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CELLULES PROGENITRICES ENQOTHELIALES :
IMPLICATIONS CLINIQUES ET THERAPEUTIQUES

par

J. A. LEOPOLD*

En 1997, Asahara a décrit une population de cellules CD34*, cellules qui, culti-
vées ex vivo, se différenciaient en cellules ayant les caractéristiques de cellules
endothéliales matures [1]. Par la suite, on a appelé ces cellules « cellules progéni-
trices endothéliales (CPE) », et des études approfondies ont mis en évidence
qu’elles provenaient de la moelle osseuse, qu’elles étaient libérées pour circuler
dans le sang périphérique, et qu’elles constituaient le foyer de sites de néovascu-
larisation dans des Iésions ischémiques ou tissulaires [2]. Des efforts conséquents
ont été consacrés a la compréhension du rdle des CPE dans la néovascularisation,
dans le but d’exploiter cette population cellulaire unique pour des interventions
thérapeutiques.

CARACTERISATION PHENOTYPIQUE
ET FONCTIONNELLE DES CPE

A ce jour, le critere qui définit une population de CPE pure demeure sujet a
controverse, aucun consensus n’existant sur les marqueurs de surface qui identi-
fient ces cellules, et I’identification d’un unique antigéne spécifique des CPE n’a
pas non plus été possible (tableau I). A ce titre, il est probable que les CPE isolées
pour étude, ainsi que pour utilisation dans le cadre d’un traitement, représentent
une population mixte de cellules aux capacités fonctionnelles différentes. La com-
binaison de marqueurs de surface des protéines la plus utilisée pour I’identification
des CPE comprend CD34, CD133 et le récepteur du facteur de croissance endo-
thélial vasculaire 2 (VEGFR2), bien que chaque marqueur seul puisse étre partagé
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TABLEAU I. — MARQUEURS UTILISES POUR IDENTIFIER LES CPE [2, 4].

MARQUEUR AUTRES TYPES DE CELLULES EXPRIMANT LE MARQUEUR
CD133 Neuro-épithélium, épithélium rénal
CD34 Cellules endothéliales, cellules souches hématopoiétiques
c-Kit Cellules souches hématopoiétiques, cellules germinales,

mastocytes

VE-cadhérine Cellules endothéliales
VEGFR2 Cellules endothéliales
CD146 Cellules endothéliales, sous-population de lymphocytes T et B
CXCR4 Cellules souches hématopoiétiques, sous-population

de lymphocytes T, cellules endothéliales, thrombocytes,
macrophages, mastocytes

vWF Cellules endothéliales

CD31 Cellules endothéliales, thrombocytes, granulocytes,
cellules dendritiques, monocytes, sous-population
de lymphocytes T et B

Scal Cellules souches hématopoiétiques, granulocytes,
monocytes, sous-population de lymphocytes T et B

Tie2 Cellules souches hématopoiétiques, cellules endothéliales
Endogline Macrophages activés, cellules endothéliales

CD45 pan-leukocyte

Capture Dil-ac-LDL Cellules souches hématopoiétiques

Liaison avec Ulex europeas  Cellules souches hématopoiétiques

par de nombreux autres types de cellules hématopoiétiques. Pour ajouter a la
confusion, la combinaison de ces marqueurs n’est peut-&tre pas suffisante pour
identifier des CPE, étant donné qu’une sous-population de CPE CD34-
CDI133*VEGFR2* a été isolée récemment et il s’est avéré que ces CPE different
dans leurs capacités de vaso-régénérescence en comparaison avec les CPE
CD34*CD133*VEGFR2* [2-4]. Les marqueurs supplémentaires utilisés pour iden-
tifier les CPE comprennent Tie-2, la cadhérine de I’endothélium vasculaire, CD146
et la E-sélectine. Toutefois, nombre de ces marqueurs sont également partagés par
les cellules endothéliales circulantes extraites de la paroi des vaisseaux. De plus,
la capacité a incorporer des lipoprotéines de faible densité acétylées ou a se lier a
des lectines ne peut étre considérée comme spécifique des CPE, étant donné qu’il
a été mis en évidence que d’autres cellules hématopoiétiques partagent ces mémes
propriétés [2-4].

In vitro, les analyses fonctionnelles telles que la capacité a produire des unités
formant des colonies ont été considérées comme spécifiques des CPE et des
cellules progénitrices endothéliales circulantes (fig. 1). Dans cette analyse, la
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Forme circulante Foyers de formation Bourgeonnement CE matures
jour 3 jour 10 jour 14 jour 28

Fic. 1.
périphérique d’un sujet sain a été isolée et placée sur plaque de collagéne. Apres 3 jours,
le milieu a été changé, laissant uniquement les cellules adhérentes. Au jour 10, ces cel-
lules ont engendré des foyers desquels ont surgi des cellules apres 14 jours de culture.
Apres 28 jours, cette population a engendré des cellules ressemblant a des cellules endo-
théliales (CE) matures.

Différenciation des CPE in vitro. Une fraction de cellules mononuclées du sang

population des cellules mononuclées du sang périphérique est isolée par centri-
fugation en gradient de densité ou par cytométrie en flux a 1’aide de marqueurs
des membranes cellulaires, puis incubée sur une matrice de collagéne en présence
de facteurs de croissance. Les colonies précoces (jour 9) de cellules endothéliales
sont principalement dérivées des cellules endothéliales circulantes, alors que les
croissances cellulaires tardives (jour 20) sont représentatives de la population de
CPE [2].

MOBILISATION ET HOMING DES CPE

Pour participer a la néovascularisation postnatale, les CPE dérivées de la moelle
osseuse doivent répondre a des signaux afin de se mobiliser a partir de la moelle
osseuse, puis de se localiser dans des sites spécifiques et de se différencier pour
devenir des cellules endothéliales matures. Les voies de signalisation opérant in
vivo demeurent mal connues. Toutefois, de nombreux éléments clés de chacune
des voies de signalisation impliquées ont été élucidés grace a I’utilisation de
cultures cellulaires in vitro et aux études in vivo de modeles animaux.

L’ischémie est un des stimuli initiant la mobilisation des CPE qui résulte pro-
bablement de la régulation positive du facteur de croissance de I’endothélium vas-
culaire (VEGF). En outre, le facteur dérivé du stroma (SDF-1), le facteur de
croissance granulocytaire (G-CSF), I’angiopoiétine 1 et I’isoforme endothéliale de
la synthase du monoxyde d’azote (eNOS) ont également été impliqués dans la
mobilisation des CPE a la périphérie, ou ont contribué a leur augmentation [4, 5].
Les mécanismes par lesquels ces agents activent la mobilisation des CPE a partir
de la moelle osseuse impliquent I’activation de la métalloprotéase 9 matricielle
(MMP-9), qui est exprimée par les cellules stromales de la moelle osseuse et qui
déclenche le clivage et le relarguage du c-kit. Le c-kit est un marqueur de mem-
brane cellulaire exprimé par des cellules progénitrices, et sa libération semble étre
un événement clé dans la mobilisation des CPE de la moelle osseuse [4].

L’étape suivante du trafic des CPE est le homing, c’est-a-dire la migration des
CPE dans la circulation sanguine jusqu’au site de néovascularisation, processus
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qui nécessite une navigation active. Le homing est considéré comme un processus
rapide, coordonné et constitué de plusieurs étapes, méme si, a ce jour, sa caracté-
risation demeure incomplete. Comme pour les cellules souches, on pense que le
homing met en jeu la voie de signalisation impliquant le SDF-1, une molécule
chimio-attractive puissante pour les cellules souches hématopoiétiques qui appar-
tient a la famille CXC et qui se lie au récepteur de chimiokine CXCR-4. 11 a été
montré in vitro que les CPE expriment CXCR-4 et migrent en réponse au SDF-
1 [6]. On pense que le roulement (rolling) des CPE, suivi par une adhésion ferme
a la surface endothéliale, est obtenu par 1’action des intégrines, et des études sug-
gerent que le homing des CPE vers différents organes dépend de la présence de
molécules d’adhésion distinctes. L’invasion permettant d’avoir acces a 1’espace
extravasculaire est déclenchée par I’activation de protéases : les métalloprotéases 2
et 9 et la cathépsine L [7-9].

MODULATION PHARMACOLOGIQUE ET GENETIQUE
DU NOMBRE ET DE LA FONCTION DES CPE

Les CPE représentent une minuscule fraction de cellules du sang périphérique
circulant et de 1la moelle osseuse. Certaines estimations laissent a penser qu’elles
constituent seulement entre 0,01 p. 100 et 0,0001 p. 100 du nombre total de cellu-
les [10]. Ainsi, afin d’utiliser les CPE dans le cadre d’applications thérapeutiques
in vivo, les investigateurs ont soit isolé des CPE et multiplié leur population ex
vivo, soit utilisé de nombreuses interventions pharmacologiques afin d’enrichir la
population de cellules circulantes, soit un mélange de ces deux stratégies. Chose
intéressante, les études ayant estimé le rendement de la prise des cellules trans-
plantées soulignent la nécessité d’utiliser une méthodologie qui favorise 1’expan-
sion des CPE si I’on veut obtenir un effet thérapeutique. L’injection intraveineuse
de cellules purifiées ex vivo fournit un taux d’incorporation situé entre 7 et
20 p. 100, alors que les cellules progénitrices mobilisées de facon endogene ont
un taux de prise de greffe d’approximativement 2 p. 100 [7].

Les investigateurs ont exploré de nombreuses interventions pharmacologiques en
tant que mécanisme non invasif pour moduler a la fois le nombre et la fonction des
CPE. Ces agents comprennent le G-CSF, les inhibiteurs de I’hydroxyl-3-méthyl-3-
glutaryl coenzyme A réductase (HMG-CoA), I’érythropoiétine et les inhibiteurs de
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ACE) [11]. Parmi ces agents, le G-CSF
est sans doute celui qui a été le plus étudié. Le G-CSF permet de diminuer la
chimiokine SDF-1, ce qui déclenche la mobilisation de cellules progénitrices de
la moelle osseuse [12]. Plusieurs études cliniques portant sur un petit nombre de
patients ont montré que 1’administration exogéne de G-CSF augmente efficace-
ment la mobilisation des CPE chez les patients souffrant de maladie des arteres
coronaires. Le traitement par G-CSF, visant a augmenter la mobilisation des CPE,
a été étudié dans des essais cliniques chez des patients souffrant d’infarctus du myo-
carde a la phase aigué [13, 14]. L’injection sous-cutanée de G-CSF (10 mg/kg) pen-
dant 6 jours dans le cadre de I’essai clinique « Front-Integrated Revascularization
and Stem Cell Liberation in Evolving Acute Myocardial Infarction by Granulocyte
Colony-Stimulating Factor (FIRSTLINE-AMI) » (Front de revascularisation et
libération de cellules souches par le facteur de croissance granulocytaire dans le
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cadre d’un infarctus du myocarde a la phase aigué€) a eu pour résultat une multi-
plication par 20 du nombre de cellules CD34* au jour 6, et ce résultat était associé
aune amélioration de la fraction d’éjection ventriculaire gauche et a un remodelage
ainsi qu’a une augmentation de I’activité métabolique (capture du 18F-déoxy-
glucose) dans la zone de I’infarctus apres 4 mois [15]. Par opposition, 1’essai cli-
nique « Stem Cells in Myocardial Infarction (STEMMI) » (Cellules souches dans
le cadre d’un infarctus du myocarde) n’a mis en évidence aucune différence signi-
ficative au niveau de la fraction d’éjection ventriculaire gauche a 6 mois chez les
patients souffrant d’infarctus du myocarde a la phase aigué ayant recu du G-CSF
exogene (10 pg/kg), par rapport aux patients recevant une injection de placebo
[16]. Cette découverte négative a été confirmée par une deuxieme étude dans
laquelle 56 patients recevaient des injections sous-cutanées quotidiennes de G-CSF
(10 ng/kg) pendant 5 jours. En comparaison avec 58 patients ayant re¢u une injec-
tion de placebo, il n’y avait apres 4 a 6 mois aucune différence significative de la
réduction de la taille de I’'infarctus de I’augmentation de la fraction d’éjection ven-
triculaire gauche chez les patients recevant du G-CSF [17]. Les résultats négatifs
de ces études peuvent, en partie, s’expliquer par le constat que le G-CSF exogene,
alors qu’il augmente la mobilisation des CPE, altere I’activité fonctionnelle des
cellules progénitrices [18].

L’érythropoiétine fait partie des autres agents qui favorisent la mobilisation des
CPE, ayant fait I’objet d’études cliniques. Dans des études précliniques portant sur
un modele canin d’infarctus du myocarde a la phase aigué, I’administration
d’érythropoiétine (1 000 Ul/kg) jusqu’a 6 heures apres induction de la 1ésion myo-
cardique a eu pour résultat une réduction de la taille de I’infarctus, une augmentation
de la densité capillaire et une amélioration de la fonction ventriculaire gauche [19].
Dans une étude clinique portant sur un petit nombre de patients, les patients souf-
frant d’un infarctus du myocarde a la phase aigué recevaient un unique bolus de
darbépoiétine (300 pg) avant une angioplastie primaire. Par rapport aux patients
n’ayant pas recu le traitement, les patients ayant recu la darbépoiétine avaient une
augmentation des CPE a 72 heures de 2 a 3 fois. Toutefois, ceci n’a eu aucune
conséquence sur la fraction d’éjection ventriculaire gauche au 30¢ jour de suivi [20].

Un antagoniste de CXCR4, AMD3100, s’est également avéré capable de faci-
liter la mobilisation des CPE de donneurs sains, et I’administration de ce composé
a augmenté le nombre de CPE par 10. Par comparaison avec les CPE isolées en
I’absence de médicament, ces cellules ont en outre fait preuve d’une amélioration
de leur capacité de prolifération [21].

Des études préliminaires ont également mis en évidence le fait qu’un nouvel
amplificateur de la transcription, qui augmente I’expression de eNOS, améliore
la fonction des CPE. Cet agent, AVE9488, a permis d’augmenter 1’expression et
I’activité de I’ ARN messager de eNOS dans les cellules mononuclées de la moelle
osseuse, isolées chez des patients souffrant d’une cardiopathie ischémique, avec
détérioration du potentiel de néovascularisation. In vivo, les cellules traitées par
AVE9488 ont permis d’augmenter la néovascularisation dans un modele expéri-
mental d’ischémie des pattes arriere [22].

La transduction des CPE visant a leur faire surexprimer les protéines de signali-
sation principales a été utilisée comme stratégie alternative pour moduler le nombre
et la fonction des CPE. Alors que ces études en sont toujours au stade préliminaire
et ne font pas encore I’objet d’essai clinique, les données obtenues dans ces études
sont néanmoins intéressantes. Par exemple, les CPE ont été transduites avec un
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adénovirus qui code pour le VEGF, s humain, puis elles ont été injectées dans un
modele murin d’ischémie des pattes arriere. Lorsque ces cellules modifiées ont
été injectées aux souris, les taux de VEGF humain étaient significativement élevés
et sont restés détectables jusqu’a 28 jour apres I’injection, ce qui a eu pour résultat
I’augmentation de la néovascularisation et de la circulation sanguine dans les
membres ischémiés, ainsi qu’une réduction de 64 p. 100 des auto-amputations.
Chose intéressante, une dose 30 fois inférieure de CPE transduites s’est avérée
nécessaire pour atteindre les résultats obtenus avec des CPE non transduites [23].
Alors que les CPE transduites se sont avérées plus efficaces que les cellules non
transduites dans cette étude, les investigateurs n’ont pas comparé les CPE trans-
duites au transfert génétique seul. Toutefois, ces études laissent entendre que des
CPE modifiées biologiquement offrent un bénéfice thérapeutique supérieur a
celui apporté par les cellules non transduites. D’autres études ont utilisé des tech-
niques similaires afin d’évaluer I’effet des cellules souches mésenchymateuses
transduites par le VEGF s humain dans un modele expérimental d’infarctus du
myocarde chez le rongeur. En comparaison avec la thérapie cellulaire ou la thé-
rapie génique seule, I’administration de cellules progénitrices transduites a eu
pour résultat la réduction la plus importante de la taille de 1’infarctus, associée a
une augmentation de la densité capillaire [24]. De méme, la surexpression de
eNOS a également été évaluée dans un modele d’angioplastie par ballonnet de
I’artere carotide chez le lapin. Les CPE étaient transduites par un vecteur rétro-
viral pseudotype, codant pour le eNOS et transplanté dans le vaisseau atteint.
Alors que la greffe de CPE seule a permis de réduire la formation néo-intimale,
celle-ci a été davantage réduite dans les vaisseaux dans lesquels des CPE trans-
duites par eNOS avaient été transplantées [25].

Ces études mettent en évidence le fait que le transfert génétique pour surexpri-
mer les protéines dans les CPE est possible et efficace dans les modeles expéri-
mentaux. Additionnées & nos connaissances actuelles de la biologie des CPE, ces
données suggerent davantage encore que les efforts a venir pour stimuler la fonc-
tion des CPE in vivo pourraient nécessiter des manipulations génétiques coordon-
nées afin d’exprimer des geénes multiples sur un mode séquentiel.

SIGNIFICATION CLINIQUE DES CPE

Les études évaluant la signification clinique des CPE se sont principalement
concentrées sur la quantification du nombre et de la fonction de ces cellules dans
différentes populations de patients, étudiant la valeur prédictive du nombre de CPE
et déterminant 1’efficacité thérapeutique de 1’administration des CPE afin de favo-
riser la néovascularisation, de limiter les processus Iésionnels et de réparer 1I’organe
atteint.

Insuffisance rénale chronique

Chez les patients souffrant d’insuffisance rénale chronique (IRC), les études
portant sur le nombre absolu de CPE ainsi que sur leur fonction ont abouti a des
résultats discordants. Par exemple, une étude qui comparait des CPE isolées de
patients hémodialysés a long terme avec celles de volontaires sains, a révélé

- 0



%% é 116597UIN_NEPHRO_Chap01 Page 7 Lundi, 12. mars 2007 10:21 10 é

CELLULES PROGENITRICES ENDOTHELIALES 7

I’existence d’une augmentation du nombre absolu de CPE chez les patients hémo-
dialysés, toutefois ces cellules étaient dysfonctionnelles comme le montraient
I’altération de I’activité migratoire et de I’adhésion a la matrice extracellulaire et
aux cellules endothéliales [26]. Par opposition, d’autres études comparant les
mémes populations ont signalé une réduction du nombre de CPE circulantes et
une formation ex vivo de colonies a partir des cellules isolées de patients hémo-
dialysés [27]. Une explication a ces observations discordantes pourrait étre le statut
urémique des patients au moment de 1’étude. II a été mis en évidence que I’'urémie
est associée a une réduction du nombre de CPE, et les CPE exposées au sérum
urémique présentent une inhibition marquée de la différenciation en cellules endo-
théliales matures. La correction de I'urémie par un traitement substitutif a permis
de rétablir le nombre de CPE chez les patients souffrant d’IRC [28].

Chose intéressante, chez les patients transplantés rénaux qui ont un risque accru
de développer une maladie cardiovasculaire, les études portant sur le nombre et
la fonction des CPE ont également abouti a des résultats discordants. Dans une
étude portant sur 94 patients transplantés rénaux, le nombre de CPE s’est avéré
réduit par rapport a celui des 39 sujets du groupe témoin, et ceci était associé a
une réduction de la prolifération in vitro des CPE. Grace a I’analyse de régression
multivariée, les investigateurs ont identifié le taux de filtration glomérulaire, les
taux de lipoprotéines de haute et de faible densité et le poids corporel comme
autant d’éléments indépendants de prédiction du nombre de CPE [29]. Malgré
cette découverte, deux autres études ont signalé que le nombre de CPE était simi-
laire chez les patients transplantés rénaux a celui observé chez des sujets sains.
Une étude portant sur 74 patients transplantés rénaux stables a mis en évidence
que les nombres de CPE absolus étaient identiques entre patients et sujets sains,
toutefois significativement plus élevés que chez les patients urémiques. Chez les
receveurs de greffe, le nombre de CPE était en corrélation avec le fonctionnement
du greffon. Lorsque les CPE étaient exposées ex vivo a du sérum de patients trans-
plantés avec un faible fonctionnement du greffon, la différenciation des CPE se
trouvait entravée de maniere significative en comparaison avec ce qui était
observé lorsque les cellules étaient exposées a du sérum de patients avec une
clairance > 50 ml/min [30]. Une étude similaire a confirmé ces observations et a
mis encore plus en évidence le fait que le nombre de CPE était corrélé avec
I’indice de masse corporelle, la pression artérielle moyenne ainsi qu’avec les anté-
cédents de maladies cardiovasculaires [31]. De nouveau, ces différences selon les
études refletent probablement des différences subtiles dans les populations de
patients examinées, ainsi que dans les méthodes d’isolement et d’analyse fonc-
tionnelle des CPE.

Dans les modeles expérimentaux, 1’influence sur les CPE d’une 1ésion rénale
aigué a également été évaluée. Grace a I’utilisation d’un modele murin de clam-
page unilatéral de 1’artere rénale, les investigateurs ont mis en évidence que cette
1ésion n’avait aucune influence sur le nombre de CPE circulantes. Toutefois, 1’ana-
lyse immunohistochimique des reins a révélé une augmentation par 6 du nombre
de CPE résidentes dans la région médullopapillaire apres 7 jours d’ischémie, sug-
gérant que les CPE possédaient les capacités fonctionnelles adéquates pour se
mobiliser a partir de la moelle osseuse et procéder a leur homing jusqu’au site de
I’ischémie rénale. Lorsque les CPE ont été isolées de la région médullopapillaire
rénale et par la suite transplantées dans un deuxieme groupe de souris souffrant
d’ischémie rénale aigué, I’intervention a abouti a une rénoprotection partielle, ce
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qui laisse a penser que ces cellules ont participé au rétablissement observé de la
fonction rénale [32].

Récemment, des investigateurs ont essayé d’exploiter le potentiel thérapeutique
des CPE afin de prévenir I’hyperplasie intimale qui est responsable d’échecs des
voies d’abord pour I’hémodialyse. Des études préliminaires ont montré qu’il était
possible d’accroitre les populations de CPE ex vivo afin d’en recouvrir les maté-
riaux prothétiques utilisés pour les voies d’abord. Toutefois, 1’efficacité de ces pro-
cédures a été entravée par le fait qu’elles nécessitaient beaucoup de temps et de
travail. Pour surmonter ces restrictions, les investigateurs ont recouvert le matériel
greffé avec des anticorps anti-CD34, moyen permettant d’attirer rapidement les
CPE circulantes et de favoriser la protection précoce des cellules endothéliales des
greffons (fig. 2). Dans un modele porcin, des greffons en polytétrafluoroéthyléne
expansé (ePTFE) recouverts d’anti-CD34 ont été implantés entre I’artere carotide
et la veine jugulaire interne afin de simuler une fistule artério-veineuse, puis com-
parées a des greffons sans ePTFE implantés sur le c6té controlatéral. Les greffons
recouverts d’anti-CD34 étaient pour la plupart endothélialisés a J 3 et J 28 apres
implantation de la greffe, par opposition a la rareté de la protection endothéliale
observée sur les greffons non recouverts. Malgré des signes d’endothélialisation
rapide et précoce sur les greffons recouverts d’anti-CD34, a jour 28, une augmen-

Systéme vasculaire
ériphérique
Hémodialyse par greffon Myocarde

Apport intra-artériel
par cathéter

r—‘ Apport intracoronaire
par cathéter
Greffon recouvert o

d’anticorps l

Injection intramusculaire

directe Injection

épicardique
ou péricardique

F1G. 2. — Techniques d’apport des CPE [33, 39, 40, 45-50]. De nombreuses méthodes ont
été utilisées dans le but d’augmenter le nombre de CPE résidant dans des sites de néo-
vascularisation. Pour dépasser les limitations liées a la formation néo-intimale responsable
d’échec de la voie d’abord pour I’hémodialyse par greffon, la mise en place de greffons
recouverts d’anticorps anti-CD34 a engendré une endothélialisation rapide (a gauche).
Toutefois, cette technique était associée a une augmentation de la formation néo-intimale
laissant supposer que des perfectionnements supplémentaires au niveau du choix de
I’anticorps sont nécessaires. Chez les patients souffrant de maladie vasculaire périphéri-
que, I’apport de CPE a été effectué par injection intravasculaire ou par injection intra-
musculaire directe de cellules isolées (au centre). Les études portant sur des patients
souffrant de maladies des artéres coronaires ont privilégié 1’injection intra-artérielle de
CPE, mais ces cellules peuvent également étre injectées par injection épicardique ou
endocardique directe dans les sites de I’ischémie (a droite).
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tation nette de I’hyperplasie intimale au site d’implantation de 1’anastomose
veineuse est apparue par comparaison avec les greffons sans ePTFE. Cette décou-
verte surprenante a été attribuée au fait que les types de cellules immatures cap-
turées par I’anticorps anti-CD34 peuvent, en fait, se différencier en cellules
progénitrices de muscle lisse, ce qui augmente la formation néo-intimale, comme
cela a été mis en évidence antérieurement [33-35]. Cette étude souligne le fait
que si la capture d’anticorps des cellules progénitrices immatures et des CPE est
possible, par contre, les anticorps utilisés pour cette sélection pourraient nécessi-
ter un affinage plus approfondi ainsi qu’une administration coordonnée de fac-
teurs de croissance sélectionnés afin de déclencher la différenciation en cellule
endothéliale mature, et non pas en clones de cellules musculaires.

Maladies vasculaires périphériques

Chez les patients souffrant de maladie vasculaire périphérique, il s’avere que le
nombre et la fonction des CPE constituent des marqueurs de gravité de la maladie,
notamment chez les patients souffrant de diabete sucré. Dans cette population de
patients, les diabétiques de type 2 avaient une réduction de 40 p. 100 du nombre
de CPE par rapport aux sujets sains, et il existait une corrélation inverse avec les
glycémies a jeun. Chez les patients souffrant de maladie vasculaire périphérique
concomitante, il existait une réduction de 47 a 53 p. 100 du nombre de CPE par
rapport aux patients diabétiques ne souffrant pas de maladie vasculaire, et ceci
était relié négativement a I’index de pression systolique cheville/bras ainsi qu’au
degré de gravité global de la maladie vasculaire [36, 37].

Dans cette population de patients, I’exercice physique pratiqué par les patients
ischémiques a amélioré a la fois le nombre et la fonction des CPE de maniere
significative. Chez ces patients ischémiques, 4 semaines d’exercice physique ont
permis une augmentation de 440 p. 100 du nombre de cellules progénitrices cir-
culantes, et ceci était associé a une amélioration de la fonction des CPE étudiées
dans le cadre d’une culture ex vivo sur Matrigel, en comparaison avec les cellules
isolées de patients ne faisant pas d’exercice ou suivant un entralnement physique
modérée infra-ischémique. Au contraire, un exercice physique induisant une
ischémie entrainait & une augmentation de 310 p. 100 des taux de VEGF et I’aug-
mentation de ’expression de CXCR4, facteur de homing pour les cellules progé-
nitrices, suggérant un mécanisme biologique par lequel cet exercice physique a pu
améliorer le nombre et la fonction des CPE [38].

Des études pilote de transplantation de CPE, visant a réduire I’ischémie tissu-
laire secondaire a une maladie vasculaire athérosclérotique périphérique, ont donné
des résultats prometteurs (voir fig. 2). Chez 5 patients a qui on avait injecté des
CPE CD34* autologues mobilisées par le G-CSF dans 50 sites différents d’un
membre ischémique, la transplantation de CPE a eu pour résultat un soulagement
des symptomes et une augmentation de I'intervalle de marche sans symptome,
apparus dans les 3 jours suivant I’opération [39]. Ces observations ont été appro-
fondies dans le cadre de 1’essai clinique The Therapeutic Angiogenesis using Cell
Transplantation (TACT) (Angiogenese thérapeutique par transplantation cellu-
laire), qui a étudié 22 patients souffrant d’ischémie bilatérale des membres infé-
rieurs. Ici, les investigateurs ont injecté des cellules mononucléaires autologues du
sang périphérique dans une jambe, et dans I’autre, ils ont injecté des cellules mono-
nucléaires isolées de la moelle osseuse. A 4 semaines, 1’index de pression systo-
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lique cheville/bras, la pression d’oxygene transcutané, la douleur au repos et le
temps de marche sans douleur ont été améliorés de maniere significative dans les
membres ayant recu une injection de cellules mononucléaires du sang périphé-
rique et cet effet s’est maintenu jusqu’a une durée de 24 semaines [40]. Chose
intéressante, lorsque le débit de circulation sanguine dans les membres a été
mesuré a I’aide d’une scintigraphie de perfusion a la tétrofosmine marquée au
99mTc, il a été découvert qu’apres I’implantation cellulaire apparaissait une aug-
mentation nette du débit de la circulation sanguine dans la zone proximale (du
genou a la cheville), mais aucune dans la zone distale (de la cheville jusqu’au
bout des orteils) [41]. Les résultats de ces études portant sur un petit nombre de
patients laissent a penser que les agents adjuvants, les procédures de transplan-
tation itératives ou celles utilisant des sites différents d’administration pourraient
s’avérer nécessaires pour obtenir une perfusion sanguine distale des membres
inférieurs.

Maladies des arteres coronaires

Plusieurs études ont examiné la valeur prédictive du nombre de CPE circulantes
et ont établi une corrélation entre celle-ci et I’évolution aussi bien chez les patients
ayant seulement des facteurs de risque de maladies cardiovasculaires que chez
ceux dont la maladie était avérée. Dans une étude préliminaire sur 45 hommes
porteurs de facteurs de risque de maladie des arteres coronaires, mais sans maladie
avérée, le nombre de CPE était significativement corrélé avec le score du facteur
de risque de Framingham et la fonction endothéliale, déterminée par la réactivité
du flux sanguin de I’arteére brachiale. De plus, les CPE isolées de sujets a haut
risque d’événements cardiovasculaires ont montré des taux élevés de sénescence
in vitro en comparaison avec les cellules isolées d’individus a faible risque [42].
Chez les patients souffrant d’une maladie des arteres coronaires établie, le nombre
de CPE a été associé a une incidence significativement plus élevée d’événements
cardiovasculaires récurrents sur une période de 10 mois, et par le biais d’une ana-
lyse multivariée, apres ajustement aux facteurs de risque de maladies des arteres
coronaires classiques, la réduction du nombre de CPE s’est avérée étre un élément
indépendant de prédiction de mauvais pronostic [43]. Une deuxieme étude portant
sur 512 patients suivis pendant un an a confirmé ces données. Des taux de CPE
supérieurs au taux de base ont été associés a un risque réduit de déces cardio-
vasculaire, d’autres événements cardiovasculaires majeurs, de la nécessité de
revascularisation et d’hospitalisation. Toutefois, les taux de CPE absolus seuls ne
constituaient pas des éléments de prédiction de déces de toutes origines [44].

De nombreuses études cliniques ont essayé de mettre en évidence 1’efficacité
de I’administration des CPE en tant que traitement adjuvant des infarctus aigus du
myocarde pour limiter le remodelage post-infarctus (voir fig. 2). Toutefois, ces
essais ont conduit a des résultats discordants laissant a penser que le véritable effet
de la transplantation de CPE demeure inconnu. L’essai clinique « The Transplan-
tation of Progenitor Cells and Regeneration Enhancement in Acute Myocardial
Infarction (TOPCARE-AMI) » (Transplantation de cellules progénitrices et amé-
lioration de la régénération dans le cadre d’un infarctus du myocarde a la phase
aigué) a évalué la tolérance et I’efficacité de la transplantation de CPE chez
20 patients souffrant d’infarctus du myocarde a la phase aigué. Apres reperfusion
de I’artere en cause dans I’infarctus, les patients ont recu une injection soit de CPE
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dérivées de la moelle osseuse, soit de CPE périphériques. A 4 mois, une amélio-
ration de la fonction ventriculaire gauche, une réduction des indexes de remodelage
ventriculaire gauche inadapté et une augmentation de la viabilité dans la zone de
I’infarctus ont été constatées chez ces patients, par rapport a un groupe de référence
de patients appariés non randomisés. Il n’est apparu aucune différence significative
au niveau de ’efficacité entre les CPE dérivées de la moelle osseuse et les CPE
périphériques, et aucune arythmie grave n’a été signalée [45]. Ces résultats ont été
confirmés dans le cadre de I’essai clinique « Bone Marrow Transfer to Enhance
ST-elevation Infarct Regeneration (BOOST) » (Transfert de moelle osseuse afin
d’améliorer la régénération du sus-décalage du segment ST), qui a fait état d’une
augmentation de 6,7 p. 100 de la fraction d’éjection ventriculaire gauche apres
6 mois, chez les patients ayant recu un transfert par voie intracoronaire de cellules
autologues dérivées de la moelle osseuse, par comparaison avec les patients ayant
recu un traitement médical optimal [46].

Récemment, les résultats de trois essais cliniques simultanés portant sur le trai-
tement par injection intracoronaire de cellules progénitrices dérivées de la moelle
osseuse dans le cadre d’un infarctus du myocarde a la phase aigué ont été révélés.
Dans le cadre de I’essai clinique « Autologous Stem-cell Transplantation in Acute
Myocardial Infarction (ASTAMI) » (Transplantation de cellules souches autolo-
gues dans le cadre d’un infarctus du myocarde a la phase aigué), les investigateurs
ont évalué I’effet de ’injection cellulaire sur la fonction ventriculaire gauche
avant injection et a 6 mois grace a I’utilisation d’une tomographie par émission
de photon unique controlée par électrocardiogramme, d’un échocardiogramme
et d’'une IRM. Par rapport aux patients du groupe témoin n’ayant pas regu
d’injection cellulaire, I’injection de cellules progénitrices n’a produit aucune dif-
férence significative au niveau de la fonction ventriculaire gauche au cours de
I’étude, et ceci quelle que soit la méthode d’imagerie utilisée [47]. Par opposi-
tion, ’essai clinique « Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and Infarct
Remodeling in Acute Myocardial Infarction (REPAIR-AMI) » (Réinjection de
cellules progénitrices enrichies et remodelage de 1’infarctus dans le cadre d’un
infarctus du myocarde a la phase aigué), portant sur 204 patients, a mis en évi-
dence le fait que les patients ayant re¢u une thérapie cellulaire avaient une amé-
lioration significative de la fraction d’éjection ventriculaire gauche 2 4 mois. A
1 an, I’injection cellulaire était associée a une réduction du critere d’évaluation
combinant déces, infarctus récurrent ou nécessité de procédures de revasculari-
sation [48, 49]. Enfin, il a été signalé que, chez les patients stables ayant des
antécédents anciens d’infarctus du myocarde, 1’injection de cellules dérivées de
la moelle osseuse pouvait augmenter la fonction ventriculaire gauche d’un
modeste 2,9 p. 100 par rapport aux patients du groupe témoin. Cet effet est lié
a I’augmentation de la contractilité de la région myocardique dans le territoire
artériel de I’infarctus [50].

De nombreuses hypotheses ont été avancées afin d’expliquer les résultats discor-
dants dans ces essais cliniques. Elles incluent les différences de I’organisation des
études et des techniques utilisées pour caractériser et isoler les cellules progéni-
trices. Il a également été suggéré que I’injection de cellules progénitrices pourrait
en fait entraver le rétablissement du myocarde apres infusion coronaire percutanée
puisque certaines sous-populations de ces cellules favorisent a la fois la resténose
et ’athérosclérose. Toutefois, cette hypothese a été récemment écartée. En effet,
dans une étude angiographique chez 83 patients souffrant d’infarctus du myocarde
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a la phase aigué, 1’angioplastie primaire avec mise en place d’un stent en métal
non recouvert et I’injection adjuvante de cellules dérivées de la moelle osseuse
n’ont pas entrainé d’augmentation de la rethrombose ou de la resténose par rapport
a des patients traités de la méme maniere sans injection cellulaire. L’analyse multi-
variée a montré que I'injection cellulaire n’était pas un élément prédictif indé-
pendant de resténose, et que le taux de revascularisation du vaisseau traité restait
de 28,9 p. 100 tout au long de la période de suivi de 3 ans, suggérant qu’il n’existait
aucun effet de la thérapie cellulaire sur la progression de la maladie athéroscléro-
tique [51].

Une autre hypothese intéressante prend en compte le potentiel angiogénique des
CPE isolées pour une réinjection. En effet, une étude portant sur 51 patients souf-
frant d’infarctus du myocarde a la phase aigué et reperfusé par angioplastie pri-
maire donne des résultats qui vont dans ce sens. Dans cette étude, les CPE de
patients ont été isolées et la capacité de ces cellules a se différencier en cellules
endothéliales a été évaluée ex vivo. Dans le groupe de patients ayant des CPE
capables de se différencier, il existe une augmentation significative de la fraction
d’éjection ventriculaire gauche et de la récupération myocardique, par rapport aux
patients dont les CPE sont incapables de se différencier [52]. Ceci laisse penser
que non seulement le nombre, mais également la capacité fonctionnelle des CPE
isolées sont importants dans le rétablissement de la fonction myocardique. Cette
hypothese est étayée par 1’observation que le nombre de CPE absolu peut étre
augmenté (et non pas diminué) lors de I’infarctus du myocarde a la phase aigué.
En fait, des études ont mis en évidence que le nombre de CPE dans le sang péri-
phérique augmentait de maniere significative aprés une heure chez les patients
souffrant d’infarctus du myocarde a la phase aigué en comparaison avec les sujets
du groupe témoin, et des taux élevés étaient toujours détectables pendant 2 mois
[53, 54]. Inversement, on pourrait émettre I’hypothese selon laquelle I’ampleur de
la 1ésion est supérieure a la capacité de réparation des cellules mobilisées. Néan-
moins, dans leur ensemble, les résultats de ces essais cliniques montrent que
I’injection de cellules dérivées de la moelle osseuse est sans risque et que ses béné-
fices cliniques restent a préciser.

CONCLUSION

Il a été montré que les cellules progénitrices endothéliales, une population de
cellules définie, mobilisée depuis la moelle osseuse et capable de se localiser
(homing) dans les sites de 1ésion, sont un facteur prédictif de 1’évolution de maladie
vasculaire athérothrombotique. Ces cellules ont été utilisées comme traitement
chez I’homme avec une efficacité modeste. Ceci est probablement expliqué par le
fait que de nombreuses questions portant sur 1’identification, la caractérisation et
la biologie vasculaire de ces cellules restent sans réponse. C’est seulement lorsque
existeront un consensus au sujet des marqueurs de surface permettant d’isoler une
population de CPE pure, ainsi qu’une compréhension approfondie des mécanismes
de mobilisation, de homing, et de différenciation, que le potentiel complet des CPE
en tant qu’effecteurs de réparation dans les tissus ischémiques pourra étre reproduit
dans des essais cliniques.
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