, that were decontaminated and suspended in 500 µL of 1·2 µg/mL of human TGF-β1 (Peprotech, 
Neuilly-Sur-Seine, France, 100-21, 50 µg/mL) or 2·4 µg/mL of human GDF-5 (Peprotech, Neuilly-Sur-Seine, 

France,  120-01, 100 µg/mL) solution prepared in filter-sterilized PBS/BSA. Loading was performed by adsorption 

at 4°C under rotary stirring on a Mini LabRollerTM Dual Format Rotator (Labnet) for 24 hours. 

Adsorbed chemokine visualization 

Chemokine loaded PMBs or unloaded PMBs were washed in PBS immediately after adsorption then fixed in 4% 

w/v paraformaldehyde (PFA) for 10 minutes at room temperature. After 3 washing steps in PBS, PMBs were 

incubated overnight at 4°C with human CCL5 (R&D, Minneapolis, MN, USA, AF-278-NA) at 10 µg/mL in PBS1X. 

Samples were then incubated for 1h at room temperature with a secondary antibody (anti-goat IgG Alexafluor 577 

nm; NorthernLights TM, 1:1000). For all incubation steps, samples were rotary stirred on a Mini LabRollerTM Dual 

Format Rotator (Labnet). Labelled PMBs were then mounted on a glass slide with Prolong® (Molecular probes®, 

Life Technologies, USA) and observed by fluorescence confocal microscopy (A1RS, Nikon, Champigny sur Marne, 

France). Acquisitions were then processed with Image J software. Experiments were performed in triplicate for 

each condition.  

In vitro release of chemokines from PMBs 

Chemokine-loaded PMBs were suspended in 500 µL of PBS/BSA at 37°C for 21 days, under rotary stirring. At 1h, 

2h, 4h, 8h, 24h, 48h, 72h, 4 days, 7 days, 14 days and 21 days, PMBs were centrifuged at 5 000 rpm for 10 minutes 

at 4°C, then supernatants were collected and replaced by fresh PBS/BSA. Collected supernatants were used for 

ELISA assays to evaluate the amounts of released CCL5 at each time point. Experiments were performed in 

triplicate for each condition and each time point. For all subsequent experiments, loaded PMBs were prepared 

using chemokines solutions prepared at 4 µg/mL. 

In vitro bioactivity of chemokines 

Adipose stem cells isolation and culture 

Human adipose-derived stromal cells (ASCs) were collected from lipoaspirates harvested from 7 adult donors (33-

64 years), who had given their informed consent (Supplementary Table 1). Adipose tissues were enzymatically 

digested and human ASCs were isolated by density gradient centrifugation and adherence to tissue culture plastic 

as previously described [46,58] and expanded with complete culture medium (high glucose Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium DMEM, Gibco, Life Technologies, Paisley, UK) supplemented with 10% w/w fetal calf serum (FCS) 

(Dominique Dutscher, France), 1% w/w Penicillin / Streptomycin (P/S) and 0.1% w/w fungizone. Human ASCs were 

used at passage 4 at most. 

In vitro migration assay 
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Human ASCs migration assays were performed in 24-well plates combined with Transwell inserts with 8 µm pore 

polycarbonate membrane (Corning, 3422, Kennebunk ME, USA). Cells were serum-deprived the day before the 

experiment, detached with trypsin then suspended in serum-free culture medium supplemented with 0·1% BSA w/v. 

Cells (250 000 cells) were seeded on the top of the inserts (200 µL). CCL5 solutions (250 ng/mL) were prepared 

in serum-free culture medium supplemented with 0·1% w/v of BSA and added to the bottom chamber of the wells 

(500 µL). Controls experiments were performed with no chemokines. After 4h of incubation at 37°C in a 20% O2, 

5% CO2 atmosphere, cells that remained on top of the inserts were removed using a cotton swab while those that 

migrated to the lower side of the insert were fixed by cold methanol (VWR Prolabo Chemicals, Fontenay Sous Bois, 

France) and stained with a 0.1% w/v crystal violet solution (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). Stained migrated 

cells were observed using light microscopy then crystal violet was solubilized in 500 µL of acetic acid 

(MerckMillipore, Darmstadt, Germany, 1% v/v). Absorbance was quantified at 595 nm (PerkinElmer) and the 

number of migrated cells was calculated from a standard curve.  

In another experiment, migration assays were performed by replacing chemokines solutions by PMBs loaded with 

CCL5 to evaluate the bioactivity of chemokines released over time. Time course in vitro migration assays were 

performed with 250 000 cells/insert and migration duration of 4 hours. First, chemokine loaded CCL5/PMBs 

prepared in serum-free culture medium supplemented with 0·1% w/v of BSA were added to 24-well plates (500 µL) 

and incubated at 37°C. At each released time point (0h, 4h, 24h, 48h, 72h and day 7), human ASCs were seeded 

on the top of a Transwell insert (250 000 cells/insert) as previously described, and migration assay was performed 

with cells in contact with the incubated CCL5/PMBs, for 4 hours at 37°C. Inserts were then removed and migrated 

cells were analysed with crystal violet, while the 24-wells plate, containing the loaded PMBs, and were put back at 

37°C for subsequent chemokine release and further analysis. Controls experiments were performed with unloaded 

PMBs and free chemokine solutions. Experiments were performed in triplicate, with cells from 4 human donors (D, 

E, F and G). 

Ovine IVD isolation 

IVDs were collected from 10 sheep aged 1-7 years old (Vendée breed, GAEC HEAS, Les Rabelais, Ligné, France) 

in the accredited Centre of Research and Pre-Clinical Investigations (ONIRIS, National Veterinary School of 

Nantes). Sheep received a bolus hypocoagulant dose of heparin (50 IU/kg) and were euthanized with an overdose 

of barbiturates (60 mg/kg) while respecting the current best practices and legislation (European Directive 

2010/63/EU). Post-euthanasia medullar MRI of the thoraco-lumbar sheep spines were performed to obtain T2-

weighted images (TE: 86ms, TR: 3000ms; slice thickness: 3mm), using a 1.5T MRI scanner (Magnetom Essenza®, 

Siemens Medical Solutions, Erlangen, Germany) [59]. Post-euthanasia X-ray imaging was conducted using a 

radiography machine (Convix 80® generator and Universix 120 table) from Picker International (Uniontown, Ohio, 

USA), to obtain coronal and sagittal plane radiographs of the sheep lumbar spines, with a collimator-to-film distance 

of 100 cm, exposure of 100 mAs, and penetration power of 48kVp. Osirix software® (3.9, Osirix Foundation, 

Geneva, Switzerland) was used to analyse X-ray and MRI images and each lumbar IVD was analysed using the 

Pfirrmann grading system [60], by two neurosurgeons from the Nantes hospital. After extraction of the thoraco-
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lumbar spine via a posterior approach, under aseptic conditions, IVDs were individually isolated by removing the 

vertebral bodies with an oscillating saw without damaging the cartilaginous endplates, as previously described for 

a bovine caudal model.[54,61]  

Ovine IVD ex vivo culture  

Isolated IVDs were cultured in 30 mL of IVD culture medium composed of high glucose DMEM, FCS 2%, P/S 1% 

v/v, fungizone 0·1% v/v, ITS 1·25% v/v, ascorbate-2-phosphate 1% w/v and non-essential amino-acids 1% w/v, at 

37°C in 20% O2 and 5% CO2 atmosphere. To evaluate the feasibility of a long-term culture of healthy ovine IVDs, 

a preliminary study with isolated lumbar IVDs from 4 young sheep (1-year-old, Pfirrmann grade 1), cultured for 7, 

14 and 21 days, was performed. To assess the feasibility of injecting PMBs, IVDs were injected at day 0 with PMBs 

(0·8 % w/w suspension in PBS) via a trans-annular pathway and a 23G needle connected to a 1 mL syringe (injected 

volume 200 µL) and cultured for 7, 14 and 21 days. IVDS were processed for histological sections, after one 

cartilaginous endplate was removed with a scalpel. IVDs were frozen for 3 minutes in isopentane/dry ice, then 

embedded in Super Cryoembedding Medium (SCEM) (Section Lab, Hiroshima, Japan), frozen again in 

isopentane/dry ice and finally stored at -80°C until further use. Frozen IVDs were sectioned (7-10 µm) with CryoStar 

NX70® cryostat (Termo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) in the axial orientation, starting from the 

side without CEP. Frozen IVDs sections were histological stained with alcian blue and haematoxylin/eosin/safran 

(HES) or used for cell metabolism activity analysis using a Lactate Deshydrogenase/ Ethidium Homodimer 

(LDH/EtH) staining protocol. Briefly, frozen IVD sections were first incubated with EtH (Sigma Aldrich, St Louis, 

MO, USA, 1 µg/mL) for 15 minutes at room temperature, then with a freshly prepared LDH solution (Gly-Gly buffer 

at 2mM and pH 8·0, containing 40% Polypep, 5.4mg/ml lactic acid, 1.75 mg/ml β-nicotinamide adenine dinucleotide 

hydrate and 3 mg/mL nitrotetrazolium blue chloride (NBT)) for 3h at 37°C. Afterward, stained sections were rinsed 

with distilled water at 50°C, then fixed with PFA 4% solution for 5 minutes. Sections were mounted on a glass slide 

with Prolong® (Molecular probes®, Life Technologies, USA) and observed both in brightfield and under fluorescent 

light (excitation/emission 528/617) using a slide scanner (Nanozoomer®, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, 

Japan). Image analysis was performed with NDP view2 software® (Hamamatsu Photonics). Results were 

expressed as a percentage of metabolically active cells (labelled by LDH) in relation to the total number of cells 

observed in the NP and AF. 

Ex vivo bioactivity of PMBs loaded with chemokine and growth factors  

To evaluate the activity of our sequential delivery system on a cellularized IVD microenvironment, CCL5/PMBs, 

TGF-β1/PMBs and GDF-5/PMBs were injected in the NP of an ex vivo IVD via a transannular pathway, then hASCs 

were seeded on the top cartilaginous endplate (Fig. 6). Briefly, 200 µL of loaded PMBs, containing 320 000 PMBs 

adsorbed with 800 ng of CCL5, 25 000 PMBs adsorbed with 600 ng of TGF-β1 and 25 000 PMBs adsorbed with 

1200 ng of GDF-5, were injected via a 23G needle connected to a 1 mL Hamilton syringe. The injection was 

performed by applying a constant pressure and observing a pause before removing the needle to avoid reflux. 

Injected IVDs were then incubated for 2 hours, in 30 mL of IVD culture medium, at 37°C, in 20%O2 and 5%CO2 

atmosphere. After that, culture medium was removed and human ASCs (500 000 of cells in 100 µL, passage 1-3) 
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were seeded on the top cartilaginous endplate, IVDs were then incubated for 30 minutes, before adding 30 mL of 

culture medium. Before injection, human ASCs were freshly labelled with VybrantTM Dil cell labelling solution 

(Molecular Probes, USA, V-22888), according to the supplier’s guidelines. Culture medium was replaced every 2-

3 days, with disc height measured with callipers at each medium change and IVDs were carefully kept in the same 

orientation, so that the seeded top endplate remained upright throughout the study. Control experiments with intact 

IVDs, IVDs injected only with loaded PMBs and non-injected IVDs seeded with labelled human ASCs were 

performed. IVDs were cultured for 3, 7 or 28 days for all conditions. Overall, 3 donors of human ASCs (D, E and G) 

were used, and IVDs were isolated from 6 sheep (3-7 years old) presenting lumbar IVDs with Pfirrmann grade 2 

or 3 (Fig. 6).  

Analysis of cell recruitment and regeneration in ex vivo ovine IVDs 

At each time point, ex vivo IVDs were processed for histological analysis, with fixation in PFA 4% for 5 days, 

followed by decalcification (Shandon TBD-2™ Decalcifier, 6,764,004, Thermo Fisher Scientific, Cheshire, UK) for 

3 weeks and a post-fixation step, after abundant rinsing, in PFA 4% for 24 hours. Then, all IVDs were frozen and 

cryosectioned, as previously described, in the coronal orientation, starting from the posterior arch. To evaluate cell 

migration, the 18 IVDs seeded with hASCs were sectioned in 5 levels, separated from each other by 500 µm, while 

18 others IVDs (intact and loaded PMBs groups) were sectioned on 2 levels, separated from each other by 2 cm, 

for ECM evaluation. Frozen IVDs sections were either directly mounted in Prolong® (Molecular probes®, Life 

Technologies, USA) to observe the localization of labelled human ASCs, or histological stained with alcian blue, 

HES and Masson’s trichrome, or immunohistochemical stained (Fig.6).  

For immunostaining, frozen sections were incubated with chondroïtinase ABC (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA, 

C2905) or 0·1% trypsin (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA, T9935) or proteinase K (Sigma Aldrich, St Louis, USA, 

P6556), for 30 minutes, then with H2O2 (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA, 3% w/w) to inactivate internal 

peroxidases. After blocking with 10% w/w goat serum in 4% w/w BSA (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA, A9647) 

for 30 minutes, sections were incubated in primary antibody solutions (prepared in 0·1% v/v Triton and 4% w/v 

BSA) overnight at 4°C. Primary antibodies were:  type I collagen (1:250 dilution, anti-human Abcam, Cambridge, 

UK, ab138492), type II collagen (1:100 dilution, anti-human, MPBiomedicals, France, 631701), Aggrecan (1:100, 

anti-human, Abcam, Cambridge, UK, ab3778), Tie2 (1:100, anti-human and anti-sheep, Cliniscience, Nanterre, 

France). Sections were then incubated with a secondary antibody (biotinylated goat anti-mouse secondary antibody 

(1:500 dilution, Dako, Agilent Technologies, Les Ulis, France, E0433) for aggrecan or anti-rabbit secondary 

antibody (1:300 dilution, Dako, Agilent Technologies, Les Ulis, France E0432) for type I and II collagen and Tie2, 

for 1h at room temperature.  Following horseradish peroxidase-conjugated streptavidin amplification (1:400, Dako, 

Demark), sections were developed with diaminobenzidine (DAB kit, GBI Labs, CO2-12, USA) for 1 minute and 

counterstained with haematoxylin for 30 seconds.  

Unstained and stained sections were observed using a slide scanner under fluorescent and brightfield light 

(Nanozoomer®, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) and image analysis was performed with NDP view2 

software® (Hamamatsu Photonics) and ImageJ software. Migrated cells identified in the NP were counted using 
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Image J software, and results were expressed as the mean value of the number of migrated cells per section, with 

5 sections (each separated from 500 µm) analysed per disc and per time point. The maximum migration distance 

from the endplate toward the NP was measured using NDPScan software. For each section, time point and donor, 

results are presented as the mean value of 3 measurements performed on one section. 

Statistical analysis 

All the results are presented as means ± SD. Statistical analysis were performed using Graph Pad Prism 5.0® 

software (GraphPad, San Diego, California, USA). Statistical significance was determined using one-way ANOVA 

or two-way ANOVA followed by Bonferroni's post-test for multiple group comparisons. Statistical significance was 

set at p < 0.05. Unless otherwise stated, the experiments were repeated at least three times. 

  



13 
 

RESULTS 

Pullulan microbeads (PMBs) for chemokine adsorption and release 

PMBs were successfully obtained by a water/oil emulsification process combined with a chemical crosslinking step, 

during which phosphate bonds between the -OH groups of pullulan chains are created, as described previously 

[49]. To perform loading with biological factors, freeze-dried PMBs were rehydrated with CCL5 at 3 different loading 

concentrations (1, 2 and 4 µg/mL) and incubated at 4°C for 24 hours. Loaded PMBs exhibited a spherical 

morphology and a mean size of 95·4 ± 0·5 µm (90% of the particles population had a diameter inferior to 184 µm) 

(data not shown) [49]. Following a centrifugation step, ELISA assays performed on supernatants did not detect 

CCL5, suggesting a 100% loading efficiency for this molecule (data not shown). CCL5 adsorbed on PMBs were 

evidenced using red fluorescently labelled specific antibodies (Fig. 1). CCL5 adsorption was confirmed at all 3 

tested concentrations, while unloaded PMBs incubated in PBS did not exhibit any red fluorescence (Fig.1).  

CCL5 release in PBS supplemented with 1% w/v BSA was then studied for 21 days at 37°C, with ELISA assays 

performed at each time point on collected supernatants. Macroscopic observations at the end of the release 

experiment did not evidence any degradation of the PMBs (data not shown). Results of the cumulative amount of 

CCL5 released over time are presented in Fig. 1. Overall, a sustained delivery of adsorbed chemokine was 

observed for 21 days, for all initial loading concentrations. PMBs/CCL5 (initial concentration of 4 µg/mL) showed 

an initial burst release during the first 24h, with a release rate of 43 ng/h, followed by a continuous release of 

0·07 ng/h. A similar profile was observed for PMBs/CCL5 loaded with initial concentrations of 1 µg/mL and 2 µg/mL. 

At day 21, 85%, 99% and 99% of the adsorbed CCL5 were released from PMBs loaded with initial concentrations 

of 1, 2 and 4 µg/mL, respectively.  

In vitro migration assay 

We then evaluated the ability of free and released chemokines to stimulate the migration of human adipose-derived 

stem cells (hASCs), as cells mimicking the endogenous progenitors, using a Transwell insert. We analysed the 

migratory effect of CCL5 (250 ng/mL in DMEM/BSA) on human ASCs, with experiments performed in triplicate on 

3 donors (donor A, B and C) (Fig. 2). Representative microscopic images of the lower side of inserts, showing cells 

stained with crystal violet, demonstrate that only few untreated cells, exposed to DMEM/BSA, exhibited a 

spontaneous migration (Fig. 2A, left image), whereas numerous cells treated with CCL5 (Fig. 2A, right image) 

migrated and were evidenced on the lower side of the porous membrane. Quantitative analysis of the migration is 

presented (Fig. 2A, lower panel) as a migration fold increase for each donor, as compared to their own control 

group (untreated cells). We observed a striking inter-donor variability, with migration of cells from donor B barely 

enhanced by incubation with CCL5, while migration of cells from donor A and donor C was multiplied by 3·1 and 

4·2, respectively, in the presence of CCL5. 

In another experiment, we evaluated the chemokine recruitment activity over time by incubating CCL5 solutions (at 

4 µg/mL) or PMBs previously loaded with CCL5 (loading concentration 4 µg/mL) at 37°C, for up to 7 days, on cells 

from 4 additional donors (D,E,F and G). At specific time points (fresh solution or suspension, 4h, 24h, 48h, 72h and 
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7 days of incubation), human ASCs were seeded on Transwell inserts (with 250 000 cells/insert) then a migration 

assay was performed for 4 hours, with cells in contact with the previously incubated free chemokines or released 

chemokines. Results were expressed in fold increase as compared to untreated cells or cells treated with unloaded 

PMBs (pooled for all donors D, E, F and G), at each time point. For free CCL5 (Fig. 2B, left panel), a trend in 

decreased activity overtime was observed, with a migration fold increase of 4·1 with a fresh solution, as compared 

to untreated cells and a reduced migration after only 4 hours of incubation at 37°C (fold increase of 1·4). No effect 

on human ASC in vitro migration after 72 hours and 7 days was observed. On the contrary, PMBs loaded with the 

CCL5 demonstrated an increased migratory effect on human ASCs over time (Fig. 2B, right panel). Results were 

expressed in fold increase as compared to cells treated with unloaded PMBs at the same time point (fresh 

suspension of PMBs, 4h, 24h, 48h, 72h and 7 days of incubation). We confirmed that loaded PMBs presented a 

bioactivity for at least 3 days. We observed an increase of the migratory effect on ASCs after 4 hours and 24 hours 

of incubation (fold increase of 1·6 and 2·0, respectively), and no migration detected when CCL5/PMBs were 

incubated for 7 days before the migration assay. It is worth noting that pooled results from four human donors 

indicated no significant differences. To overcome the inherent donor variation, we increased the number of in vitro 

experiments and we confirmed that a significant migration increase was achieved with released CCL5 for three cell 

donors out of four. Moreover, similar bioactivity profiles were obtained with all four donors, with a maximum of 

migration obtained with PMBs incubated for 4h to 48h (Fig. 2C). 

Ex vivo lumbar ovine IVD long-term organ culture  

We then investigated the feasibility of a long-term organ culture with lumbar IVDs isolated from 4 sheep. Harvested 

IVDs (Fig. 3B) were cultured for 21 days and their structural integrity was analysed on histological sections stained 

with alcian blue and HES. While a decrease in the alcian blue staining intensity in the NP was observed at day 21, 

as compared to day 0, there was no obvious modification of the tissue cellularity on HES sections. These data 

collectively show that we have for the first time successfully implemented an ex vivo culture model of ovine lumbar 

IVD that maintain its cellular and histological organization for at least 3 weeks. 

By using this model, we then tested whether PMBs suspension in PBS may be intradiscally injected. IVDs were 

thus injected at day 0 with PMBs (0·8 % (w/w) suspension in PBS, injected volume 200 µL), via a trans-annular 

route and a 23G needle (n=8 discs) to estimate the impact of this injection on long-term IVD organ culture (Fig. 3C). 

At each time point (day 0, 7, 14 and 21), discs were cryosectioned and negatively charged PMBs were evidenced 

on alcian blue sections as dark blue dots, as indicated with black arrows.  

To further address whether this transannular injection of PMBs may affect IVD integrity during the course of culture, 

histological Boos scoring was used to quantitatively assess IVD degenerative status. Our data indicated that the 

culture duration tends to increase the modified Boos score of cultured and non-injected IVDs from 6 at day 0 to 10 

at day 7 (Fig. 3D). The Boos score then remained stable until day 21. A similar trend was observed with cultured, 

injected IVDs, where the Boos score was higher immediately following injection (10 at day 0) then remained stable 

until day 21. It is worth noting that the modified Boos score used in this study takes into account the NP cell density, 

the NP numbers of tears and granular changes, as well as the presence of NP mucosal degeneration. It ranges 
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from 0 (no IVD degeneration) to 18 (complete IVD degeneration), and thus indicates that ex vivo culture of IVDs 

and injection of PMBs did not induce major degenerative process. In addition, disc cell metabolic activity was 

assessed on disc sections with an LDH/EtH assay. At each time point, more than 80% of the disc cells were 

metabolically active, whether the IVD were injected with PMBs or not (Fig. 3E).  

Cell migration in spontaneously degenerated ovine IVD microenvironment 

After having validated our ability to culture an ex vivo organ model of ovine IVD, we were interested in determining 

whether intradiscally injected PMBs loaded with CCL5 and growth factors may contribute to mobilize, recruit and 

stimulate stem/progenitors cells (modelized by human ASCs placed on top of CEP) in our organ culture model.  To 

assess the effect of CCL5/PMBs on cell migration, Vybrant Dil labelled fluorescent human ASCs, were seeded on 

the top cartilaginous endplate of degenerated ovine IVDs (Pfirrmann grade 2-3, as assessed on spine MRIs 

(Fig.S1)) then tracked for up to 28 days of culture. The experimental design is presented on Figure 4, with 4 

conditions: intact IVDs (n=9), IVDs injected with CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs and GDF-5/PMBs (n=9), IVDs seeded 

with human ASCs (n=9), and IVDs seeded with human ASCs then injected with loaded CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs 
and GDF-5/PMBs (n=9). 

At day 3, 7 and 28, no fluorescent cells were observed in IVD sections of intact and injected PMBs conditions 

without any seeded hASC (Fig.5A, top row). On the contrary, numerous red fluorescent cells were observed on 

sections of IVDs seeded with hASCs, injected or not with PMBs (hASCs and hASCs + PMBs groups), at each time 

point (Fig. 5A). The number of fluorescent cells in the NP was counted using ImageJ software, and results were 

expressed as the total number of migrated cells per section (Fig. 5B). While a tendency for an increased number 

of migrated cells per section as a function of time was noted for both the seeded hASCs condition (mean values of 

11, 12 and 8 at day 3, 7 and 28, respectively) and the seeded hASCs + loaded PMBs condition (mean values of 9, 

22 and 12 at day 3, 7 and 28, respectively), there was no significant difference between the groups at the same 

time point. The maximum migration distance from the endplate toward the NP, highlighted in yellow dotted arrows 

on Fig. 5A, was measured and results are presented on Fig. 5C as the mean value of 3 measurements for each 

donor (D, E and G). While human ASCs migrated a distance of 3-4 mm at day 3 and day 7, whether loaded PMBs 

where injected or not, a significant increase in the maximum migration distance was observed at day 28 in the 

loaded PMBs condition, as compared to the seeded hASCs condition (7·48 ± 0·42 mm vs 2·67 mm ± 0·66 mm for 

donor D, 4·78 mm ± 0·13 mm vs 5·87 mm ± 0·20 mm for donor E and 5·07 mm ± 0·41 mm vs 2·02 mm ± 0·38 

mm for donor G, respectively). These data demonstrate that loaded PMBs didn’t significantly impact the number of 

migrated cells but significantly increased their migration distance within the disc tissue.  

Extracellular matrix histological analysis of ex vivo IVDs 

To evaluate the anabolic effects of the seeded human ASCs and the injected loaded PMBs on the NP extracellular 

matrix, histological Alcian blue (AB), HES and Masson’s trichrome staining were performed on sections of all levels 

of each condition, and at each time point (day 3, day 7 and day 28). Representative coronal sections show the 

3 anatomical IVD regions of IVD (CEPs on the top and bottom, the NP in the centre surrounding by the AF) (Fig. 6). 
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While alcian blue intensity decreased overtime in the intact group (Fig. 6A), a slightly more intense blue staining 

was observed at day 7 and day 28 in all experimental groups (hASCs, loaded PMBs and hASCs + loaded PMBs 

conditions), particularly in the hASCs + loaded PMBs group, suggesting an ECM with higher GAG content. Injected 

PMBs, composed of negatively charged polysaccharide network, were identified as blue dots within the NP tissue 

at each time points, indicating that PMBs withstood the hostile microenvironment of the degenerated IVD throughout 

the ex vivo culture (Fig. 6B, day 28). No similar blue dots were observed on sections of groups not injected with 

PMBs at any time point. It is worth noting that in the hASCs + PMBs condition, injected PMBs appear surrounded 

by some loose blue stained tissue at day 7 (data not shown) and day 28, (Fig. 6B). Regarding the NP cellularity, a 

qualitative analysis of HES stained NP sections of all groups revealed a higher cell density for groups seeded with 

hASCs, injected with PMBs or not, as compared to NP sections of groups where no hASCS were seeded (intact 

and PMBs conditions), at day 7 and day 28 (Fig. 6C).  

Collagen and aggrecan expression in ex vivo IVDs 

Immunostaining of ECM molecules was performed on cryosections of several levels of each condition, and at each 

time point (day 3, day 7 and day 28).  Intense collagen type I immunohistostaining was observed in vertebral bodies 

and AF areas of IVD sections of all groups and at each time point (not shown). Collagen type II was observed on 

whole IVD sections, mainly as a diffuse matrix staining for all conditions and at each time point, with a slight increase 

of the staining intensity at day 28 for groups seeded with hASCs, injected with PMBs or not, as compared to NP 

sections of groups where no hASCS were seeded (intact and PMBs conditions) (Fig. 7, top row). On high 

magnification images, cytoplasmic expression of type II collagen was observed in cells of the transitional zone (TZ) 

between the CEPs and the NP and, as well as in cells of the NP area (Fig. 7, 2nd and 3rd rows). Similarly, a diffuse 

aggrecan staining was observed for all conditions and at each time point, with a slight increase of the staining 

intensity at day 28 for groups seeded with hASCs, injected with PMBs or not, as compared to NP sections of groups 

where no hASCS were seeded (intact and PMBs conditions)(Fig. 7, bottom row). In addition, an intracellular 

staining was observed for all groups, except for the intact group, with aggrecan positive cells mainly localized in 

the TZ area (not shown), while some aggrecan positive cells were also observed in the NP.  

Tie2 positive cells in an ex vivo IVDs 

To further analyse the presence and localization of progenitor cells in the ex vivo IVDs, immunohistostaining for a 

progenitor cell marker, the angiopoietin-1 receptor (Tie2), was conducted. Surprisingly, numerous Tie2 positive 

cells were observed in all spontaneously degenerated IVD sections, for all groups and time points (Fig.8). After 3 

days of ex vivo culture, Tie2 positive cells were found in both TZ and NP areas. In groups where no hASCS were 

seeded (intact and PMBs conditions), we observed a fast decrease of the density of Tie2 positive cells with ex vivo 

culture time, with only very few positive cells in the NP at day 7 and day 28. For the group seeded with hASCs but 

not injected with PMBs, a moderate decrease overtime was also noted, with some Tie2 positive cells identified in 

both TZ and NP areas after 7 and 28 days of ex vivo culture. On the contrary, in the group seeded with hASCs then 

injected with loaded PMBs, numerous Tie2 positive cells were evidenced at each time point, especially in the NP 

area.  
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DISCUSSION 

The present work aims to develop an injectable sequential release system of chemokine and growth factors in order 

to stimulate endogenous repair in a degenerated IVD. The sequential release steps are essential to: i) recruit 

endogenous stem/progenitors cells toward the degenerated NP, then ii) locally stimulate these migrated cells in 

order to synthetize a healthy extracellular matrix rich in aggrecan and type II collagen. 

Endogenous disc stem/progenitor cells have recently been discovered and characterized, paving the way to new 

regenerative strategies, while overcoming the difficulties often associated with cell therapy. Indeed, cell leakage 

and death following injection into the NP, as well as osteophytes formation, are partly due to the fact that injected 

cells are not adapted to the disc microenvironment [13,21,23,62]. On the contrary, disc stem/progenitor cells have 

been identified in all three IVD compartments (CEP, NP and AF), as well as in vertebral bodies [28,37,63]. Migration 

routes within the IVD, more precisely pathways connecting the cartilaginous endplates to the centre of the NP, have 

been hypothesized and subsequently studied [64,65]. Disc stem/progenitor cells exhibit phenotypic similarities and 

higher osteogenic and chondrogenic differentiation capabilities than bone marrow derived mesenchymal stem cells 

(BM-MSCs) [24,26]. Interestingly, disc stem/progenitor cells originated from CEP show higher migration abilities 

and superior chondrogenic regeneration [29,66,67]. As such, the recruitment of disc stem/progenitor cells from 

CEPs toward NP seems a very promising endogenous repair strategy.  

Understanding the mechanisms of IVD degeneration as well as the failure of repair processes could be the key to 

the design of an effective disc regeneration strategy. Indeed, IVD spontaneous endogenous repair might not be as 

effective as expected in preventing degeneration [10]. All three major events in IVD degeneration, i.e inflammation 

and catabolic cascades, progressive loss of cells and decline in cellular functions and anabolic activities, should be 

considered in order to implement a robust and sequential repair strategy [68]. A such, therapeutic strategies should 

address these three events, with the aim of decreasing the catabolic and inflammatory activities to improve the 

hostile degenerated IVD microenvironment, then repopulating the partially healed NP tissue, and finally restoring 

the anabolic activities, and all this with a single intradiscal injection [11,12,47]. However, a chemokine/growth 

factors delivery approach may still be sufficient to counteract a moderate inflammation, notably with TGF-β 
contributing to maintain the expression levels of connective tissue growth factor (CCN2), which decreases the up-

regulation of MMPs and ADAMTS by inhibition of the IL-1β [69–71]. This present work is therefore based on a 2-

step sequential strategy that could take place in a moderately degenerated IVD with restrained inflammatory, 

catabolic activities, and available disc stem/progenitor cells, described as decreasing with age [30,72].  

Herein, to develop such a 2-step sequential strategy, we selected the chemokine CCL5 to recruit disc 

stem/progenitor cells from the periphery of IVD toward NP, and the growth factors TGF-β1 and GDF-5 to orientate 

and stimulate migrated disc stem/progenitor cells to synthetize a nucleopulpogenic ECM. To perform a single 

injection treatment, we combined them with pullulans microbeads (PMBs) and therefore, hypothesized that these 

loaded PMBs would provide appropriate release and biological properties. We analysed the adsorption and release 

profiles of chemokine CCL5 from PMBs, using the same initial concentrations (1, 2 and 4 µg/mL) than those used 

in our previous study with growth factors (TGF-β1 and GDF-5) and PMBs [49]. In a similar manner, we 
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demonstrated an adsorption efficiency of 100% and a sustained release profile for CCL5, with 99% released at 21 

days for the initial loading concentration of 4 µg/ml. Although CCL5 fast release fits the required profile for cell 

recruitment in step 1, the previously reported growth factor release ( 27% for TGF-β1 and 100% for GDF-5) [49] 

may be too fast to achieve the production of an ECM with appropriate biomechanical properties. Whether such a 

drug delivery system may allow migrated progenitors to fully differentiate into the nucleopulpogenic pathway 

remains of particular interest and will deserve to be further analysed. Association of microparticles or microbeads 

to a macro-hydrogel could slow down the release of biological factors and potentially favour the ideal sequential 

release profile [68]. This delayed effect has notably been reported for TGF-β1/PMBs and GDF-5/PMBs dispersed 

in a cellulose-based hydrogel [49]. A polymer of choice could be hyaluronic acid, one of the main component of the 

NP ECM, that has been used as a thermoreversible hydrogel for delivering another chemokine, CXCL12 

(Chemokine (CXC) ligand factor 12, also named stromal derived factor-1, SDF-1 [54–56].   

Regarding the CCL5 chemoattractant activity, the trend of an increased cell migration overtime obtained with 

CCL5/PMBs, as compared to unloaded PMBs and free chemokines, confirmed that the protection provided by the 

biomaterial is a fundamental aspect to ensure a sustained biological effect. This is in line with the maintained 

biological activity of TGF-β1 and GDF-5 after release from PMBs, i.e. ability to phosphorylate the SMAD (2/3 and 

1/5/8) pathways of hASCs, that was demonstrated previously [49]. As reported in the literature, we observed an 

expected important donor-to-donor variability when analysing the chemotaxis results. This is in agreement with a 

study that addressed the effect of donor’s age on cell migration and showed that human BM-MSC isolated from 

young donors present a significantly higher migration capacity in a bovine ex vivo model, when compared to cells 

from older donors [54]. To overcome this variability, we increased the number of in vitro experiments with different 

donors and confirmed that a significant migration increase was achieved with released CCL5 for three human 

donors out of four, with similar profiles obtained for all human donors.  

Ex vivo IVD culture organ models have been recently developed by several research teams in order to evaluate 

disc stem/progenitor cells migration routes. We first validated our culture conditions, based on protocols developed 

by the AO Foundation [61], using lumbar IVDs isolated from young sheep. Histological and cell metabolism data 

collectively show that we have for the first time successfully implemented an ex vivo culture model of lumbar ovine 

IVD for at least 3 weeks and that could be used to monitor the effects of intradiscally injected biologics. We then 

implemented a degenerative model to study the chemoattractant potential of our sequential release system. 

Previous studies were performed in caudal IVDs that were isolated from calves, then submitted to a nucleotomy to 

degenerate the initially healthy tissue [61]. However, this induced microenvironment mimicking a degenerative 

tissue is far from a naturally damaged IVD. As such, we aimed to use a spontaneously degenerated 

microenvironment and we selected sheep IVDs, known to present spontaneous IVD degeneration occurring with 

ages as a more relevant animal model [73,74]. Testing of CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs and GDF-5/PMBs was then 

performed in age-dependent spontaneous degenerative model using lumbar IVDs harvested from 3 to 7-year-old 

sheep. While spontaneous disc degeneration models are highly relevant to a clinical situation, they also present 

several drawbacks as compared to the induced degeneration models. In addition to the inherent inter-discal 
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variability within one animal, this is an uncontrolled and less repeatable model, mostly due to the significant inter-

donor variability of the disc degeneration In addition, the model turned out to be technically challenging, with the 

presence of osteophytes that hampered the cryosectioning step of decalcified samples. Nonetheless, this 

spontaneous model of IVD degeneration in a large animal model is a considerable asset for performing an ex vivo 

proof of concept of a novel therapeutic approach. To our knowledge, this is the first study to report an ex vivo model 

of naturally degenerated IVD.  

Using this ex vivo spontaneously degenerated IVD model, we evidenced a trend of increasing migrated hASCs 

number and a significant increase in hASCs migration distance when using CCL5/TGF-β1/GDF-5 PMBs sequential 

release system. We also evidenced a spontaneous cell migration, in agreement with what has been reported in ex 

vivo caudal bovine IVDs, probably due to chemokines secreted by the degenerated disc cells, notably CCL5  

[32,33]. Another study performed in an ex vivo nucleotomized bovine IVD showed that, while injected soluble SDF-

1 had no chemoattractant activity, suggesting that the soluble protein might be prone to degradation in the tissue, 

hyaluronan-poly(N-isopropylacrylamide) (HAP) hydrogels exhibited a maximum release of SDF-1 at 24h. In 

addition, a significant increase in the proportion of recruited human BM-MSCs from the CEP toward the NP was 

evidenced after 48 hours [54]. It is worth noting that several ex vivo studies were performed using bioreactors where 

IVD tissues were submitted to a “high frequency loading (10 Hz) to induce degeneration [32,33]. In these conditions, 

secretion of CCL5 by the degenerated disc cells was enhanced and resulted in a chemotactic effect on human 

MSCs. Since we used sheep IVDs exhibiting an age-related degeneration, implementation of a bioreactor using a 

“physiological loading” at low frequency (0.2 Hz) could be performed to investigate cell recruitment.  

The progenitor cell marker, Tie2, has already been described in mouse, canine, bovine and human NP [30,75,76]. 

These studies demonstrated that Tie2 positive cells isolated from NP tissue could differentiate in the mesenchymal 

lineage, as contrary to Tie2 negative cells [75]. For the first time, we report the presence of Tie2 positive cells in 

ovine IVDs. The fast disappearance of Tie2 positive cells in ovine degenerated IVDs that were cultured for 7 days 

or 28 days (intact groups) is in accordance with the reported decrease with age and degeneration of Tie2 progenitor 

cells in murine and human NP [30]. Interestingly, an increased NP cellularity was observed in the condition where 

hASCs were seeded on the top endplate, as compared to the control group. While low cell proliferation has been 

reported in both healthy and herniated human IVDs [77,78], a stimulation of NP cell proliferation has been described 

when IVDs were injured by nucleotomy. Moreover, the injection of loaded PMBs resulted in the preservation of the 

Tie2 positive cells in the NP tissue overtime, as compared to day 0. These results suggest that the combination of 

CCL5/TGF-β1/GDF-5 PMBs could have either enhanced the migration of hASCs from the CEP toward the NP, 

stimulated the migration of endogenous progenitor cells from the CEP toward the NP or enhanced the expression 

of Tie2 marker in resident NP cells. Interestingly, studies reported that hASCs promote the Tie2 marker expression 

by progenitor cells [79,80]. Human anti-mitochondrial immunolabelling has not been successful and we are currently 

investigating another way to label human cells in order to confirm these hypotheses. 

In this study, we selected hASCs to mimic the IVD stem/progenitor cells, but also for their demonstrated ability to 

differentiate into NP-like cells when cultured with TGF-β1 and GDF-5 [46]. We can speculate that migrated hASC 
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from the CEP were able to attenuate IVD degeneration through ECM remodelling and synthesis of a healthy NP 

ECM. As such, increasing the recruitment of disc stem/progenitor cells toward a degenerated NP could increase 

ECM remodelling, enhancing the tissue regenerative potential. It will be interesting to explore the mechanisms by 

which cells invade the IVD tissue. ECM degradation by MMPs secreted by degenerative cells has been 

hypothesized, with up-regulation of MMP13 and MMP7 demonstrated in an ex vivo bovine IVD model cultured in 

degenerative conditions [32]. 

The next step of the study will be to perform an in vivo proof of concept in sheep with degenerated IVDs presenting 

Pfirrmann scores between 2 and 3, in order to confirm the regeneration potential of this chemokines/growth factors 

sequential delivery system. Intradiscal injectability in delicate and hard-to-reach IVD tissue should be considered. 

Injectability through a 23G needle have been demonstrated for PMBs alone and PMBs dispersed within a macro-

hydrogel [49]. The trans-annular injection is the most commonly studied, and used in ongoing clinical studies. It is 

worth noting that the transpedicular approach has been recently described as an alternative route, but long-term 

effect on the endplate integrity has not been evaluated yet and some induced degeneration signs have been 

reported [81].  

 

CONCLUSION 

This study demonstrates that pullulan microbeads (PMBs) constitute a suitable micro-carrier for CCL5 chemokine 

and TGF-β1 / GDF-5 growth factors, allowing their sequential and sustained release and maintenance of their 

biological activity, i.e. in vitro ability to enhance cell migration, as well as ability to activate Smad pathway [49]. We 

also demonstrated that this sequential release system significantly increased the migration distance of human ASCs 

toward the NP, in a newly described ex vivo degenerated ovine IVD model. In addition, overall NP cellularity, 

collagen type II and aggrecan staining intensity and Tie2 positive progenitor cells density in the NP were increased 

at day 28, as compared to control groups. The results presented here constitute a proof of concept that PMBs 

loaded with CCL5/TGF-β1/GDF-5 constitute an innovative sequential release system for endogenous IVD 

regeneration.  
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Figure 1. CCL5 chemokines adsorption and release kinetics from Pullulan MicroBeads (PMBs). PMBs were 

loaded by incubation in CCL5 (1, 2 or 4 µg/mL in PBS) and kept at 4°C under stirring rotation for 24 hours. In one 

experiment, loaded PMBs were fixed with PFA and immunolabelled with anti-CCL5 antibody, followed by secondary 

antibodies conjugated to Alexa Fluor fluorophores (577nm). Chemokines were observed at the surface of PMBs by 

confocal fluorescence microscopy (scale bar 100 µm). In another experiment, chemokine release from loaded 

PMBs was performed in 500 µL of PBS/1% w/v BSA at 37°C under stirring rotation, for 21 days. At specific time 

points, supernatants were retrieved and analysed with ELISA for CCL5. Results are expressed as the cumulative 

amount of released CCL5, as a function of time. Experiments were performed in triplicate and results are expressed 

as mean value ± SD. Abbreviations: CCL5: Chemokine (C-C motif) ligand 5; PFA: paraformaldehyde. 
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Figure 2. In vitro bioactivity of CCL5 on human ASCs migration. (a) Migratory effect of CCL5 on human ASCs. In vitro migration of human ASCs treated with CCL5 (250 

ng/mL in DMEM/0.1% w/v BSA), or untreated cells (DMEM/0.1% w/v BSA) for 4 hours are presented. Representative microscopic images of the lower side of inserts, showing 
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migrated cells stained with crystal violet (scale bar 100 µm). Results for 3 donors (donors A, B and C) were independently expressed in fold increase as compared to their own 

control group (untreated cells) and are presented as mean values ± SD of triplicate experiments. (b) Sustained bioactivity of CCL5. Migratory effect of free CCL5 was assessed 

on human ASCs as a function of time. Free CCL5 (4 µg/mL) all in DMEM/0.1% w/v BSA, were incubated at 37°C. At specific time points (fresh solution or suspension, 4h, 24h, 

48h, 72h and 7 days of incubation), human ASCs were seeded on Transwell inserts then a migration assay was performed for 4 hours, with cells in contact with the incubated 

free chemokines. Results are expressed in fold increase as compared to untreated cells, at each time point, pooled for all donors (donors D, E, F and G). Untreated cells were 

incubated with DMEM/0.1% w/v BSA. (c) Sustained bioactivity of CCL5 released from PMBs. Migratory effect of CCL5 released from PMBs was assessed on human ASCs as a 

function of time. CCL5/PMBs (initial loading concentration 4 µg/mL), all in DMEM/0.1% w/v BSA, were incubated at 37°C. At specific time points (fresh solution or suspension, 

4h, 24h, 48h, 72h and 7 days of incubation), human ASCs were seeded on Transwell inserts then a migration assay was performed for 4 hours, with cells in contact with incubated 

microbeads CCL5/PMBs. Cells from 4 donors (D, E, F and G) were used to assess the bioactivity of CCL5/PMBs over time. For each time point and donor, migration results are 

expressed in fold increase as compared to cells treated with unloaded PMBs at the same time point. Results are presented as mean values ± SD 4 donors (donors D, E, F and 

G), with all experiments performed in triplicate. *represents a significant difference with untreated cells, ** p<0.01, *** p<0.001, two way ANOVA, Bonferroni post-test. 

Abbreviations: CCL5: Chemokine (C-C motif) ligand 5; ASCs: Adipose Stem Cells; BSA: Bovine Serum Albumin; PMBs: Pullulan Microbeads. 
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Figure 3. Long-term ex vivo culture of ovine IVDs. (a) Lumbar IVDs (16) were harvested from young sheep, with spine MRI performed immediately post-mortem (Pfirrmann 

grade 1). IVDs were cultured for up to 21 days, cryo-sectioned and histologically stained with alcian blue (AB) and haematoxylin/eosin/saffron (HES) to analyse ECM content and 

cell density over time (scale bar 10 mm for the whole IVD section and 2.5 mm for high magnification). (b) IVDs (n=8) were injected with unloaded PMBs (0.8 % w/w in PBS), 

cryo-sectioned and histologically stained (scale bar 10 mm for the whole IVD section and 2.5 mm for high magnification). Injected PMB observed within the NP tissue at day 0 

and day 21 are evidenced with black arrows. (c) Boos score was measured on histologically stained sections of intact (non-injected; n=8 with 2 discs used per time point) and 

injected IVDs (n=8 with 2 discs used per time point). (d) Cell metabolism in the NP and AF was evaluated with an LDH/EtH assay. Results were expressed as a percentage of 

the number of metabolically active cells (labelled by LDH) to the total number of cells. Experiments were performed on two IVDs per time point for each condition (non-injected 

and injected). Abbreviations: IVD: Intervertebral Disc; AB: Alcian Blue; HES: Haematoxylin Eosin Saffron; NP: Nucleus Pulposus; PMBs: Pullulan Microbeads, LDH: Lactate 

Deshydrogenase; EtH: Ethidium Homodimer. 
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Figure 4. Schematic representation of the experimental design for studying cell migration and disc regeneration. An ex vivo organ culture model was performed by using 

aged-related degenerated ovine IVDs. Four conditions were evaluated, with 9 intact IVD controls (intact group), 9 IVDs seeded with VybrantTM Dil labeled human ASCs (hASCs 

group), 9 IVDs injected with CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs and GDF-5/PMBs (loaded PMBs group) and 9 IVDs seeded with VybrantTM Dil labelled human ASCs then injected with 

CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs and GDF-5/PMBs (hASCs + loaded PMBs group). At each time point (3, 7 and 28 days of culture), IVDs were fixed with PFA 4% then frozen 

sectioned coronally (7 µm). IVDs non-seeded were cut on 2 levels and IVDs seeded with cells were cut on 5 levels, with 40 sections per level for all IVDs. For migration evaluation, 

red fluorescent cells were observed using a Nanozoomer® slide scanner. For ECM analysis, slides were histological stained (alcian blue, haematoxylin/eosin/saffron and 

Masson’s trichrome) and immunohistochemical labelled (type I collagen, type II collagen, aggrecan and Tie2). Abbreviations: ASC: Adipose Stem Cells; IVD: intervertebral disc; 

PMBs: Pullulan Microbeads; CCL5: Chemokine (C-C motif) ligand 5; TGF-β1: Transforming Growth Factor-β1; GDF-5: Growth Differentiation Factor 5; ECM: extracellular matrix; 

PFA: paraformaldehyde. 
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Figure 5. Cell migration in spontaneously degenerated ex vivo ovine IVDs. IVDs (n=36) were isolated from 6 sheep (3-7 years old) presenting moderate lumbar degeneration 

(Pfirrmann grade 2 or 3). Top cartilaginous endplates were seeded with human ASCs (n=9 discs, donors D, E and G), freshly labelled with VybrantTM Dil, and loaded PMBs with 

CCL5, TGF-β1 and GDF-5 (0.8 % w/w in PBS) were injected via a trans-annular injection in the NP at day 0. Control discs were either only injected with PMBs (n=9 discs), only 

seeded with human ASCs (n=9 discs), or 9 others kept intact (n=9 discs). After 3, 7 or 28 days of culture, IVDs were fixed with PFA 4% then coronally frozen sectioned (7 µm). 

To evaluate cellular migration, red fluorescent cells were observed using a Nanozoomer® slide scanner. (a) Representative fluorescent images of IVD frozen sections at 3 and 

28 days. High magnification inserts highlight the migrated red fluorescent cells observed at the greatest distance from their seeding point, with dotted arrows indicating the 

distance covered by the cells (scale bars: low magnification 5 mm, high magnification 250 µm). (b) Migrated cells identified in the NP were counted using Image J software. 

Results are presented as the mean value of the number of migrated cells per section, with 5 sections (each separated from 500 µm) analysed per disc and per time point. Values 

from 3 donors are represented. (c) Maximum migration distance from the endplate (highlighted with a yellow line) toward the NP was measured using NDPScan software. For 

each section, time point and donor, results are presented as the mean value of 3 measurements performed on one section. Abbreviations: ASCs: Adipose Stem Cells; IVD: 

intervertebral disc; PMBs: Pullulan Microbeads; CCL5: Chemokine (C-C motif) ligand 5; TGF-β1: Transforming Growth Factor-β1; GDF-5: Growth Differentiation Factor 5; ECM: 

extracellular matrix; PFA: paraformaldehyde. 
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Figure 6: Histological analysis of spontaneously degenerated ex vivo ovine IVDs. Lumbar IVDs (n=36) were harvested from 6 sheep (3-7 years old) presenting moderate 

lumbar degeneration (Pfirrmann grade 2 or 3). Top cartilaginous endplates were seeded with human ASCs (n=9 discs, donors D, E and G), freshly labelled with VybrantTM Dil, 

and loaded PMBs with CCL5, TGF-β1 and GDF-5 (0.8 % w/w in PBS) were injected via a trans-annular injection in the NP at day 0. Control discs were either only injected with 

PMBs (n=9 discs), only seeded with human ASCs (n=9 discs), or 9 others kept intact (n=9 discs). Following 3, 7 or 28 days of culture, IVDs were fixed with PFA 4% then coronally 

frozen sectioned (7 µm), then histologically stained with alcian blue (AB) and haematoxylin/eosin/saffron (HES) to analyse the ECM content and cell density, respectively, (a) 

Representative whole IVD sections stained with AB (scale bar 2.5mm). (b) High magnification of AB stained sections with negatively charged PMBs identified as blue dots within 

the NP tissue at day 28 (scale bar: 500 µm). (c) High magnification HES stained sections, with cells labelled with black arrows (scale bar 50µm). Abbreviations: IVD: Intervertebral 

Disc; PMBs: ASCs: Adipose Stem Cells; Pullulan Microbeads; CCL5: Chemokine (C-C motif) ligand 5; TGF-β1, Transforming Growth Factor-β1; GDF-5, Growth Differentiation 

Factor 5; NP: Nucleus Pulposus; PFA: paraformaldehyde; AB: Alcian Blue; HES: Haematoxylin Eosin Saffron; ECM: extracellular matrix. 
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Figure 7. Collagen and aggrecan immunostaining in aged-related degenerated ex vivo ovine IVDs. Lumbar IVDs (n=36) were harvested from 6 sheep (3-7 years old) 

presenting moderate lumbar degeneration (Pfirrmann grade 2 or 3). Top cartilaginous endplates were seeded with human ASCs (n=9 discs, donors D, E and G), freshly labelled 

with VybrantTM Dil, and loaded PMBs with CCL5, TGF-β1 and GDF-5 (0.8 % w/w in PBS) were injected via a trans-annular injection in the NP at day 0. Control discs were either 

only injected with PMBs (n=9 discs), only seeded with human ASCs (n=9 discs), or 9 others kept intact (n=9 discs). After 3, 7 or 28 days of culture, IVDs were fixed with PFA 4%, 

cryo-sectioned coronally (7 µm), then immunohistologically labelled with type II collagen and aggrecan antibodies. Representative whole IVD sections (day 28) immunolabelled 

for type II collagen (top row, scale bar 2.5 mm), with high magnifications of TZ (scale bar 50 µm) and NP regions (scale bar 250 µm). Representative low (top row, scale bar 250 

µm) and high magnification NP sections (scale bar 50 µm) (day 28) immunolabelled for aggrecan. Abbreviations: IVD: Intervertebral Disc; PMBs: ASCs: Adipose Stem Cells; 

Pullulan Microbeads; NP: Nucleus Pulposus; TZ: transitional zone; PFA: paraformaldehyde; ECM: extracellular matrix. 
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Figure 8. Tie2+ cells immunostaining in in aged-related degenerated ex vivo ovine IVDs. Lumbar IVDs (n=36) were harvested from 6 sheep (3-7 years old) presenting 

moderate lumbar degeneration (Pfirrmann grade 2 or 3). Top cartilaginous endplates were seeded with human ASCs (n=9 discs, donors D, E and G), freshly labelled with 

VybrantTM Dil, and loaded PMBs with CCL5, TGF-β1 and GDF-5 (0.8 % w/w in PBS) were injected via a trans-annular injection in the NP at day 0. Control discs were either only 

injected with PMBs (n=9 discs), only seeded with human ASCs (n=9 discs), or 9 others kept intact (n=9 discs). After 3, 7 or 28 days of culture, IVDs were fixed with PFA 4%, 

cryo-sectioned coronally (7 µm), then immunohistologically labelled with Tie2 antibodies. Representative images of the transitional zone between CEPs and NP (TZ, scale bar 
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100 µm) and the central NP region (NP, scale bar 50µm) within the same IVD section, for each group at day 3, 7 and 28. Abbreviations: IVD: Intervertebral Disc; PMBs: ASCs: 

Adipose Stem Cells; Pullulan Microbeads; TZ: transitional zone; NP: Nucleus Pulposus; PFA: paraformaldehyde; ECM: extracellular matrix. 
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Figure S1. Representative MRIs of ovine spines used for the spontaneous IVD degeneration ex vivo model. 

 

  



38 
 

Table S1: Human donor information.  

Donor Age Sex Experiments 

A 42 Femme In vitro migration analysis 

B 57 Femme In vitro migration analysis 

C 64 Femme In vitro migration analysis 

D 51 Femme In vitro migration analysis, ex vivo model 

E 45 Femme In vitro migration analysis, ex vivo model 

F 33 Femme In vitro migration analysis 

G 45 Femme In vitro migration, ex vivo model 
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La dégénérescence discale est responsable de 40% des cas de lombalgies chroniques, et 

constitue un véritable problème de santé publique avec une prise en charge couteuse et des 

arrêts de travail fréquents chez les patients. Les traitements actuels des lombalgies 

discogéniques restent centrés sur le soulagement des douleurs ressenties par les patients et 

non pas sur la restauration structurelle et fonctionnelle du tissu discal. Malgré une efficacité 

à court terme, les approches pharmacologiques et chirurgicales actuelles présentent des 

limites non négligeables dues aux effets secondaires des molécules pharmacologiques 

administrées au long court ou encore au caractère invasif des interventions chirurgicales. De 

plus, ces dernières peuvent entrainer des risques de dégénérescence des étages discaux 

adjacents. Avec l’amélioration ces dernières années des connaissances relatives à la 

physiologie et physiopathologie discale, la communauté scientifique se tourne désormais 

davantage vers de nouvelles stratégies à visée non plus seulement symptomatique, mais 

également régénératrice, afin de réparer le tissu dans son intégrité. Ces thérapies innovantes 

se basent sur des approches cellulaire, moléculaire ou encore génique pouvant être 

combinées ou non à un biomatériau. L’association à un biomatériau représente un avantage 

certain afin de protéger les cellules, la protéine ou le gène thérapeutique lors de l’injection 

mais également pour sa survie in vivo dans un environnement aussi hostile que celui du DIV 

dégénéré. De nombreuses approches d’ingénierie tissulaire font aujourd’hui l’objet d’études 

en vue d’une régénérescence discale. Le Noyau pulpeux, élément central du DIV, est 

généralement le premier touché lors d’une DDL. Il subit alors des atteintes qualitatives et 

quantitatives au niveau cellulaire et matriciel, engendrant une perte de ses propriétés 

mécaniques, pouvant se répercuter par la suite au niveau de l’Anneau fibreux qui l’entoure. 

Ainsi, l’idée de restaurer ce NP à des stades de DDL précoce et modérée apparait comme une 

stratégie prometteuse. Ainsi, une re-cellularisation de celui-ci, suivis d’une synthèse de MEC 

saine, permettrait le rétablissement des capacités de résistance aux contraintes mécaniques 

grâce à la restauration des activités biologiques du DIV. Par conséquent, la thérapie cellulaire 

a été largement étudiée ces dernières années, avec l’espoir qu’une injection intradiscale de 

CSM exogènes, associées ou non à des facteurs biologiques mais également éventuellement 

à un biomatériau, permettrait de relancer la machinerie anabolique, stopper les cascades 

cataboliques et ainsi diminuer voire même stopper la progression de la dégénérescence. 

Malgré les résultats encourageants de ces approches, celles-ci peinent à trouver leur place 

dans l’arsenal thérapeutique proposé aux patients. Ceci en raison notamment de certaines 
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limites qui leurs sont associées. Effectivement, l’injection in situ de cellules exogènes est 

associée à des contraintes techniques et réglementaires non négligeables, du fait des 

nécessités de culture in vitro préalable à l’injection. Associée à ces inconvénients, la faible 

survie des cellules injectées au sein du microenvironnement discal hostile limite leurs effets 

thérapeutiques. L’injection d’une quantité importante de cellules par rapport à la cellularité 

initiale du NP sain est ainsi nécessaire. Une fuite par reflux post-injection représente 

également un inconvénient pouvant amener à la formation d’ostéophytes (Vadalà et al. 2012).   

Ces dernières années, la découverte de cellules souches / progénitrices existantes au sein du 

tissu discal sain et dégénéré de plusieurs mammifères (lapin, souris, rat, cochon) et chez 

l’humain, ouvre la voie à de nouvelles stratégies de régénérescence endogène du DIV (H. 

Henriksson et al. 2009; Brisby et al. 2013). Ces approches thérapeutiques innovantes 

permettraient alors de s’affranchir des limites liées à l’apport de cellules souches exogènes en 

utilisant les cellules souches / progénitrices endogènes déjà présentes au sein du tissu et donc 

adaptées au microenvironnement complexe du DIV (hypoxie, faible apport en nutriments, 

forte pression osmotique).  Depuis leur découverte, ces cellules souches discales ont été 

caractérisées et leurs similitudes phénotypiques avec des cellules souches de type 

mésenchymateuses ont été reportées (Risbud et al. 2007; Blanco et al. 2010). De manière 

intéressante, ces cellules souches discales sont retrouvées dans les différentes régions du DIV 

(PC, AF et NP). A la suite de cette constatation, l’hypothèse de leur capacité de migration au 

sein du tissu discal depuis des niches de cellules souches localisées au niveau des PC et à la 

périphérie du DIV a été émise (H. B. Henriksson et al. 2012). Par ailleurs, des études 

comparatives ont démontré que ces cellules souches discales présentaient des propriétés 

différentes de migration selon leurs localisations (PC, AF ou NP). Ainsi, les cellules souches des 

PC ont des capacités de migration supérieures, par rapport aux autres cellules souches discales 

(AF et NP). De plus, d’autres études ont quant à elles, décrit une surexpression de chimiokines 

dans des modèles ex vivo de DIV mis en conditions dégénératives (faible apport nutritif 

combiné à des contraintes mécaniques intenses et fréquentes). L’ensemble de ces données 

permet alors de renforcer l’hypothèse d’une potentielle migration cellulaire au sein du DIV (H. 

Wang et al. 2016; S. Liu et al. 2017; C. Liu et al. 2014; G. Pattappa et al. 2014).  En parallèle, la 

présence de cellules progénitrices Tie2 positives au niveau des NP de DIV humains et de souris 

a également été décrite. Leur densité diminuerait néanmoins au cours du vieillissement et de 

la dégénérescence discale (Sakai et al. 2012). L’ensemble de ces éléments suggère ainsi 
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l’existence de processus de réparation naturelle se déroulant au sein du DIV, mais qui restent 

néanmoins insuffisants pour induire une régénérescence complète du tissu et contrer au long 

terme les mécanismes de dégénérescence discale (Ma et al. 2018).  

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon projet de thèse, avec pour objectif principal de 

stimuler une réparation endogène du DIV tout en évitant l’apport de cellules exogènes. Le 

challenge principal de ce type d’approches innovantes relève donc de la nécessité de recruter 

les cellules souches discales des PC (où elles sont le plus abondantes), vers le NP dégénéré 

(structure centrale et particulièrement décellularisé au cours d’une DD). Ce recrutement 

cellulaire permettrait alors de repeupler le NP. Il semble ensuite nécessaire de stimuler 

localement les activités anaboliques des cellules recrutées pour guider la synthèse d’une 

nouvelle MEC saine. Comme précédemment décrit, la dégénérescence discale entraine un 

dérèglement complexe de la balance anabolisme/catabolisme impliquant une multitude 

d’éléments inflammatoires, pro-cataboliques et apoptotiques agissant comme un cercle 

vicieux qui combine trois éléments principaux : i) inflammation et catabolisme, ii) atteintes 

cellulaires et iii) pertes des fonctions anaboliques et dégradation matricielle. Ainsi, afin de 

mettre en place une stratégie robuste de régénérescence du DIV, la prise en compte de ces 

trois éléments semble primordiale (Frapin et al. 2019). De plus la considération du stade de 

dégénérescence est un paramètre important. Afin d’agir sur ces 3 composantes principales de 

la dégénérescence discale tout en évitant la répétition des injections intradiscales, le recours 

à un système de libération séquentielle d’agents biologiques est alors obligatoire. En effet il 

semble raisonnable d’agir de manière successive sur ces mécanismes, notamment en ce qui 

concerne l’apport de cellules biologiquement actives au niveau du NP et la stimulation de leurs 

activités de synthèse, en vue d’une nouvelle matrice extracellulaire saine. La libération de 

facteurs anaboliques sans recrutement ou apport de cellules métaboliquement actives au 

préalable pourrait s’avérer insuffisante en raison de la très faible densité cellulaire d’un NP 

dégénéré et de la perte des fonctions anaboliques des cellules encore présentes. 

Dans ce travail de thèse, nous avons ainsi émis l’hypothèse qu’un système injectable de 

libération séquentielle de facteurs biologiques composé de chimiokines et de facteurs de 

croissance permettrait de stimuler et guider une réparation endogène du DIV et ainsi contrer 

les processus de dégénérescence. Cette stratégie endogène vise les cas de DD précoces et 

modérées avec une activité inflammatoire moindre et s’articule en deux temps : i) recruter les 

cellules souches discales des PC vers le NP, grâce à la libération de chimiokines, puis ii) stimuler 
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spécifiques. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes ± écart-type et réalisés en triplicat pour le GDF-5 et en duplicat 

pour le TGF-β1. Abréviations : TGF : Transforming Growth Factor ; GDF : Growth Differentiation Factor. 

L’association d’un macro-hydrogel permettrait aussi de développer un système biphasique 

auquel nous pourrions envisager d’ajouter des facteurs anti-cataboliques ou anti-

inflammatoires afin de diminuer l’inflammation locale préalablement au recrutement de 

cellules, et ainsi pouvoir améliorer leurs activités anaboliques et la restauration de 

l’homéostasie. En effet, l’action anti-catabolique du TGF-β1 par l’inhibition du TNF-α et, par 

conséquent, des MMP peut s’avérer insuffisante dans les cas les plus sévères de DD (Cassie 

M. Tran et al. 2010). Sa libération progressive, est un avantage concernant son action 

anabolique, et en vue d’une action anti-catabolique prolongée dans le temps. Cependant, le 

TGF-β1 ne permettrait pas de soigner dans un premier temps l’inflammation locale du NP 

préalablement au recrutement les cellules. Cette stratégie de réparation endogène du DIV par 

injection intradiscale des systèmes CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs cible donc des 

DD précoces et modérées. 

Cependant, les difficultés actuelles de diagnostic des DDL précoces et modérées peuvent 

également s’avérer être une limite. En effet, le diagnostic est actuellement principalement 

basé sur la description des douleurs ressenties par les patients (paramètre subjectif), suivies 

de techniques d’imageries (IRM et radiographie). Des nouvelles méthodes de diagnostic sont 

actuellement en cours d’évaluation afin de permettre une prise en charge plus rapide et 

spécialisée des patients. Ainsi, un nouvel outil d’imagerie non-invasif permettant de détecter 

des DD précoces est actuellement développé au sein du laboratoire. Ce nouvel outil a pour 

principe de réaliser des mesures objectives et directes des différents temps caractéristiques 

des séquences en pondération T1, T2 et T2* par le biais d’IRM quantitatives ou relaxométries 

(Nora Bouhsina, RMeS, INSERM U1229, 2018-2021). Cette étude est réalisée chez la brebis par 

comparaison des données de relaxométrie obtenues aux méthodes de classification de la 

dégénérescence discale classiquement utilisées (grade de Pfirrmann (Pfirrmann et al. 2001) et 

score de Boos (Boos et al. 2002)). L’objectif final est de mettre au point une technique 

d’évaluation quantitative de la DD permettant de mieux sélectionner les DIV à traiter et 

d’assurer le suivi pour évaluer l’efficacité d’un traitement.  

De plus, au regard de la localisation et de la fragilité du DIV, la répétition des injections 

intradiscales est absolument à éviter. L’association de différents agents thérapeutiques 

permettant d’agir aux différents stades de la DD, par le biais d’une unique injection 
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intradiscale, est actuellement un véritable challenge (Frapin et al. 2019). Ainsi, le 

développement de systèmes à libération séquentielle représente une option très 

intéressante. Cependant, la capacité d’injecter au sein du tissu discal constitue actuellement 

une problématique encore non-résolue. A ce jour, l’injection trans-annulaire est la voie 

d’abord la plus couramment utilisée.  Cette dernière est également pratiquée pour la mise en 

place de modèle de DD induit. Son utilisation au sein d’une stratégie de régénérescence 

interroge donc. Des études ont néanmoins démontré que les altérations induites par une 

injection trans-annulaire étaient à corréler au diamètre de l’aiguille utilisée par rapport à la 

taille du DIV traité. Ainsi, un ratio diamètre aiguille/taille du DIV, inférieur à 40% n’entrainerait 

pas de lésions dégénératives de l’AF. L’utilisation de l’injection trans-annulaire reste 

néanmoins encore sujette à discussion, notamment dans les cas de DD précoces et modérées 

(Elliott et al. 2008). Pour ces raisons, l’optimisation de cette voie d’abord semble actuellement 

primordiale afin de limiter les effets potentiellement néfastes de l’injection trans-annulaire. 

Ainsi, au laboratoire une récente thèse portant sur le développement d’un implant 

biodégradable dans les cas de hernies discales, pourrait s’avérer être une option prometteuse 

à cette fin (Maude Gluais, RMeS, INSERM UMR 1229, 2015-2018) (Gluais et al. 2019). Ces 

récents travaux, ont permis de développer un implant constitué de fibres alignées de 

polycaprolactone électrospinnées mimant les propriétés morphologiques et mécaniques de 

l’AF natif et permettant une colonisation cellulaire spontanée in vitro. L’implantation in vivo 

de ce patch au sein d’un modèle ovin présentant un défaut induit de l’AF, a permis de fournir 

un microenvironnement propice à la production de fibres de collagène. Des études in vivo au 

long terme au sein d’un modèle de hernie discal reste encore à réaliser. En attendant, 

l’utilisation d’aiguilles de 23G semble un compromis satisfaisant afin d’éviter au maximum les 

lésions dégénératives, sachant que des aiguilles de 18G sont aujourd’hui conventionnellement 

utilisées en clinique humaine.  

Une fois le système injecté, puis les facteurs libérés, ceux-ci doivent alors permettre le 

recrutement des cellules souches discales puis la stimulation de leurs activités anaboliques et 

la synthèse d’une MEC saine. Ainsi, la bioactivité de ce système a été étudiée in vitro, par 

analyse des capacités de migration cellulaire des PMBs chargées en chimiokines, puis par 

évaluation des propriétés anaboliques des PMBs chargées en facteurs de croissance. 

Premièrement, concernant les études de migration cellulaire in vitro, nous avons évalué les 

capacités de recrutement du CXCL12 et du CCL5 sur des CSM issues de tissu adipeux d’origine 
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Des contrôles de migration réalisés en absence de chimiokine ont également permis 

d’observer une migration spontanée des CSA humaines in vitro au sein des inserts de 

Transwell. Puis, les analyses de migration in vitro ont mis en évidence une tendance à 

l’augmentation de la migration spontanée des CSA humaines par le CXCL12 pour les 2 

donneurs testés (A et C) sur 3 (A, B et C). Tandis qu’une augmentation significative par le CCL5 

a été mise en évidence pour 2 donneurs testés (A et C) sur 3 (A, B et C). De plus, il a été mis 

en évidence chez un donneur (C) une augmentation significative de la migration des CSA 

humaines par stimulation avec la chimiokine CCL5 par rapport à la chimiokine CXCL12 (Figure 

22.A). Dès ces premières expérimentations une importante variabilité inter-donneurs a été 

observée, conforme aux descriptions préalables de la littérature (Pereira et al. 2014). Nous 

avons ensuite exploré le maintien de leur effet de migration dans le temps, et avons observé 

une diminution notable de leur efficacité de migration, dès 4h d’incubation (Figure 22.B). Ces 

observations suggèrent alors que les chimiokines CXCL12 et CCL5 sont rapidement dégradées 

à 37°C en solution, ou bien que celles-ci deviennent inactives après un court temps 

d’incubation. En parallèle de ces analyses, nous avons évalué de manière similaire les 

capacités de migration de PMBs chargées en CXCL12 ou CCL5 (800 000 PMBs, 4µg/ml), afin 

d’évaluer la bioactivité de ces systèmes. Une augmentation progressive de la migration a été 

obtenue pour le système CCL5/PMBs avec une augmentation de la migration de 1,2 à 1,6 puis 

2 fois supérieure, par rapport aux cellules traitées avec des PMBs non chargées, après 

respectivement 0, 4h puis 24h d’incubation (Figure 22.B – en bas à droite). Puis une diminution 

progressive de l’effet de ce système sur la migration cellulaire est observée après 48h, 72h 

puis 7 jours d’incubation. Ces expérimentations ont été réalisées en triplicat sur 4 donneurs. 

Malgré l’absence de différence significative observée lorsque les 4 donneurs sont rassemblés 

et que la comparaison est réalisée par rapport à la moyenne des contrôles des 4 donneurs (D, 

E, F et G), des différences significatives sont observées pour les donneurs séparément (Figure 

23). Concernant le système CCL5/PMBs, 3 donneurs (D, E et F) sur 4 (D, E, F et G) ont démontré 

une augmentation significative de la quantité de cellules recrutées par rapport aux cellules 

traitées avec des PMBs non chargées (Figure 2  de l’article expérimental et Figure 23). De plus, la 

similarité des profils obtenus pour chaque donneur de CSA, concernant leurs réponses au 

système CCL5/PMBs, permet de confirmer le maintien de la stimulation de la migration 

cellulaire par le système CCL5/PMBs, in vitro sur des CSA humaines.  Par ailleurs, tout le long 

de notre étude le CXCL12 s’est avéré peu efficace à stimuler la migration des CSA humaines 
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de manière reproductible, qu’il soit libre en solution ou libéré des PMBs. En effet, les PMBs 

chargées en CXCL12 n’ont permis une augmentation significative de la migration des CSA 

humaines uniquement pour un donneur de CSA testé (E) sur 3 (D, E et F) (Figure 23). Ces 

observations peuvent être dues à la source des CSM utilisées dans cette étude. En effet, les 

études publiées évaluent principalement des CSM issues de la moelle osseuse et non pas du 

tissu adipeux.
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Nous avons également évalué in vitro l’effet des systèmes TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs sur 

la stimulation de la synthèse d’une MEC de type nucléopulpogénique (riche en agrécane et en 

collagène de type II) par des CSA humaines. Les interactions in vitro des CSA humaines 

cultivées avec des PMBs ont d'abord été analysées. Des densités différentes de CSA humaines 

(100 000, 250 000 ou 500 000) ont été mélangées à un nombre constant de PMBs (50 000, 

correspondant à des rapports de 1:2, 1:5 et 1:10), puis cultivées dans des tubes de propylène 

pendant 7 jours. L'analyse par microscopie fluorescente a démontré la formation d'agrégats 

spontanés de CSA humaines avec les PMBs dès le 1er jour de culture. Les agrégats sont restés 

stables jusqu'au 7ème jour de culture. Le rapport 1:10 qui permet la formation des agrégats les 

plus compacts (Figure 24.A) a été sélectionné pour les expérimentations suivantes. Cette 

agrégation spontanée des cellules de types CSM au contact des PMBs peut s’avérer 

intéressante in situ. En effet nous pouvons imaginer qu’une fois les cellules souches discales 

recrutées au niveau des NP, leur agrégation spontanée à la surface des PMBs pourrait 

permettre leur retenue au niveau des NP.  

L’analyse de l’impact du TGF-β1 et du GDF-5 sur des CSA humaines a d’ores et déjà fait l’objet 

d’une précédente thèse au laboratoire (Pauline Colombier, LIOAD, INSERM UMR 791, 2011-

2016). Ces précédents travaux ont démontré les effets synergiques de ces deux facteurs de 

croissance sur la différenciation de pellets de CSA humaines en pellets de cellules de type 

NPCy (Colombier et al. 2016). Dans cette étude, nous avons étudié la capacité de ces deux 

facteurs de croissance lorsqu'ils sont libérés par les PMBs à induire la synthèse d’une MEC de 

type nucléopulpogénique par les CSA humaines. Les mêmes quantités de TGF-β1 et GDF-5, 

que celles utilisées lors du protocole classique in vitro de différenciation de CSA humaines en 

NPCy, ont été adsorbées sur les PMBs (600ng de TGF-β1 et 1200ng de GDF-5). Les PMBs 

chargées en TGF-β1 et GDF-5 ont ensuite été cultivées avec des CSA humaines (ratio 1 :10, 

50 000 PMBs chargées, 500 000 CSA), pendant 28 jours, à 37°C, dans une atmosphère à 5% 

d’O2.  Nous avons également réalisé comme contrôles de ces expérimentations, des agrégats 

de cellules seules et des agrégats de cellules et PMBs non chargées, sans ou avec les facteurs 

de croissance en solution dans le milieu de culture qui est renouvelé tous les 3 jours (10ng/ml 

de TGF-β1 et 100ng/ml de GDF-5 dans 1ml de milieu) (Colombier et al. 2016). Des analyses 

histologiques ont ensuite été effectuées pour évaluer la morphologie des agrégats et la 

synthèse de MEC (Figure 24.B). Alors que la taille des agrégats formés à l'aide de PMBs non 

chargées est restée la même au fil du temps (environ 100 µm), la taille des agrégats formés à 



81 
 

l'aide des PMBs non chargées et cultivées dans un milieu contenant des facteurs de croissance 

libres est passée à environ 500 µm. Nous avons également observé une tendance similaire 

pour les agrégats formés avec les PMBs chargées en TGF-β1 et GDF-5 (Figure 23.B). Que les 

facteurs soient apportés dans le milieu tous les trois jours, à l’image du protocole classique de 

différenciation nucléopulpogénique (Colombier et al. 2016), ou qu’ils soient adsorbés sur les 

PMBs, les CSA humaines synthétisent au centre des agrégats une nouvelle MEC riche en GAG 

et collagène. L'expression de marqueurs cellulaires spécifiques des NPCy, tels que OVOS2, 

PAX1 et CD24, a été analysée par immunohistochimie. Les marquages OVOS2, PAX1 et CD24 

se sont tous trois révélés être plus prononcés dans les agrégats préparés avec des PMBs 

chargées en TGF-β1 et GDF-5 (Figure 24.B). Ces analyses ont été réalisées sur 3 donneurs de CSA 

différents (D, E et G) et la reproductibilité de ces études histologiques qualitatives ont permis 

de valider la bioactivité in vitro des systèmes TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs sur la stimulation 

de la synthèse d’une MEC de type nucléopulpogénique par des CSA humaines.  
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(A) Des CSA humaines (donneur D) et des FITC-PMBs fluorescentes ont été mélangées selon différents ratios (1:2, 1:5 et 1:10) et cultivées dans un milieu de culture dépourvu de sérum. Au 7ème 

jour de culture, les agrégats ont été perméabilisés, marqués au Hoechst et observés en microscopie confocale fluorescente (barre d'échelle : 100µm). (B) Pour l’évaluation du type de MEC 
synthétisé au centre des agrégats PMBs/CSA, un ratio de 1:10 entre les CSA humaines et les PMBs a été choisi. Les agrégats ont été cultivés pendant 28 jours dans un milieu de différenciation 

sans sérum complété ou non avec les facteurs de croissance TGF-β1 et GDF-5. Les agrégats sont composés soit de PMBs non chargées (1ère et 2ème lignes), soit de PMBs chargées en TGF-β1 et de 
PMBs chargées en GDF-5 (3ème ligne), soit de PMBs chargées en TGF-β1 et GDF-5 (4ème ligne). Les agrégats ont ensuite été préparés histologiquement, colorés avec du bleu alcian (BA), de 

l'hématoxyline/éosine/safran (HES) ou du trichrome de Masson (TM), ou immunomarqués pour OVOSTATIN 2, PAX1 ou CD24 (barres d’échelle : 250 µm pour l’agrégat entier et 50 µm pour les 
agrandissements). Les PMBs ont été mises en évidence grâce au BA et sont indiqués par des flèches noires. Ces expérimentations ont été réalisées chez 3 donneurs (D, E et G). Milieu de 

différenciation : DMEM à haute teneur en glucose, P/S 1% v/v supplémenté avec 6,25 µg/mL d'insuline humaine - transférine-sélénite de sodium, de l’ascorbate-2-phosphate 1 % p/v et 1,0 x 10-

8 M de dexaméthasone. Abréviations : TGF-β1, Transforming Growth Factor-β1 ; GDF-5, Growth Differentiation Factor 5 ; CSA: Cellules souches adipeuses ; PMBs: Microbilles de Pullulane ; BA: 

Bleu Alcian ; HES : Hématoxyline Eosine Safran ; TM: Trichrome de Masson. 



84 
 

Cependant, contrairement à la simplicité que pourrait refléter ce système d’agrégats 

spontanés, la récupération de ceux-ci, en vue de leur analyse histologique, du fait de leur 

petite taille s’est avéré techniquement délicate. De plus, aucune analyse génique n’a pu être 

effectuée en raison de la quantité trop faible d’ARN récupérée des agrégats de CSA et PMBs. 

Ces difficultés techniques, nous ont alors poussé à explorer d’autres modèles d’analyse de la 

bioactivité du système TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs.  

Ainsi, l’incorporation de PMBs chargées (50 000/matrice) et de CSA humaines 

(500 000/matrice) au sein d’une matrice poreuse polysaccharidique a été étudiée en parallèle. 

Les matrices utilisées sont composées de pullulane et de dextrane, et réticulées par le même 

agent réticulant que les microbilles de pullulane (STMP). Une précédente étude réalisée dans 

le cadre de ma thèse d’exercice de pharmacie et de mes stages de master, a démontré la 

possibilité d’ensemencement de ces matrices par des CSA humaines. La présence d’une MEC 

de type nucléopulpogénique synthétisée au sein des matrices polysaccharidiques 

ensemencées avait également été observée (Leslie Frapin, LIOAD, INSERM UMR 791, 2015-

2016). Dans cette présente étude, nous avons observé la synthèse d’une MEC composée de 

GAG (coloration au BA) au centre d’agrégat cellulaire (mis en évidence par des flèches jaunes) 

présent au sein des matrices ensemencées de CSA humaines et de PMBs chargées en TGF-β1 

et GDF-5, après 14 jours de culture in vitro (Figure 25.A). Cependant, après 28 jours de culture, 

la quantité de CSA humaines, au sein des matrices polysaccharidiques, diminue fortement, ne 

faisant pas de ce système un modèle de choix pour l’évaluation de la bioactivité des PMBs 

chargées en TGF-β1 et GDF-5 (Figure 25.B). Nous avons également tenté de réaliser ces analyses 

de bioactivité du système TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs au sein de tubes de chitosan fournis 

par Mr Laurent David et Mme Alexandra Clayer-Montembault du laboratoire d’Ingénierie des 

Matériaux Polymères (IMP) UMR5223, CNRS-Université Claude Bernard - Lyon I (Figure 25.B). 

Des tests ont également été effectués en associant les PMBs chargées et les CSA humaines 

avec de l’HPMC-Si ou encore des gels d’alginate. L’ensemble de ces tests réalisés avaient pour 

objectif de faciliter l’analyse histologique et permettre la récupération d’une quantité d’ARN 

suffisante afin de permettre l’évaluation du profil génique des CSA après 28 jours de culture 

au contact du système de PMBs chargées en TGF-β1 et GDF-5. Finalement, les essais réalisés 

avec les matrices polysaccharidiques et les tubes de chitosan ont permis d’observer des 

résultats histologiques moins concluants par rapport à ceux obtenus avec les agrégats 
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microenvironnement du DIV était nécessaire. Pour ce faire, nous nous sommes tournés vers 

l’utilisation, d’un modèle ex vivo de culture d’organe. Depuis quelques années, la 

communauté scientifique se tourne vers l’utilisation de tels modèles ex vivo. Ces derniers 

présentent l’avantage majeur de pouvoir évaluer les stratégies innovantes au sein du tissu 

cible, et donc d’explorer les effets thérapeutiques ou régénératifs de ces approches (Lotz 

2004; Alini et al. 2008). Ils précèdent ainsi la réalisation des études pré-cliniques in vivo. En 

effet, ces modèles ex vivo, bien que très instructifs, ne remplacent pas les études pré-cliniques 

in vivo indispensables à l’évaluation du produit. Ils permettent cependant de vérifier les 

résultats obtenus in vitro, dans un environnement contrôlé et tridimensionnel.  La faisabilité 

de la stratégie ainsi que ses effets sur le tissu cible peuvent ainsi être explorés. Il s’agit donc 

bien de modèles complémentaires et non pas d’alternatives aux modèles in vivo. D’autant plus 

que ces modèles ex vivo, bien que très performants, ne tiennent pas compte des contraintes 

mécaniques et métaboliques retrouvées in vivo. L’utilisation des modèles ex vivo s’inscrit en 

plein cœur de la réglementation actuelle en vigueur, en respectant la règle des 3 R : Réduire, 

Raffiner, Remplacer, consistant à diminuer le nombre d’animaux utilisés à des fins de 

recherche expérimentale, et également à améliorer au maximum leur bien-être.  

Dans notre étude, nous nous sommes fortement inspirés du modèle ex vivo de culture 

d’organe de DIV caudaux bovins, développé à l’AO foundation situé à Davos en Suisse (Illien-

Jünger et al. 2012; Pereira et al. 2014). Un étudiant en Master 2 neurochirurgien de formation 

a eu l’opportunité d’aller se former à l’AO foundation, aux méthodes de culture ex vivo de DIV 

caudaux bovins, afin ensuite de transposer ce modèle aux DIV lombaires ovins (Constantin 

Moraru, RMeS, INSERM U1229, 2017-2018). Dans le cas du tissu discal, les DIV bovins et ovins 

sont des parfaits candidats à la mise en place de tels modèles ex vivo, au regard de leurs 

similarités structurelle, dimensionnelle et métabolique (cellules notochordales qui 

disparaissent progressivement du NP après la naissance) avec le tissu humain.  A notre 

connaissance, aucune autre étude n’a confirmé à ce jour la possibilité de cultiver ex vivo des 

DIV lombaires ovins au long terme en dehors de bioréacteurs (Gantenbein et al. 2006; Jünger 

et al. 2009). Afin d’en évaluer la faisabilité, des DIV lombaires de 4 jeunes brebis (1 an) ont été 

prélevés et cultivés ex vivo (Figure 3 de l’article expérimental). Ces DIV présentaient tous des grades 

de Pfirrmann évalués à 1. Cette étude préliminaire a permis de valider la culture ex vivo au 

long terme (21 jours) d’un tel modèle. Nous avons observé le maintien de la densité et de la 

viabilité cellulaire, de l’activité métabolique et de la qualité de la MEC discale, jusqu’à 21 jours 
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de culture ex vivo. Seule une légère augmentation du score de Boos modifié (0 : DIV sain, 18 : 

plus haut niveau de DD) a été mise en évidence, après 7 jours de culture ex vivo (6 à 10). Des 

scores de Boos de 10 ont également été mesurés après 14 et 21 jours de culture ex vivo. En 

parallèle, nous avons également analysé l’impact de l’injection intradiscale d’une suspension 

de PMBs non chargées. L’injection de PMBs ne s’est pas révélée être délétère pour le tissu ni 

compromettre sa culture ex vivo. L’impact de l’injection d’un macro-hydrogel d’HPMC-Si 

combiné ou non à des PMBs non chargées a également été évalué. L’injection a été possible, 

cependant celle-ci a entrainé une altération de la viabilité cellulaire (résultats non montrés). De 

manière intéressante l’injection d’un volume de 200µL dans ce modèle ex vivo de DIV ovin 

sain s’est avérée possible dans seulement 30% des cas (7 DIV sur 24 DIV injectés), du fait de la 

variabilité morphométrique des DIV selon les niveaux lombaires. Le volume d’injection serait 

donc à adapter aux dimensions du DIV qui varient selon l’étage rachidien. Cependant, il 

s’agissait ici de DIV prélevés de brebis jeunes, et donc plus petits que des DIV de brebis adultes 

ou même que des DIV humains. De plus, un tissu non dégénératif et donc présentant un niveau 

d’hydratation important était utilisé dans cette étude préliminaire. Ce haut niveau 

d’hydratation conduit inévitablement à une augmentation de la pression lors de l’injection. 

Ceci a été par la suite vérifié lors de notre étude d’évaluation des systèmes CCL5/PMBs, TGF-

β1/PMBs et GDF-5/PMBs au sein d’un modèle ex vivo de DIV ovin naturellement dégénéré. 

Un effet, au sein de DIV modérément dégénérés, présentant des grades de Pfirrmann évalués 

à 2 ou 3, l’injection d’un volume de 200µl s’est avérée possible pour l’ensemble des DIV 

injectés. Le taux d’hydratation moindre des DIV dégénérés rendrait alors possible l’injection 

d’un tel volume. Ces observations confirment celles réalisées au cours d’expérimentations in 

vivo réalisées par le laboratoire dans le cadre de projets de thérapie cellulaire. Par ailleurs, 

l’utilisation d’un pousse-seringue électrique pourrait constituer une alternative intéressante 

permettant de standardiser l’injection au sein des études réalisées dans les modèles ex vivo 

et éviter les différences d’injection inter-individus.  

Finalement, à la suite de la mise en place au laboratoire du modèle ex vivo de culture d’organe 

au long terme de DIV ovins, nous avons évalué la preuve de concept du système à libération 

séquentielle de facteurs biologiques composé de microbilles de pullulane séparément 

adsorbées en CCL5, TGF-β1 et GDF-5 (Figure 4 de l’article expérimental). Afin d’explorer les effets de 

ce système sur la migration cellulaire et la synthèse d’une nouvelle MEC saine au sein du 
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taille et la résistance des os de celles-ci ont entrainé des difficultés lors de l’isolement du rachis 

puis des DIV.  De plus, l’importance de l’ablation des corps vertébraux (CV) mais de la 

conservation des plateaux cartilagineux (PC) a été démontrée comme essentielle à la culture 

au long terme des DIV. Ainsi, dans certains cas, la finesse des PC et la présence d’ostéophytes 

aux jonctions entre les PC et les CV a rendu particulièrement difficile l’isolement des DIV, sans 

lésion de ceux-ci. Concernant l’analyse histologique, malgré la fixation puis la décalcification 

des DIV après la culture ex vivo et avant le traitement histologique du tissu, la présence 

d’ostéophytes ou de calcifications a gêné la coupe de certains tissus. De nombreux problèmes 

de décollement des coupes durant les colorations et immunohistochimies ont également été 

rencontrés. Malgré toutes ces difficultés techniques, l’évaluation de la migration et de la 

régénérescence matricielle du tissu a pu être réalisée. Nous avons ainsi démontré que les 

systèmes CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs permettent de recruter des CSA 

humaines des PC vers le NP (Figure 5 de l’article expérimental). Une augmentation de la distance de 

migration des CSA ensemencées (n=3 ; donneurs D, E et G) comparée aux DIV non injectés en 

PMBs chargées a été évaluée (5,8 ± 1,3 mm vs 3,5 ± 1,8 mm à J28) (Figure 5.C de l’article expérimental). 

De plus, une augmentation de la densité cellulaire au sein des NP a été observée après 7 jours 

et 28 jours de culture dans les cas de DIV ensemencés en CSA humaines et injectées en PMBs 

chargées, par rapport aux DIV contrôles (Figure 6.C de l’article expérimental).  

Nous pouvons alors émettre les hypothèses suivantes :  

• soit cette augmentation peut être due à la migration des CSA ensemencées des 

PC vers les NP,  

• soit cette augmentation peut être due à la migration des cellules souches 

endogènes des structures périphériques du DIV vers le NP, 

• soit cette augmentation peut être due à une prolifération des NPCy résidents. 

Afin de valider ou infirmer ces hypothèses, certaines analyses immunohistochimiques peuvent 

être envisagées et devront être par la suite réalisées. Il s’agit notamment d’évaluer la présence 

d’antigènes de type anti-mitochondrie humaine afin de différencier les cellules humaines 

ensemencées, des cellules endogènes du tissu ; et anti-KI67, marqueur de la prolifération 

cellulaire permettant de comparer les activités prolifératives au niveau du NP selon les 

conditions. Dans l’idéal un co-marquage de ces deux antigènes permettrait de réellement 

identifier la nature et l’origine des cellules identifiées. De plus la réalisation d’analyses 
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immunohistochimiques spécifiques des marqueurs de migration cellulaire semble également 

très intéressante à réaliser. Il s’agit notamment des marqueurs SNAIL1 et SLUG, qui ont été 

mis en évidence au niveau de DIV de lapins (H. B. Henriksson et al. 2012).  

En parallèle de ces résultats, des analyses immunohistochimiques anti-Tie2 ont été réalisées, 

permettant d’évaluer la présence et la localisation de cellules progénitrices dans les DIV 

cultivés ex vivo. Étonnamment, de nombreuses cellules Tie2 positives ont été observées sur 

l’ensemble des coupes de DIV dégénérés, pour chaque groupe, après 3 jours de culture ex vivo 

au niveau des zones de transitions (ZT) et des NP (Figure 8 de l’article expérimental). Cependant, après 

7 jours de culture, nous avons observé une diminution de la présence de cellules Tie2 positives 

au niveau des NP des groupes sans CSA humaines  ensemencées (groupes DIV intacts et PMBs 

chargées) et du groupe ensemencé en CSA humaines mais non injecté en PMBs chargées 

(groupe hCSA). Au contraire, dans le groupe des DIV ensemencés avec des CSA humaines puis 

injectés avec des PMBs chargées, de nombreuses cellules Tie2 positives ont été mises en 

évidence à chaque temps de culture (3, 7 et 28 jours), en particulier au niveau des NP. Le 

récepteur Tie2, est présent au sein des NP de DIV humains, de souris et de chien (Sakai et al. 

2018). Cependant, la diminution de son expression avec le vieillissement et la DD a été décrite 

(Sakai et al. 2012). Les résultats obtenus ici, démontrent le maintien de la présence de ce 

marqueur des cellules progénitrices, avec le temps de culture ex vivo, au sein de DIV 

dégénérés, injectés en PMBs chargées en CCL5, TGF-β1 et GDF-5, et ensemencés avec des CSA 

humaines. Nous pouvons alors émettre les hypothèses suivantes :  

• soit ce maintien peut être dû à la migration des CSA humaines ensemencées 

des PC vers les NP,  

• soit ce maintien peut être dû à la migration de cellules Tie2 positives endogènes 

des structures périphériques du DIV vers les NP, 

• soit ce maintien peut être dû à la maintenance de l’expression du récepteur 

Tie2  par les cellules progénitrices du NP. 

La réalisation de co-marquages anti-Tie2 et anti-mitochondrie humaine permettrait de valider 

ou infirmer la première hypothèse.  

Enfin, nous avons évalué l’effet des facteurs de croissance libérés des PMBs sur la stimulation 

de la synthèse d’une nouvelle MEC saine de type nucléopulpogénique. Les colorations au bleu 

alcian réalisées, ont permis de suggérer la présence d’une quantité supérieure de GAG au sein 
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des NP, en présence des PMBs chargées (Figure 6.A de l’article expérimental). Cette augmentation 

pourrait être due à la synthèse d’une nouvelle MEC par stimulation des activités anaboliques 

des cellules discales résidentes ou des CSA humaines ensemencées puis recrutées. De plus, 

les analyses immunohistochimiques anti-collagène de type II et anti-agrécane ont démontré 

un marquage plus important et intense, respectivement, au niveau de la MEC ou des cellules 

du NP, des DIV injectés en PMBs chargées et ensemencés en CSA humaines, par rapport au 

DIV intact (Figure 7  de l’article expérimental). L’analyse du remodelage de la MEC reste encore à 

approfondir et l’impact des facteurs sur l’orientation des cellules souches ayant migrées en 

cellules de type NPCy est en cours d’évaluation avec la réalisation d’analyses 

immunohistochimiques anti-OVOS2, PAX1 et CD24 (marqueurs spécifiques des NPCy étudiés 

au cours des analyses in vitro). De plus des dosages de GAG et collagène pourraient constituer 

une prochaine étape à l’exploration de la synthèse d’une nouvelle MEC saine au sein des DIV 

traités, nécessitant cependant une nouvelle étude avec prélèvement de nouveaux DIV.  

Finalement, il est important de se rappeler que l’évaluation d’un potentiel effet régénératif 

n’est possible que par le biais d’études in vivo permettant de comparer le tissu avant et après 

traitement par la même méthode, l’imagerie médicale. En effet, la complexité de l’analyse de 

ces résultats relève également du fait de l’importante variabilité des paramètres à prendre en 

compte.  De façon identique aux autres études ex vivo portant sur des stratégies de 

régénérescence semblables, les DIV comparés diffèrent sur plusieurs points. Ils proviennent 

d’étages lombaires variés et d’individus distincts présentant des âges différents et finalement 

des états de dégénérescence unique. L’idéal serait de pouvoir comparer chaque DIV à lui-

même avant et après traitement, ce que ne nous permet pas ce type d’étude ex vivo. Un 

modèle ex vivo de dégénérescence discale induite présente l’avantage d’être plus 

reproductible qu’un tissu naturellement dégénéré. En parallèle de cette étude, un travail que 

j’ai pu encadrer a été réalisé par un second étudiant en Master 2, neurochirurgien également 

de formation.  Son sujet portait sur la mise en place d’un modèle ex vivo de DIV ovin 

présentant une dégénérescence discale induite à l’aide d’un laser (Edouard Samarut, RMeS, 

INSERM U1229, 2018-2019). Le choix de la méthode d’induction de la dégénérescence a été 

discuté. Il s’agissait de choisir entre 2 techniques préalablement testées au laboratoire, chez 

le lapin (Fusellier et al. 2016) :  

• La technique de déshydratation du NP par laser 
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• La technique enzymatique par traitement du NP avec de la hyaluronidase 

Bien que ces deux techniques aient démontré une induction de la DD au niveau de la MEC du 

NP, l’induction au laser plus progressive permettrait de mimer davantage les mécanismes de 

DD. De plus, une induction ponctuelle par laser nous semble plus adaptée à l’étude de la 

migration cellulaire au sein du microenvironnement discal. Les enzymes présentent des effets 

au long terme potentiellement toxiques pour les cellules, ce qui pourrait biaiser ainsi l’étude 

de leur migration. Ainsi les DIV lombaires d’une brebis jeune (1 an) ont été prélevés puis 

l’induction par le laser a été réalisée. La culture ex vivo a été réalisée durant 14 (2 DIV) et 21 

(2 DIV) jours. L’analyse histologique de la DD matricielle est en cours de réalisation. La mise 

en place de ce modèle permettra alors de réitérer la preuve de concept dans un modèle ex 

vivo de DIV dégénéré plus contrôlable et reproductible et ainsi compléter les analyses d’ores 

et déjà réalisées dans le modèle ex vivo de DD spontanée. De plus, le recours à un bioréacteur, 

permettant de simuler les contraintes mécaniques soumises in vivo par le DIV, semble 

intéressant pour la suite de notre étude, afin d’étudier les effets des contraintes mécaniques 

sur la migration cellulaire et sur le remodelage de la MEC. 

Finalement, une limite commune avec les autres études travaillant sur le développement de 

thérapies basées sur l’existence de ces cellules souches discales, concerne la nécessité 

d’utiliser des cellules modèles et non les cellules souches discales cibles. En effet, ces dernières 

étant difficiles d’accès, l’ensemble des expérimentations effectuées dans cette étude ont été 

réalisées avec des CSA humaines en tant que cellules modèles, mimant les cellules souches 

discales. Les études de caractérisation des cellules souches discales ont mis en évidence 

l’expression de marqueurs des cellules souches et leur capacité à se différencier dans la voie 

mésenchymateuse. Les similitudes des cellules souches discales avec des CSM ont alors 

souvent été décrites. Ainsi, les études préalables qui évaluent les capacités de migration 

cellulaire au sein de modèle ex vivo de DIV, se sont tournées principalement vers l’utilisation 

de CSM issues de la moelle osseuse. Cependant ces dernières présentent également des 

difficultés d’accessibilité, liées à des morbidités au niveau du site donneur et à une faible 

quantité de ces CSM. Dans cette étude, nous avons alors décidé de travailler avec des CSM 

humaines provenant du tissu adipeux (CSA). L'accessibilité et la plus grande quantité de ces 

CSA en font des candidates prometteuses. Pour ces raisons, les CSA humaines ont déjà été 

utilisées dans les travaux antérieurs étudiant l’association des PMBs avec les facteurs de 
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croissance TGF-β1 et GDF-5 et ceux évaluant le rôle de ces deux facteurs de croissance dans 

la mise en place du protocole de différenciation nucléopulpogénique.  

Ainsi, la réalisation d’études in vivo sur le long terme reste nécessaire afin d’évaluer le réel 

potentiel régénératif de ce système de microbilles chargées en chimiokines et facteurs de 

croissance. A court terme, le laboratoire envisage la réalisation d’une étude in vivo d’injection 

intradiscale par voie trans-annulaire des systèmes CCL5/PMBs, TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs. 

Cette étude serait réalisée chez des brebis âgées d’environ 5 ans, présentant une DD modérée 

(grade de Pfirrmann entre 2 et 3), avec des temps d’études de 3 et 6 mois. Préalablement à 

l’injection et à chaque temps d’étude, la réalisation d’IRM et de radiologies du rachis sera 

effectuée afin de comparer le niveau d’hydratation et la hauteur discale des DIV inclus dans 

cette étude, avant et après traitement. Cette étude permettra de faire la preuve de concept 

de la capacité de migration des cellules endogènes et de leur utilisation en tant que cellules 

régénératrices en vue d’une réparation endogène du DIV. En perspective de ces futurs essais 

pré-cliniques, l’ensemble des expérimentations in vitro de migration cellulaire a été 

également réalisé, de manière similaire aux CSA humaines, avec des CSA de brebis (Figure 27). 

Ces études ont permis de démontrer l’effet sur la migration cellulaire in vitro du CCL5 d’origine 

humaine sur des CSM de brebis.  
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Cependant la réalisation de tels essais in vivo pré-cliniques chez l’ovin, nécessite l’évaluation 

préalable de l’existence de cellules souches discales, de manière similaire à l’humain, le lapin, 

le rat et le porc (H. Henriksson et al. 2009). Afin de répondre à cette question, nous avons 

réalisé des analyses immunohistochimiques anti-Oct3/4, marqueur de l’auto-renouvèlement 

et des capacités de multipotence des cellules souches, sur des coupes de DIV ovins. Ces 

évaluations préliminaires ont permis d’observer quelques cellules Oct4 positif dans un DIV 

lombaire issus d’une jeune brebis (1 an). Ces analyses sont à poursuivre sur plusieurs DIV 

provenant de différentes brebis. En parallèle, les marquages du récepteur Tie2 réalisés ont 

également permis de détecter la présence de cellules Tie2 positives au sein des DIV lombaires 

issus de brebis âgées (3 à 7 ans). Ces premiers résultats encourageants restent à approfondir, 

notamment par l’analyse des facteurs des cellules souches / progénitrices discales mis en 

évidence chez l’humain, tels que les marqueurs CD90, CD44, CD105 ou CD73. Ces analyses 

devront être effectuées sur des DIV sains et dégénérés provenant de brebis d’âges jeunes et 

élevés. Ces évaluations permettront alors de vérifier si les cellules souches / progénitrices 

discales diminuent avec le vieillissement, de manière identique à chez l’humain, et si la 

réalisation d’études précliniques chez la brebis âgées sont possible. 

Durant ma thèse j’ai également participé à une étude pré-clinique réalisée chez la brebis âgée 

de 5 ans, dans le cadre de l’ANR REMEDIV et des thèses de Nora Bouhsina et Cyrille Decante 

(RMeS, INSERM UMR1229, 2018-2021). Cette étude a pour objectif d’évaluer l’effet une 

stratégie de thérapie cellulaire combinant CSA humaines et PMBs chargées en facteurs de 

croissance (TGF-β1 et GDF-5), le tout mélangé à un hydrogel injectable d’HPMC-Si. L’hydrogel 

d’HPMC-Si présente différentes caractéristiques. Il est auto-réticulant et injectable. Sa 

biocompatbilité a été démontrée ainsi que sa biofonctionnalité en particulier dans la cadre 

d’indications liées au cartilage articulaire (Vinatier et al. 2009; Portron et al. 2013). Cette 

chimie a fait l’objet de plusieurs brevets (Weiss et al. 2011, 2016) et sujets de thèse (Xavier 

Bourges, Ahmed Fatimi, Xavier Guillory) et les hydrogels formulés par cette réaction chimique 

ont été utilisés dans de nombreux autres projets (Claire Vinatier, Nela Buchtová, Nina Henry, 

Christophe Merceron, Pauline Chichiricco et Eva Mathieu pour n’en citer qu’une partie). Au 

regard de sa composition (polysaccharide, hautement hydraté) et les similitudes avec la MEC 

du NP, cet hydrogel d’HPMC-Si représente un candidat prometteur pour une utilisation discale 

(Henry et al. 2017).  L’association des PMBs chargées en facteurs de croissance à cet hydrogel 
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avait déjà fait l’objet d’une caractérisation préalable au laboratoire (Nina Henry, RMeS, 

INSERM U1229, 2013-2017 et Constantin Moraru, RMeS, INSERM U1229, 2017-2018). Les 

contrôles réalisés pour l’étude in vivo, consistaient à injecter des PMBs chargées en facteurs 

de croissance seules, ou combinées à de l’HPMC-Si. Leurs analyses nous permettront alors 

d’avoir une première évaluation de la régénérescence du tissu discal par ce système de 

libération de TGF-β1 et GDF-5.  
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En conclusion de ce travail, le développement d’une stratégie de réparation endogène du DIV 

basée sur l’utilisation des cellules souches / progénitrices récemment découvertes, apparait 

comme une alternative prometteuse. Cette approche permettrait de re-peupler le NP tout en 

évitant l’injection de cellules exogènes non adaptées au microenvironnement complexe du 

DIV. Cela permettrait également de lever quelques obstacles technique, technologique et 

réglementaire. Dans cet objectif, le recrutement de cellules souches discales présentes au sein 

de niches périphériques vers le centre du tissu dégénéré, le NP, constitue la première étape 

essentielle à la mise en place d’une telle stratégie. Cependant, la DD entraine un dérèglement 

profond de l’homéostasie discale, avec une perte des fonctions anaboliques du tissu et une 

dégradation importante de la MEC du NP. Il semble alors primordial de stimuler ces cellules 

recrutées en vue de la synthèse d’une nouvelle MEC de type nucléopulpogénique (riche en 

agrécane et collagène de type II). Ainsi, la libération séquentielle d’une chimiokine telle que 

le CCL5, suivie de la libération prolongée dans le temps des deux facteurs de croissance TGF-

β1 et GDF-5, par un système de microbilles de pullulane a été étudiée dans ce travail. Les 

résultats in vitro ont permis d’observer la mise en place d’un système à libération séquentielle 

et prolongée de ces différents facteurs biologiques. Le maintien de la bioactivité des facteurs 

libérés des PMBs a ensuite été étudié in vitro. Nous avons pu démontrer le maintien de la 

stimulation de la migration cellulaire par le système CCL5/PMBs, ainsi que la stimulation de la 

synthèse par les CSA d’une MEC de type nucléopulpogénique par l’association des systèmes 

TGF-β1/PMBs et GDF-5/PMBs. A la suite de ces résultats in vitro, la preuve de concept dans 

un modèle ex vivo ovin de DD naturelle a été effectuée, par ensemencement de CSA humaines 

sur la partie supérieure d’un des plateaux cartilagineux. Les prochaines étapes consistent à 

confirmer la présence de cellules souches / progénitrices au sein des DIV de brebis et ensuite 

de réaliser une étude in vivo pré-clinique chez la brebis présentant une dégénérescence 

discale spontanée. Le système de libération séquentielle ici développé et étudié, composé de 

la chimiokine CCL5 et des facteurs de croissance TGF-β1 et GDF-5 chargés dans des microbilles 

de pullulane, constitue une approche prometteuse dans la mise en place d’une stratégie de 

réparation endogène des DIV précocement et modérément dégénérés.   
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