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Ces derniéres années, beaucoup de progreés ont été réalisés dans la compréhen-
sion de la physiopathologie de I’ atteinte microvasculaire, considérée comme un
élément essentiel dans un certain nombre de maladies rénales. La glomérul osclé-
rose progressive ainsi que la perte des capillaires péritubulaires ont été montrées
comme étant trés proches des Iésions de fibrose tubulo-intersitielle induites par
I"ischémie. Il est aujourd’ hui admis que I'intégrité de I’ endothélium formant les
capillaires glomérulaires mais aussi les capillaires péritubulaires est essentielle
pour la préservation de la fonction rénale. Des études expérimentales ont révélé
que des facteurs de croissance pro-angiogéniques comme le VEGF (vascular
endothelial growth factor) jouent un réle central dans le maintien des structures
rénales ainsi que de la fonction rénale. L’intégrité de I'endothélium vasculaire
sembl e également sous le contréle de cellules-souches. Les cellules-souches sont
considérées désormais comme une nouvelle option thérapeutique extrémement
intéressante pour toute une variété de pathologies en médecine cardiovasculaire
tels que I'infarctus myocardique, I’ insuffisance cardiaque et lamaladie vasculaire
périphérique. Des résultats trés encourageants, venant des études expérimentales
ainsi que des modeles animaux, ont conduit a un certain nombre d’ études clini-
gues, concernant essentiellement le traitement de patients ayant un infarctus myo-
cardique ou une insuffisance cardiague [1-4]. Dans ces études, des cellules
mononucl éées dérivées de la moelle osseuse de patients ont été cultivées ex vivo,
puis réinjectées par voie intraveineuse ou intracoronaire. La majorité de ces
petites études ont essentiellement exploré lafaisabilité et I absence d’ effets secon-
daires liés a cette approche expérimentale. Dans la premiére étude randomisée et
controlée effectuée par le Département de Médecine Interne de I’ Université de
Hanovre, plusieurs parameétres de la fonction myocardique ont été étudiés chez
des patients recevant par voie intracoronaire des cellules souches, aprés un
infarctus myocardique aigu [5]. Ces études préliminaires sont prometteuses et
vont certainement encourager la communauté scientifique dans le domaine de la
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meédecine cardiovasculaire pour lancer des études a large échelle. Cependant, en
dehorsdel’indication de I’ insuffisance myocardique aigué, I’ utilisation de cellules-
souches pourrait étre appliquée dans la prévention de la progression de lamaladie
athéromateuse chronique et des syndromes qui en découlent. L’utilisation des
cellules-souches circulantes parait méme plus intéressante que I’ utilisation des
cellules dérivant de la moelle osseuse car ces derniéres pourraient, sur le plan
théorique, étre stimulées, in vivo et de fagon permanente, gréce a une intervention
pharmacol ogique.

CELLULES-SOUCHES ENDOTHELIALES

Les cellules-souches endothéliales sont ces derniéres années au centre de la
recherche cardiovasculaire car elles sont considérées comme responsables de la
réparation endothéliale et vasculaire [6, 7]. Ce point a été étudié en détail dans
des études expérimental es utilisant différents modeles animaux de |ésions cardio-
vasculaires et de réparation de I’ endothélium [8-10]. Les cellules-souches endo-
théliales circulantes peuvent atteindre ou coloniser des sites de néovascularisation
active [11, 12]. En réalité, ces cellules semblent orchestrer la re-endothélisation
des parois vasculaires endommageées, en sécrétant des quantités importantes de
cytokines qui attirent et contrdlent les cellules qui sont indispensables dans le pro-
cessus de laréparation endothéliale [ 13, 14]. Desinformations provenant d’ études
humaines semblent encore plus intéressantes : chez des patients ayant une maladie
coronaire, le nombre de cellules-souches endothéliales est significativement cor-
rélé au nombre de facteurs de risques cardiovasculaires et cette corrélation existe
également chez des sujets sains, sans athérosclérose manifeste [15, 16]. Dans la
population générale, le nombre de cellules-souches endothéliales est également
corrélé de facon significative au degré de dysfonction endothéliale [16]. Pour finir,
dans certaines situations a haut risgue cardiovasculaires telles que le diabéte sucré,
le nombre et la fonction des cellules-souches endothéliales semblent diminuées
[17].

Les cellules-souches endothéliales dérivent des cellules-souches hématopoié-
tiques CD34+, qui se différencient, a travers des voies différentes, en érythro-
cytes, thrombocytes, diverses lignées de leucocytes ainsi qu'en cellules
endothéliales. Ces cellules-souches mononucléées peuvent étre analysées dans
le sang périphérique des patients en cytométrie de flux, utilisant divers mar-
gueurs de surface des cellules-souches tels que le CD34 et le CD133, mais aussi
gréce a leurs caractéristiques morphologiques [18]. Contrairement aux cellules-
souches hématopoiétiques, les cellules-souches endothéliales sont difficiles a
mettre en évidence en cytométrie de flux en raison essentiellement de leur petit
nombre dans la circulation périphérique, rendant complexe leur identification et
leur subdivision. Grace aleur adhésion sur différents milieux de culture, les cel-
lules-souches endothéliales peuvent cependant étre isolées des autres fractions
cellulaires mononucléées sanguines puis secondairement, identifiées en culture
cellulaire grace a des marqueurs spécifiques des cellules endothéliales [6, 7]. En
théorie, leur nombre peut ére multiplié in vitro afin d’en obtenir un usage
thérapeutique [2].
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CELLULES-SOUCHES ENDOTHELIAL ES
CHEZ DES PATIENTS AYANT UNE MALADIE RENALE

Le patient insuffisant rénal est caractérisé par une morbimortalité cardiovascu-
laire extrémement élevée, et la maladie athéromateuse (infarctus myocardique et
accident vasculaire cérébral) est la premiére cause de décés dans cette population
[19]. Plusieurs facteurs de risques cardiovascul aires sont impliqués dans cette inci-
dence accrue de maladie vasculaire chez le patient insuffisant rénal. Néanmoins,
une des hypothéses avancées est qu'un défaut dans la réparation endothéliale
pourrait étre la conséquence d' une diminution quantitative ou qualitative des cel-
lules-souches endothéliales. Nous avons récemment pu démontrer que le nombre
de cellules-souches endothéliales circulantes est significativement réduit chez des
patients présentant une IRC avancée, apreés comparaison avec une population-
témoin, appariée pour I'ége et le sexe [20]. Une observation similaire a été
rapportée chez des patients hémodialysés [21]. La corrélation significative entre
le nombre de cellules-souches hématopoiétiques CD34+ et le nombre de cellules-
souches endothéliales chez les patients insuffisants rénaux suggére un probléme
de différenciation des cellules précurseurs en cellules-souches endothéliales, ou
un probléme de mobilisation des cellules-souches endothéliales a partir de la
moelle osseuse dans un contexte d’ urémie. Cette hypothése est égal ement suggérée
par |’ observation d’ un effet inhibiteur du sérum de patient urémique sur la capacité
de différenciation de cellules-souches endothéliales in vitro [20]. De fagon simi-
laire, leur capacité a migrer et a former des structures tubulaires et vasculaires in
vitro semble également réduite dans ces conditions. Un facteur important contri-
buant au déficit de cellules-souches endothéliales chez des patients en insuffisance
rénale avancée pourrait étre la carence en érythropoiétine (EPO), puisque le taux
plasmatiqgue d'EPO semble indépendamment corrélé au nombre de cellules-
souches endothéliales circulantes chez ces mémes patients. En conclusion, le
probléme de différenciation des cellules-souches endothéliales chez le patient
insuffisant rénal pourrait étre a I’origine d’une dysfonction des mécanismes de
réparation vasculaire, ce qui est compatible avec les données connues sur la dys-
fonction de la cellule endothéliale chez le patient urémique [22].

POUVONS-NOUS MODULER )
LE NOMBRE DE CELLULES-SOUCHES ENDOTHELIALES?

Des études récentes ont montré que nous pouvions modifier le nombre de cel-
lules-souches endothéliales fonctionnellement actives dans le sang périphérique
en augmentant soit leur prolifération, soit leur libération par |a moelle osseuse, ce
qui bien slr ouvre la voie a de multiples interventions thérapeutiques potentielles.
Des études expérimentales mais aussi certains travaux en pathologie humaine ont
révélé que le nombre de cellules-souches endothéliales circulantes peut étre
majoré par I’administration de statines [23, 24] ou d’ antagonistes des récepteurs
de I'angiotensine 1 (données personnelles non publiées). Par ailleurs, il a été
démontré que I’ érythropoiétine humaine recombinante ainsi que son analogue,
la darbépoiétine, sont des agents stimulants puissants pour la prolifération et
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I’ activation des cellules-souches endothéliales, ce qui a suscité un vif intérét dans
la communauté néphrologique [25-27]. Des doses d’ érythropoiétine bien moins
importantes que celles utilisées dans le traitement de I’anémie chez le patient
insuffisant rénal semblent étre a I’ origine d' une stimulation importante et persis-
tante du recrutement de cellules-souches endothéliales, dans les modéles in vitro
mais aussi in vivo. L’ érythropoiétine humaine recombinante améliore la fonction
cellulaire (par exemple, I'activité de formation de structures tubulaires) mais
active également des cascades enzymatiques telles que celles de I' Akt tyrosine
kinase, au sein des cellules-souches endothéliales [25, 27]. La mise en cauvre de
cette voie enzymatique semble rendre les cellules endothéliales plus résistantes a
dessituations d'ischémie, comme celaa été récemment démontré pour des cellules
mésenchymateuses transfectées avec le gene Aktl [28].

Lastimulation, des cellules-souches endothéliales par I’ administration des statines
et/ou d'une érythropotiétine recombinante (ou de ses anaogues) pourrait donc étre
une stratégie thérapeutique prometteuse en médecine cardiovasculaire, dans le but
de prévenir les séquelles de la maladie athéromateuse. Cette approche pourrait étre
d autant plus utile chez les patients urémiques, a haut risque cardiovasculaire, et cela
des les premiers stades de I insuffisance rénale.

EPO ET PREVENTION DES LESIONS RENALES

Nous avons ainsi testé |I” hypothése que I’ EPO préserve le rein, tant sur le plan
histologique que fonctionnel, grace a son intervention sur I’ endothélium vascu-
laire, en utilisant un modéle de réduction néphronique chez le rat (néphrectomie
de 5/6°). Dans ce modéle, on observe des |ésions séveres de |’ endothélium micro-
et macrovasculaire rénal, conduisant a une sclérose vasculaire et glomérulaire
progressive accompagnée de lésions tubulo-interstitielles fibreuses d origine
ischémique, évoluant vers|’insuffisance rénale terminale. Nous avons choisi I uti-
lisation de darbépoiétine al pha de fagon chronique et a petites doses, puisgue nous
avons récemment démontré que ce produit stimule les cellules-souches endothé-
liales dérivant de la moelle osseuse, et cela méme a des doses qui ne permettent
pas d’ augmenter I’ hématacrite. La survie des rats aprés néphrectomie des 5/6° était
significativement améliorée dans le groupe traité par darbépoiétine par rapport au
groupe témoin. La concentration plasmatique de créatinine ainsi que la protéinurie
desrats contréle ont augmenté significativement pendant la période d’ observation,
et cela de facon significativement plus importante dans le groupe non traité par la
darbépoiétine. Cet effet était observé malgré I’ absence de différence notable dans
les taux d’hématocrite entre les deux groupes, pendant toute la période d’ obser-
vation. L’ analyse histologique chez les animaux témoins montrait des |ésions vas-
culaires et glomérulaires séveres (prolifération des gros vaisseaux en bulbes
d’oignons, glomérulosclérose avec hyalinose et nécrose fibrinoide des artérioles
afférentes adjacentes). Par ailleurs, une raréfaction des capillaires péritubulaires
était notée et ces lésions vasculaires étaient accompagnées de fibrose tubulo-
interstitielle notable. Ces aspects typiques histologiques étaient atténués de fagon
significative apres traitement par la darbépoiétine et le score composite mesurant
I"'impact histologique chronique était significativement réduit chez les animaux
recevant la darbépoiétine.
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 CELLULES-SOUCHESINTRATISSULAIRES
ET REGENERATION RENALE — L'EXPERIENCE DE LA RAIE

Chez les mammiféres, la formation du néphron est finie a la naissance ou peu
aprés. La prolifération cellulaire intrarénale se réduit généralement au simple
renouvellement des cellules tubulaires épithéliales, par prolifération, ainsi qu'aun
processus angiogénique intrarénal [29, 30]. Ce potentiel régénératif limité explique
les capacités réduites de réponse a une aggression rénale. Les glomérules |ésés ne
serégénerent pas et ladestruction glomérulaire est la cause majeure de laréduction
néphronique. Les néphrons restants répondent par une compensation glomérulaire
et une croissance tubulaire. Néanmoins, la perte néphronique n’ est pas compensée
par la génération de nouveaux néphrons (« néonéphrogenése ») chez les mammi-
féres. A I'inverse, les vertébrés inférieurs ont des possibilités bien supérieures a
celles des mammiferes acet égard. Les poissons a squel ette osseux (téléostes) peu-
vent développer de nouveaux néphrons, comme cela a éé montré dans une éude
[31]. Laformation de nouveaux néphrons était rapportée dans | es reins de poissons
rouges apres administration de substances néphrotoxiques [32]. Par ailleurs, lapré-
sence de tissus néphrogéniques a été décrite chez les poissons cartilagineux (élas-
mobranches) et notamment, chez la raie [33]. Etant donné la similitude entre les
reins des élasmobranches et les reins des mammiféres, I’ étude de ces animaux
pourrait nous servir de modéle pour larégénération rénale. Nous avons donc étudié
la néphrogenese dans les reins de raie et testé I’ hypothese que ce processus est
stimulé par la réduction de lataille des reins.

La zone néphrogénique chez la raie adulte ressemble au rein métanéphrique
embryonnaire et contient des cellules parenchymateuses de type cellules-souches,
une ébauche du systéme collecteur ainsi qu’ un début de formation de systéme arté-
riel. Quatre stades de développement néphronique ont été analysés et définis:
stade | : agrégation de cellules mésenchymateuses ; stade Il : formation de struc-
tures tubulaires avec épithélium polyédrique ; stade |11 : ségrégation des segments
du néphron ; stade IV : néphron fonctionnel. Nous avons analysé ces différents
stades en étudiant I’ histologie rénale aprés une néphrectomie partielle. 1| semble
évident que de nouveaux néphrons se développent chez ces animaux ayant subi
une néphrectomie partielle. Cette prolifération était fortement stimulée dans la
zone néphrogénique du rein partiellement réséqué, mais aussi dans le rein contro-
latéral, aprés une période de 10 semaines.

Dans cette expérience, nous avons caractérisé une zone néphrogénique dans le
rein adulte de laraie. Cette zone néphrogénique représente une niche al’intérieur
du rein ou les cellules-souches intratissulaires semblent résider. Ce tissu répond a
une réduction partielle de la masse rénale par la formation de nouveaux néphrons.
L e processus morphogénique que nous appel ons « néonéphrogenése » est un méca-
nisme important pour la croissance rénale mais aussi pour la réparation des reins
|ésés dans ces organismes. Les analyses morphologiques démontrent qu’ une zone
de tissu rénal embryonnaire persiste chez laraie adulte.

Nous avons donc démontré que des cellules mésenchymateuses capables de
néphrogenése établissent un contact avec les ébauches de tubes collecteurs et
gu’uneinteraction intervient entre ces deux structures cellulaires. L’ origine exacte
des cellules-souches intratissulaires chez I’animal adulte reste cependant encore
incertaine. Ces cellules-souches [34] pourraient dériver d'une réserve de cellules-
souches embryonnaires a I’ intérieur méme du rein des poissons élasmobranches.
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Nous suggérons que ces cellules-souches sont les précurseurs des cellules mésen-
chymateuses visibles au stade | de la formation du néphron mais qu’ elles contri-
buent également au développement du néphron proximal dans le stade Il de la
formation rénale. Nous suggérons par ailleurs que le mésenchyme produit ces cel-
lules capables d'auto-renouvellement pour une néphrogenése permanente. Deux
types cellulaires sont des candidats possibles pour les cellules-souches rénales:
des cellules mésenchymateuses unipolaires, ou des cellules indifférenciées lym-
phoides, de petite ou de moyenne taille. Des expériences récentes chez la souris
ainsi que des données provenant des reins transplantés en pathol ogie humaine sug-
gerent que I’ épithélium tubulaire est capable d'incorporer des cellules d' origine
médullaire et éventuellement contribuer a la réparation tissulaire rénale [35].
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