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(57) Abrégé : La présente invention concerne de maniére générale l'identification et l'isolement
de cellules progénitrices otiques humaines. Plus spécifiquement, la présente invention
concerne un procédé d'utilisation de marqueurs cellulaires pour identifier et isoler des
cellules progénitrices otiques humaines a partir d'une population mixte de cellules, des
procédés d'enrichissement et de production de cellules progénitrices otiques humaines, et
des kits associés destinés a étre utilisés dans l'identification et/ou l'isolement de cellules
progénitrices otiques humaines, les marqueurs cellulaires étant choisis parmi SSEA1
(CD15), le disialoganglioside GD3, la TRA-2-49 (foie/os/phosphatase alcaline rénale),
SSEA4, le ganglioside GD2 et le CD141.
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REVENDICATIONS

1 - Procédé in vitro d’identification de cellules
progénitrices otigques humaines dans une population mixte de

5 cellules comprenant la détermination de savoir si une
cellule a au moins deux marqueurs de surface cellulaire

choisis parmi SSEAl, GD3, TRA-2-49, SSEA4, GD2 et CD141.

2 - Procédé selon la revendication 1, dans
10 lequel
a) les marqueurs cellulaires SSEAl, GD3, TRA-2-49, SSEA4 et
GD2 sont des marqueurs cellulaires positifs ; et / ou

b) le marqueur cellulaire CD141 est un marqueur cellulaire

négatif.
15
3 - Procédé selon 1l’une des revendications 1 ou
2, dans lequel
(a) au moins deux marqueurs cellulaires positifs sont
utilisés en combinaison pour identifier des progéniteurs
20 otiques humains ; ou
(b) au moins trois, quatre ou cing marqueurs cellulaires
positifs sont utilisés en combinaison pour identifier des
progéniteurs otigques humains ; ou
(c) un marqueur cellulaire positif, ou au moins deux
25 marqueurs cellulaires positifs, sont utilisés en

combinaison avec le marqueur cellulaire négatif CD141.

4 - Procédé selon 17 une quelconque des
revendications précédentes, dans lequel la population mixte

30 de <cellules est fournie a partir de, ou pendant, un
protocole de différenciation de cellules souches

pluripotentes 1in vitro, facultativement dans lequel les
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cellules souches pluripotentes sont des cellules souches
pluripotentes induites (iPSC) ; ou
dans lequel la population mixte de cellules est
fournie a partir de, ou pendant, des procédures de
5 dédifférenciation, de trans-différenciation ou de
reprogrammation directe en des lignées cellulaires otiques
humaines ; ou
dans lequel la population mixte de cellules est
fournie a partir de tissu, facultativement dans lequel les
10 cellules sont des échantillons cochléaires ou vestibulaires
obtenus a partir d’interventions chirurgicales sur des

oreilles internes d’adultes.

5 - Procédé selon 1’ une quelcongue des

15 revendications précédentes, dans lequel la population mixte
de cellules est mise en contact avec un ou plusieurs
éléments de 1liaison concus pour se lier aux margqueurs
cellulaires, facultativement dans lequel 1’'élément de
liaison comprend un anticorps, un fragment d’anticorps ou

20 un mimétique de celui-ci.

6 - Procédé selon 1’ une quelcongue des
revendications précédentes, comprenant une étape de
détection, dans lequel les marqueurs cellulaires sont

25 détectés comme présents ou non présents sur une cellule ou
un groupe de cellules, facultativement dans lequel 1la
détection comprend 1'utilisation de FACS et/ou

1’utilisation de MACS.

30 7 - Procédé selon la revendication 5 ou la
revendication 6, dans lequel 1’élément de liaison est
marqué pour 1’identification, facultativement dans lequel

le marqueur comprend un fluorophore.
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8 - Procédé in vitro d’identification de cellules
progénitrices otigques humaines dans une population mixte de
cellules a 1’aide d’au moins deux marqueurs de surface

5 cellulaire choisis parmi SSEAl, GD3, TRA-2-49, SSEA4, GD2
et CD141, le procédé comprenant
- fournir des éléments de liaison spécifiques d’au
moins deux marqueurs cellulaires différents ;
- mettre en contact la population mixte de cellules
10 avec les éléments de liaison ; et
- détecter la liaison ou la non-liaison des éléments
de liaison aux cellules dans 1la population mixte de

cellules.

15 9 - Procédé selon la revendication 8, dans lequel
le procédé comprend en outre 1la détermination gu’une
cellule est une cellule progénitrice otique humaine si

a) des éléments de liaison concus pour se lier aux
marqueurs cellulaires positifs se lient a au moins deux

20 marqueurs cellulaires positifs différents sur la cellule ;
ou

b) un élément de liaison concu pour se lier a 1’un des
marqueurs cellulaires positifs se lie a au moins 1’un des
marqueurs cellulaires positifs sur 1la cellule, et un

25 marqueur de liaison concu pour se lier au margueur
cellulaire négatif CD141 ne se lie pas a la cellule,
facultativement dans lequel le procédé comprend la
détermination qu’une cellule est une cellule progénitrice
otique humaine si

30 i) des éléments de 1liaison concus pour se lier aux
marqueurs cellulaires positifs se lient a au moins trois
marqueurs cellulaires positifs différents sur la cellule ;

ou
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ii) des éléments de liaison concus pour se lier a au
moins deux marqueurs cellulaires positifs différents se
lient aux au moins deux marqueurs cellulaires positifs
différents sur la cellule, et un marqueur de liaison concu

5 pour se lier au marqueur cellulaire négatif CD141 ne se lie

pas a la cellule.

10 - Procédé in vitro d’enrichissement en
cellules progénitrices otiques humaines a partir d’une
10 population mixte de cellules, le procédé comprenant:

- ddentifier les cellules progénitrices otiques humaines
selon le procédé de 1’ une quelcongue des
revendications 1 a 9 ; et

- trier les cellules de telle sorte que les cellules

15 progénitrices otiques humaines soient 1isolées des
cellules progénitrices non otiques, de telle sorte que
les cellules progénitrices otiques humaines sont
enrichies dans la population,
facultativement dans lequel le tri comprend FACS et/ou

20 comprend MACS.

11 - Procédé 1in vitro de production d’une
population de cellules progénitrices otiques humaines, le
procédé comprenant

25 - différencier les cellules progénitrices non otiques en
cellules progénitrices otigques humaines, par lequel
certaines cellules progénitrices non otiques peuvent
rester dans la population pour former une population
mixte de cellules ; et

30 - enrichir les cellules progénitrices otiques humaines a
partir de la population mixte de cellules selon le

procédé de la revendication 10.
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12 - Kit comprenant au moins deux éléments de
liaison différents, dans lequel les éléments de liaison
sont concus pour se lier a différents marqueurs cellulaires
choisis parmi SSEAl, GD3, TRA-2-49, SSEA4, GD2 et (D141,

5 facultativement dans lequel le kit comprend au moins trois
éléments de liaison différents, dans lequel les éléments de
liaison sont concus pour se lier a différents marqueurs
cellulaires choisis parmi SSEAl, GD3, TRA-2-49, SSEA4, GD2
et CD141.

10

13 - Kit selon la revendication 12, dans lequel
le kit comprend un panel d’éléments de liaison, dans lequel
le panel d’éléments de liaison comprend un élément de
liaison spécifique pour chacun des marqueurs cellulaires de

15 SSEA1l, GD3, TRA-2-49, SSEA4, GD2 et CD141.

14 - Kit selon 1la revendication 12 ou la
revendication 13, dans lequel les éléments de liaison sont
des anticorps, facultativement dans lequel les anticorps

20 sont marqués.

15 - Utilisation de CDh141 comme margqueur
cellulaire négatif pour identifier des cellules
progénitrices non otiques humaines dans une population

25 mixte de cellules.
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