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|- Historique

La transfusion sanguine peut étre considérée comme la prestigdeapie cellulaire » chez
’lhomme. Elle fut :

- évogueée dans I'histoire des anciens EgyptiensTeale d’anatomied'Hérophile,

- tentée en 1492 par le pape Innocent VIII, qui a bu le sang deduniss garcons,

morts dans les suites, suivis de peu par le pape.

Le Pape Innocent VI

- réussie en 1667, par Jean Baptiste Denis, médecin privé de Louigiuilinjecta
neuf onces de sang d’'un agneau a un jeune homme qui fut définitivaméeind’gne
fievre qui avait résisté a une vingtaine de saignées.

Entre temps (en 1616), William Harvey avait démontré la rédditia circulation sanguine et

l'utilité du sang a transporter « quelque chose ».
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William Harvey «Exercitatio Anatomica de Motu Cordis et Sanguinid\nimalibus »publié en 1928



Les groupes sanguins sont découverts en 1900 par l'autrichien Kadtked (prix Nobel
en 1930) et la transfusion sanguine, iso groupe, trouve son utilité duraeiare guerre

mondiale.

Karl Landsteiner

Karl Landsteiner et Alexander Wiener mettent en évidenceolgpgrRhésus en 1940 et Jean
Dausset (prix Nobel en 1980) découvre le complexe majeur d’histocaitifgatiu le groupe

HLA (Human Leukocyte Antigen) en 1958.

Jean Dausset

La premiere transplantation d’organe, réussie et rapportée, corleecmnée. Elle est
réalisée en 1905 par Eduard Konrad Zirm, sur un homme de 45 ans. Lar@remie
transplantation rénale est pratiquée a I'hopital Necker, en 1952¢paipe du professeur
Louis Michon et la premiere transplantation rénale « réussleux ans plus tard, entre de
vrais jumeaux, par Joseph E. Murray (prix Nobel en 1990). La prertramsplantation

cardiaque est réalisée en 1967 par le professeur ChristiardamAfrique du sud (Barnard



1967), chez un patient ayant survécu 18 jours aprés lintervention.rdsestats des
transplantations d’organe se sont améliorés par l'arrivée deltzsporine, découverte en
janvier 1972 et utilisée par Norman E. Shumway en complément des drogues t@ni phjs
traditionnelles».

En ce qui concerne la moelle osseuse, la premiére réussiéhdmme est réalisée par E.
Donnall Thomas en 1957 (Thomas 1957). La thérapie cellulaire, papltmataion de
cellules, débute par la transplantation de cellules souches hémttpesié Actuellement,

elle n'a pas fait de progrés remarquable malgré de nombreuses étudesarkpéas.

E. Donnall Thomas

La premiére greffe de sang de cordon est réalisée en 1988pafdsseur Eliane Gluckman

(Wagner 2010), a I'hépital St. Louis.

Eliane Gluckman



La thérapie cellulaire myocardique est une des premiéerescafimiis pratiques de la
transplantation de cellules dans un organe différencié. Ellexpétimentée depuis plus de
quinze ans, mais les premieres publications datent de 1996 avec lestprdide I'équipe

du professeur Menasché et d'une équipe de l'université de Toronto (scorsin1996, Li 1996). La
lésion myocardique était provoquée soit par ligature coronairgpaoitongélation, pour la

transplantation de cardiomyocytes fcetaux.

Philippe Menasché Ren-Ke Li



lI- Généralités et état des lieux

1- Définition

Les produits cellulaires a finalité thérapeutique sont des eglhuimaines utilisées a des fins
thérapeutiques autologues (c'est-a-dire que le donneur et le reseveune méme personne)
ou allogéniques (le receveur et le donneur sont deux personnes difiécpratiegie soit le
niveau de transformation, y compris leurs dérivés (définition dentagfrancaise de sécurité
sanitaire des produits de santé -AFSSAPS-). La transfusioguisenest exclue de la
définition de thérapie cellulaire. La notion de thérapie cellulageconcerne donc que
'apport de produits cellulaires nucléés capables de s’intégres dn tissu ou organe avec
possibilité de multiplication cellulaire.

Selon l'article L 1211-1 du code de la santé publique« la thérapie cellulaire concerne les
produits biologiques a effet thérapeutique issus de préparationlWlesceivantes humaines
ou animales ». En théorie, le greffon cellulaire aide direatenoe indirectement a la
réparation de tissus endommageés et provoque l'arrivée et la proddetfanteurs manquant
au fonctionnement correct de I'organe.

L’action des cellules apportées peut étre :

une réparation

une substitution

un apport de tissu de soutien

une activité hormonale

une activité autocrine et paracrine
Les éléments apportés peuvent étre autologues ou hétérologues, avec apport de :

- cellules différenciées,



- cellules précurseurs, issues des cellules souches avec wredmtiifférenciation
acquise
- cellules souches multipotentes

- cellules souches totipotentes

Source Cell type Potential mechanisms Potential effects
¥p
of action
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' Blastulll —— Embryonic Differentation b eontractility
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? Ehin —" “ Remodelling of
fibrobiasts electrical properties
Cardiac o Rermodelling of infarcts
Gl ™ stem cells Differantiation into SIRIEhig o1 Pt
] endothelial calls
Angiogenesis
= G
a Blood a,____‘_hh Remodelling of the
7 T Endathelial extracellular matrix
Vi ragonitor cells Differentiation into
BEl Tt smooth muscle cells . ;
é Bong — 3 b it Contribution to

Ao .‘:h mechanical properties
~— of the sear

-I:-A Mesenchymal
{ oo, Falk ——— = stem celis
Iff L i Paracring effects Activation of

endogenous stem cells

Stem-cell therapy for cardiac disease : VincentMk. Segers & Richard T. Lee. Nature 451, 937-942(21
February 2008)

2- La thérapie cellulaire myocardique : problématique

Comme pour le tissu nerveux, la thérapie cellulaire apparait camendes solutions les plus
adaptées pour la réparation de lésions myocardiques irréversinese I'infarctus, malgré

I'existence démontrée d’une division cellulaire des cardiomgscgpres infarctus (Beltrami
2003).

L’insuffisance cardiaque ischémique est un enjeu majeur de sanig@ugubt représente un
poids économique non négligeable pour les différents systémes dedsastde monde

(Butler 2008, Cohn 1997). La prévalence de l'insuffisance cardiaquestsiée a 1 — 2%

dans les pays les plus « développés » avec une incidence prddiepde an (Mosterd 2007).



De plus, la forte diminution de la mortalité précoce de linfarctyscardique grace au
développement des techniques et des stratégies de revascatarmmgticardique rapide,
conduit un plus grand nombre de patients vers un remodelage myocardggid (Pfeffer

1995).

3- Traitement médical de I'insuffisance cardiaque

Plusieurs classes de médicaments ont désormais montré unetéffica négligeable pour le
traitement de [linsuffisance cardiaque : les antiagrégantqueltaires (Antithrombotic
Trialists' Collaboration 2002), les inhibiteurs de I'enzyme de comrer&usuf 2000), les
bétabloquants (Dargie2001), les diurétiques épargneurs de potassiurdq0ayiles statines
(Lépez-Cuenca 2010).

L’évolution vers l'insuffisance cardiaque terminale n’est le plusvent que ralentie par un
traitement meédical optimisé. La suite de I'évolution naturdiel’insuffisance cardiaque
terminale est le plus souvent la répétition des hospitalisatioes @ne espérance de vie

fortement réduite (Hunt 2009).

4- Traitement chirurgical

La transplantation cardiaque reste le traitement de choix,umeeamélioration significative
de la survie des patients (Taylor 2007). Ce traitement n’estlzhent proposé qu’aux
patients les plus jeunes, capables de suivre un traitement ahtiLeepesoin d’'un traitement
par immunosuppresseurs a vie et la pénurie d’'organes limitent griuerke recours a cette
solution « radicale ». Les techniques d’assistance cardiaqueniguéeasont également en
cours de développement. Elles répondent partiellement aux besoipatidass en attente de

transplantation (copeland 2004) ou comme traitement de longue durée (Siegenthaler 2005).
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5- Etudes de thérapie cellulaire dans le traitement de tisuffisance

cardiaque

L’insuffisance cardiaque terminale était et est encore céréedcomme une pathologie
« irréversible ». Les thérapies cellulaire et génique aaghiques sont apparues comme des
alternatives possibles aux traitements classiques, a fassss mécanique et a la
transplantation cardiaque. De nombreuses lignées cellulairedestés et des modalités
différentes de délivrance des produits sont élaborées. Malgréxpgdaneentation animale
riche et des résultats encourageants sur les différents mdddiesons myocardiques, aucun
résultat entierement satisfaisant n’est encore obtenu. Le nombpaldieation sur les
différents moteurs de recherche (PUBMED) est passé d'unte petitaine en 2001-2002,
avant le début du premier protocole en collaboration avec l'unitéétapile cellulaire du
professeur Menasché a plus de 20.000 articles, dont plus de 1700 congqaoeénent a des

essais cliniques chez I'homme.

llI- Les types cellulaires proposeés

1- Cellules autologues

Les myoblastes squelettiques

Historiquement, ils sont parmi les premieres cellules étudessin 1996). La facilité de
leur obtention chez 'homme (cellules autologues), les dél@desade leur culture, leur
résistance et multiplication rapide, leur origine musculaire, erfaiintine lignée de choix

pour les essais chez ’lhomme.

11



Cellules souches de la moelle osseuse :

C’est un compartiment hétérogene, composé de plusieurs populaticgiibbs csouches : les
cellules souches mésenchymateuses (CSM) (Piao 2005), les scelkdeiches
hématopoiétiques (CSH) (Orlic 2001), les cellules progénitriceseadmlultipotentes (Zeng
2007)...

La notion de transdifférenciation de ces lignées cellulairess dmasplantation, rapportée
par la littérature se révéle étre fausse (artéfadiniqgue et des phénomenes de fusion
cellulaire) (Vieyra 2005, Alvarez-Dolado 2003). Les travaux d’Ofdi¢ 2001) concernant
la régénérescence myocardique apres injection directe de CShhtngas confirmés et les
cellules greffées n’acquierent pas de phénotype cardiaque (Swie2608). De méme pour
les CSM qui n'ont probablement pas d’effet direct sur la répardtianyocarde endommage,
mais des effets indirects, pouvant améliorer la fonction myocardRei@ecke 2008). Une
des pistes a exploiter pour ces lignées, est une induction prplargason de ces cellules
souches dans la direction désirée. Le traitement par insulinemedthasone et acide
ascorbique des CSM fait apparaitre de la troponine | et d’amaegueurs spécifiques des
cardiomyocytes (Shim 2004); et un cocktail de culture complexe a dasb-aza-2'-
deoxycytidine pourrait méme orienter les SMC vers des celbd#antes avec détection de

myosine cardiaque (Shiota 2007).

Cellules souches myocardiques
Les cellules souches cardiagues ont été isolées en 2003 (B&th@B), a I'aide de leur

antigéne de surface c-kit (L)nchez le rat. Ces cellules peu nombreuses (1" céilule pour
10* cardiomyocytes), pourraient se multiplier et se transformee#ule musculaire lisse, en
cardiomyocyte ou en cellule endothéliale. Chez 'homme seulementDBcellules c-kit
sont retrouvées par mm?2 sur des biopsies de l'oreillette droike s¢ptum interventriculaire

(Pouly 2008). D’autres variétés de cellules souches myocardiquégaleiment été isolées :

12



les cellules sca~]1non c-kit (Oh 2003), les cardiospheéres, cellules souches battanssr e
2004) et les cellules IslIidentifiées chez la souris, le rat et 'homme (Laugwitz 2005).

Les cellules souches endothéliales, porteuses des marqueurs El34,6E CD 133 peuvent
se différencier en cellules endothéliales sans démonstrati@urddifférenciation en cellules

contractiles (Gruh 2006).

2- Cellules hétérologues

Cellules souches embryonnaires

Les travaux initiés par Leroy Stevens et Barry Pierce Emnannées 1950 (Alexandre 2001)
sur I'étude des tératocarcinomes murins ont permis d'isolepriwiéres cellules souches
embryonnaires. Ce sont des cellules multipotentes, dérivées gmrti@ interne des
blastocystes, avant I'implantation de I'ceuf. Elles sont isotdez 'homme depuis 1998
(Thomson 1998). Les cellules souches pluripotentes induites sont proche=lldéss
embryonnaires. Ce sont des cellules reprogrammées pour exgaserarqueurs spécifiques
de cardiomyocytes (Takahashi 2007). L'utilisation des ces ceksle®rtement encadrée et

limitée, pour des raisons éthiques évidentes.

Les cellules souches de sang du cordon ombilical

Le sang du cordon est un milieu hétérogéne contenant des cellulesumvpotentiel
angiogénique et une possible différenciation vers les cellulesutauss (Prat-Vidal 2007).
Ses avantages sont nombreux : c’est un milieu riche en cekaeshes et cellules
progénitrices, facile a obtenir et a cultiver. Il est largenuiisé chez ’lhomme pour traiter
les affections hématologiques et serait utilisable commefogremyocardique sans
immunosuppression (Henning 2004). Ce greffon est également confronté raouiadité

cellulaire élevée aprés transplantation (Balsam 2004) egrénees résultats encourageants

13



chez le rat (Henning 2004), aucune amélioration n’a été notée surdedenporcin (Moelker

2007).

3- Voies d’apport du greffon cellulaire

Les voies de transplantation cellulaire (Dib 2010) sont: La vor im¢ineuse, la voie
épicardique, la voie intracoronaire (Khang 2004), la délivranceepanlis veineux et la voie
endocardique. Le choix d’'une voie épicardique s’est naturellement imposé darnsel depuit

d’abord, en laboratoire, la taille et le poids des rats rendergukees voies inaccessibles;
d’autre part, la facilité d’acces au cceur lors des interventioingrgicales, chez ’lhomme, en

ont fait la principale voie utilisée dans I'équipe.
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Intravenous Intracoronary

A “‘*‘j
j.:/
o
A ol B
Direct epicardial Direct endocardial

B. Gersh, R. Simari, A Behfar, C. Terzic, A. Terfiardiac Cell Repair Therapy: A Clinical
Perspective. Mayo Clin Proc. 2009;84(10):876-92

Schématisation des différentes étapes de thérapie cellulaire :
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Choices

Challenges
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Stem-cell therapy for cardiac disease : Vincent F. M. SefieRichard T. Lee. Nature 451,
937-942(21 February 2008). Chaque étape doit faire I'objet d’'une attention particupérg et

mettre en péril tous le processus.
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V- Les travaux personnels de recherche pré-clinique :

2003-2007

Le choix du type cellulaire et du mode de délivrance au sein de I'6633 fait : greffe de
myoblastes squelettiques par voie épicardique; la problématique principadqulpd’ était de
comprendre les mécanismes d’action pour pouvoir améliorer les tedohationnels de la
thérapie cellulaire. Deux protocoles conjoints ont été élaborés :
- tester les effets d'un choc thermique sur les myoblastes paqaototole optimisé
de traitement cellulaire pré transplantation
- diminuer l'ischémie dans la zone de délivrance du greffon ceblulpour
améliorer la survie des myoblastes
L’hypothese de départ est fondée sur les travaux de Zhangg2684, Suzuki 2004) sur la
mortalité cellulaire aprés transplantation de myoblastes @tadeara (Tambara 2003) sur
importance du nombre de cellules greffées. L'amélioration déomation myocardique
dépend du nombre de cellules transplantées vivantes, retrouvées a distanceffée la gre
L’augmentation de la résistance des cellules a la transptentstait le but de ce premier
travail. L’amélioration de la résistance des cellules aofdose par un choc thermique
semblait étre une excellente idée : le choc thermique étaraitemtent physique, facilement
applicable aux myoblastes humains au cours des protocoles d’essai clinique.
Pour toutes les publications citées, tous les animaux sans exceptiofté opérés en

respectant les principes fondamentaux relatifs aux soins des animaux de laboratoi

17



Apport personnel pour ce travail, publié Transplantation. 2005 Sep 15:80(5):660&F

chapitre IX) :
» chirurgie et anesthésie de tous les animaux opérés
* injections quotidiennes de ciclosporine et soins courants sur toutkirée du
protocole
» préparation et culture cellulaire
e préparation des échantillons aprés sacrifice des animaux
» collecte des données

e participation a I'analyse des données et a la rédaction finale ddd'artic

Collaborations et aides pour I'élaboration du projet :

* Agnés Maurel : collaboration active pour toutes les manipulationslenaltoire et
expertise en culture de cellules, PCR, Western blot...

* Alain Hagege et Laurent Sabbah: cardiologues référents de I'étude lgmour
échocardiographies

» Alvine Bissery : analyse statistique

» Chantal Mandet, Patrick Bruneval : préparation des lames et analyse istelog

» Professeur Philippe Menasché : Directeur du travail et végiteddérent, du début
jusqu'a la finition complete. Aide et soutien intellectuel, financiklgistique,

psychologique et rédactionnel
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1- Le choc thermique (chaud ou froid) peut-il améliorer la grefé

de myoblastes squelettiques dans le myocarde infarci ?

Introduction

Au cours des derniéres années, la greffe de myoblastes squeldtid@)aesst apparue comme
une nouvelle option thérapeutique potentielle pour la réparation du myocagte wapr
infarctus. Plusieurs études expérimentales ont démontré que Ipsént se greffer sur les
cicatrices constituées aprés un infarctus, pour se différeanienyotubes et améliorer la
fonction cardiaque (Al Attar 2003). Toutefois, le faible taux de swte® cellules greffées
représente une limitation majeure de cette intervention. Ménaensort et la prolifération

cellulaires aprés injection de MS dans les tissus musculageglettiques sont des
événements ayant fait I'objet d’études intensives (Beauchamp 199%t@u&®97, Skuk

2004), il n’existe que relativement peu de données concernant le agantarci (Tambara

2003, Suzuki 2004). La présente étude est destinée a aborder cettnptesstiiéterminer si
I'application d’'un stress thermique avant la greffe, par le chawt @meck : HS) ou le froid

(cryo-congélation : Cryo) est susceptible d’améliorer la sum@s myoblastes par
'intermédiaire d’une rétrorégulation positive des protéines de ¢theenique (HSP, heat
shock proteins), qui ont un rdle cytoprotecteur (Bouchentouf 2004, Mosser 200@rdBuzz
1998).

Pour suivre les MS apres greffe, nous avons utilisé un systemétaifaae double marqueur,
fondé sur la méthode de Partridge (Beauchamp 1997), qui consistdea desf MS de rats
males nouveau-nés exprimantflgGalactosidasepfGal) dans des cceurs de rats femelles.

Lors de la mort cellulaire, il se produit rapidement une fuite la@leB-Gal soluble

19



cytoplasmique, dont la quantification refléte la perte cellulpicoce. En revanche, le
chromosome Y, mesuré par réaction de polymérisation en chaine (PCR) en wripgehe

Y de la région déterminant le sexe (sry), est toujours trareumisellules filles et fournit une
estimation quantitative du nombre total de cellules dérivées du donésenfas dans le tissu.
Le rapport entre les marqueurs fe5al et du géne Y constitue ainsi un indice de la

prolifération cellulaire.

Matériel et méthodes

Les expériences menées ont respectéPaacipes relatifs aux soins des animaux de
laboratoireénoncés par la National Society for Medical Research@tilde pour les soins et
l'utilisation des animaux de laboratoirgoréparé par I'Institute of Laboratory Animal
Resources, la Commission on Life Science, le National ResearchciC et publié par

National Academy Press (texte révisé en 1996).

Production de myoblastes méales exprimant If-Galactosidase et traitements thermiques

Les cultures primaires de cellules musculaires ont été y@&paa partir de rats males
nouveau-nés Lewis (Janvier), comme décrit par ailleurs (Scorsin R60@et 2000). Vingt-
guatre heures aprés le début de la culture cellulaire, les cyuatigtas ont été laissés sans
traitement ou ont été soumis a un choc HS (incubateur a 42°C équildr@a CQ a 5%
pendant 70 minutes), puis infectées avec I'adénoirGal (promoteur du cytomégalovirus
[CMV], Genethon) avec un facteur 100 (30 min sans SFV). Vingt heuusstatd, des
échantillons de 5 x f@ellules males fraiches ou soumises & un choc HS et expriaf
Gal ont été préparées. Le troisieme groupe expérimentticétastitué de MS maldgs-Gal
gui ont été congelés conformément aux procédures standard dans iem WEM

(Gibco/BRL) avec SFV a 20% et DMSO (Sigma) a 10%, jusqutétangélation le jour de
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la greffe. La proportion de MS a été estimée par immunomarquage par la desoned®Q@3,
DAKO), méthode décrite par ailleurs (Scorsin 2000, Pouzet 2000e@rait en moyenne
36,4% [32,5-42%] au moment de la greffe. L’expressio-@al a été confirmée par un
examen immunocytochimique apres fixation dans du glutaraldéhyd&% @i2oloration par
incubation d’'une nuit dans du 5-bromo-4-chloro-3-inddyd-galactopyranoside (1 g/l),
ferricyanure de potassium (5 mmol/l), et MgCI2 (2 mmol/l). pession d'HSP a été
confirmée par analyse Western-blot (logiciel ImageQuant 5.2 ¢'smale densitométrie
guantitative Western-blot, Molecular Dynamics) aprés incubation alNa&aticorps
monoclonal anti-HSP70 (1 :500, Stressgene) révélé avec un deuxiemepantmougué a la
peroxydase de raifort (1 :1000, Jackson Immunoresearch).

Les effets cellulaires protecteurs attendus induits par lesficaiins thermiques ont été
évalués par I'estimation de la mort cellulainevitro (par apoptose/nécrose) aprés un stress
oxydatif (H,O, 100 umol/l, 20 minutes, 37°C) par marquage fluorescent a l'aide demtslor
vitaux fluorescents (Molecular Probe): le SYTO13, 0,6 umol/l (sondengreente de
marquage de '’ADN en vert) et I'iodure de propidium, 15 umol/l (sorate permanente de
marquage de I’ADN en orange). Cette évaluation a été efle@ideures apres le traitement

HS ou la décongélation dans le groupe Cryo.

Modéle de lésions myocardiques

Soixante-quatre rates Lewis (Janvier) ont été anesthésiées disafldeane (Minerve) et un
infarctus du myocarde a été généré par thoracotomie gauche, cororiepdg ailleurs
(Scorsin 2000, Pouzet 2000). Huit jours apres l'intervention, les animawtéorandomisés
pour recevoir, au niveau de l'infarctus et des zones péri-lésionrddednjections de milieu
de culture seul (MEM avec ASB & 0,5%), ou 5 R &6llules fraiches, HS ou Cryo dans un

volume de 150 pL. Les rats ont été sacrifiés 3 et 15 jours plugtar@ pour chaque groupe,
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a chacun de ces deux moments). Malgré I'utilisation de sowymggniques, un traitement
par la ciclosporine (10 mg/kg/j, i.p., Novartis) a été instauré pendaiet la durée de I'étude,

en raison de 'immunogénicité du transg@r@al, utilisé pour le suivi cellulaire.

Suivi des cellules greffées
Apres sacrifice, les ventricules gauches, y compris le sefptun® par groupe) ont été isolés
et congelés dans de I'azote liquide, puis des homogénats ont étéprépes aliquotes ont

été conserves pour le dosage de I'actifit@al et I'extraction de I’ADN.

Mesure de I'activité -Gal

Aprés le dosage de la concentration en protéines des surnageantse (BAs, Pierce),
l'activité p-Gal a été mesurée par une méthode luminométrign@al Reporter Gene Assay,
Roche Diagnostics). Chaque réaction a été effectuée en triglmp&aire pour trois
concentrations différentes. Les étalons internes ont été des ikohande p-Gal a des
concentrations connues. L'éventuelle corrélation avec le nhombre deesdl@dté établie au
moyen de la valeur a 100% (c’est-a-dire le nhombre de celuesentes aprés injection de
5 x 1 cellules dans un ventricule gauche de rate immédiatement hormrs#)éhés résultats,
exprimés en pourcentage de cellules survivantes, ont été normplsésmpport aux

concentrations en protéines et au nombre de cellules.

Mesure du chromosome Y

L’ADN a été extrait de I'ensemble des homogénats de vetesgauches (Wizard Genomic
DNA Purification kit ; Promega) puis a été analysé par P@Remps réel a lI'aide d'un
appareil LightCycler (Roche Diagnostics) et du mélangeiféaadt Start DNA MasterPLUS

SYBRGreen | (Roche Diagnostics). Chaque réaction a été effeetutiple exemplaire dans
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des conditions de réaction standard pour deux concentrations différemtiegjidiel Primer
Express a été utilisé pour produire les amorces directes oBRMH 5'-
CAGACTCATCGAAGGG-3' et inverses SRYreverse 5-CTGGTTCTGAGGACT-3
pour I'amplification de la région de 161 pb du gesrg (TADN généré a été évalué par
séquencage). Le vecteur pGEM-T easy vector (Promega) contertargémpience de 161 pb
a eté utilisé comme témoin de rendement et de spécificit@melification. Les résultats,
exprimés en pourcentage de cellules survivantes, ont été nornpalis@gpport a 'ensemble

des homogénats de ventricules gauches et au nombre de cellules.

Immunohistofluorescence et hybridation fluorescente in situ (FIB)

Les cceurs (n = 2 par groupe) ont été congelés dans de I'OCTUg-isk). Les cryocoupes
(7um) ont été fixées dans de [l'acétone et préparées pour un exgaren
immunohistofluorescence destiné a détecter la formation de tissaulawe squelettique
apres greffe. Aprés incubation avec un anticorps anti-chaine loierda myosine rapide
(FMyHC, 1:300, Sigma), la détection a été effectuée a l'aide dleuxieme anticorps
conjugué a la cyanine 3 (1:700, Fluorolink Cy3, Amersham). Ensuite, oes lant été
préparées pour I'examen FISH destiné a détecter les cethllss. Aprés fixation (PAF a
4%) et digestion (protéinase K 15 mg/l, Eurobio), les coupes orikées fdans du méthanol,
puis dans une solution de Carnoy. La sonde Y 9.1ES8 dénaturée (Essercdlog&s a la
fluorescéine par « déplacement de bréeche » (« nick-transigtianété hybridée aux tissus
dénaturés (formamide a 70%), avec incubation pendant une nuit. Les daiété ensuite
contre-colorées par DAPI (1 mg/l de milieu de montage Vecta$th€lys) puis examinées a
la recherche de cellules a la fois FMyHC- (filtre de apdssante TRITC, Omega) et Y-
positives (filtre de bande passante FITC, Omega) et de caliniggement Y-positives. Deux

investigateurs indépendants ont déterminé le nombre de signauxG~Rlysitifs parmi les
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200 noyaux Y-positifs (filtre de bande passante DAPI, Leica) sizresoopie a fluorescence

(Leica).

Analyse des données

Les données ont été comparées par des tests non paramétriguaskaddl Kt Wallis, suivis
d'une correction de Holm pour comparaisons multiples. Les résultatsexprimés sous
forme de valeurs médianes (minimum-maximum). Le seuil de mighdn statistiqgue a été

fixé aP < 0,05.

Résultats

Effets cytoprotecteursin vitro des traitements thermiques par induction de I'expressn
des protéines de choc thermique (HSP)

Nous avons d’abord essayé différentes associations de tempérdfi€sef( 43°C) et de
durée (30 et 60 minutes) pour induire I'expression des HSP et avons queilés meilleures
conditions étaient une température de 42°C pendant 70 minutes, 24 heures dgies dle la
culture de cellules primaires et 20 heures avant la récolte des cellulda gmffe. L'analyse
de densitométrie quantitative Western-blot a montré que, comparativemegroupe de
cellules fraiches, I'expression des HSP70 a été respectiveiraritsept fois supérieure dans

les groupe Cryo et HS (Fig. 1A).
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FIGURE 1. Corrélation entre la surexpression de HSP70 ettsies cellulaire. (A) Analyse Western-blot
confirmant un niveau plus élevé d'expression de HB@mmunobuvardage de HSP70 représentatif) 20elseur
aprés décongélation ou traitement, comparativenaemt cellules fraiches témoin. La surexpression é ét
déterminée comparativement a la coloration au rdmeceau (données non présentées). (B) Evaluatida d
cytoprotection conférée par les deux traitemengsntiues par rapport a un stress oxydatdQ3H100 pmol/l
pendant 20 minutes). Les pourcentages de celluphulogiquement mortes (cellules fraiches, Cry®i8)
aprés incubation avec de b8, ont été déterminés grace au double marquage pdes®YTO13 et iodure de
propidium. Les données résultent de trois expéeiemudépendantes, chacune réalisée en triple @Q0es par
boite).

Une estimation de la mort cellulaiie vitro a ensuite été effectuée pour confirmer les effets
protecteurs des HSP contre les lésions cellulaires induitele peroxyde d’hydrogene. La
Figure 1B montre que les deux traitements thermiques ont cordedent diminué la
mortalité cellulaire liée a I'apoptose/la nécrose, le taurmdd cellulaire diminuant de 92%
[90-95%] dans le groupe de cellules fraiches a respectivement8ds%0po] et 65% [59—

69%] dans les groupes Cryo et HS.

Expression de lap-Galactosidase portée par un vecteur adénoviral et utilisée conem
marqueur semi-conservateur : stabilité et absence d'effetdu stress et de la
différenciation

Vingt-quatre heures aprés l'infection adénovirale, les cultprésaires de MS de rats
nouveau-nés ont été colorées pour marquer I'expression feGk. Sur plus de 3 000

cellules comptées, 93,7% [90,8-96.7%] étaje@dal-positives (Fig. 2A). Dans les cultures
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cellulaires, I'expression des protéines a été stable pendant eBvaemaines (données non
présentées), ce qui a validé I'utilisation dgi&al comme marqueur semi-conservateur pour
le suivi cellulairein situ pendant la durée de notre protocole. En outre, ni l'infection virale ni
'expression des protéingsGal n’'ont interféré sur le potentiel de différenciation myogéene
comme I'a montré la formation de petits myotubes et la cotoratbncomitante de FMyHC

et B-Gal dans les structures cellulaires aux sites d’injectiot B5ejours apres la greffe

(données non présentées).

Il existe peu de données concernant l'influence de la difféociou du traitement HS sur
I'expression de I§-Gal par les cellules apres transduction. Par conséquent, nous avons évalué
I'activité B-Gal dans un ventricule gauche de femelle aprés injection de %oellQles
fraiches, Cryo ou HS et homogénéisation immédiate (temps 0)2B)gCette activité a été
comparée a celle observée aprés 3 et 15 jours de culture oellblans chacun des groupes,

il 'y a pas eu de modification d’activifgGal entre le temps O (cellules fraiches, 2,5 [2,2—
2,7]; Cryo, 3,0 [2,3-3,1] ; HS, 3,1 [2,7-3,3] unités arbitraires [u.a.]/mg de pt&neelle
observée a 3 jours (cellules fraiches, 2,7 [2,2-2,8] ; Cryo, 2,9 [2,2-3,3] ; HS, 3,3 [3,9 -3,5
u.a./mg de protéines) ou 15 jours (cellules fraiches, 2,4 [2,1-2,7] ; Cryo, 2,9 [R;™HS,2

3,0 [2,8- 3,3] u.a./mg de protéines). Ces résultats montrent que I'exprdsdimp-Gal n'a

pas été affectée par la différenciation myoganeitro ou les traitements thermiques. Le
pourcentage de cellulggGal-positives a ensuite été exprimé par rapport au nombre de
cellules présentes dans le tissu cible au temps 0, pour éviteuresimation artéfactuelle
susceptible de se produire lorsque les valeurs basales a 100% fonmeriguéférence au

culot cellulaire (Skuk 2003).

26



A I, T e TN
e . : ..‘.. f" . “ 3 - _d_’
7 D | “,-‘3
o : t_\ ¥
— N e
- /‘_’:. ‘T\’b-\x‘ + ‘-.‘\- [
’17 ' ) \ b
-~ b }
_. K 4 T

=

[ Jtimeo ZA3days W 15 days

3.1[2.7:3.3]
3.3[2.9:3.5]
3.0 [2.8;3.3]

3.0[2.3;3.1]
2.9[2.2:3.3]
2.9[2.7:3.2]

S
2.5[2.2:2.7]
2.7[2.2:2.8]

2.4[2.1:2.7]

%

7

%

NN

NN
\\\\\\\\\\\\\\N
&\\\\\\\\\\\\\\

% 2 %
Fresh Cryo HS

3-gal activity
(arbitrary units/mg protein)

FIGURE 2. La pB-Galactosidase en tant que marqueur semi-consg&y€ulture primaire de MS de nouveau-
nés males exprimant &Gal. Vingt heures aprés l'infection, la coloratida lap-Gal a montré que presque
toutes les cellules expriment ufesal cytoplasmique (amplification 40x). (B) Mesute I'activité de laB-Gal
par méthode de chimioluminescence dans les celftdéshes, Cryo et HS immédiatement aprés leurciige
dans le tissu cardiaque et dans les cultures aitsla 3 et 15 jours. Les données résultent dedxpériences

indépendantes, chacune réalisée en triple powr ¢oricentrations différentes.

Dans le cceur de [I'hote, perte rapide de la majorité des ® apres greffe

intramyocardique et prolifération des MS survivants
Comme attendu, la majorité des MS frais greffés a rapidedigpdiru, ce qui a été mis en
evidence par une diminution considérable de I'actigiBal au cours des 3 jours suivant la

greffe, résultant en un taux de survie de 4,1% ([0,3-7,1%] Fig. 3A)etta du marqueur du
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chromosome Y a été concomitante (activité résiduelle de 3,8% [0,2—-1Bi%p] 3A). Par
conséquent, le rappdstGal /ADN maéle 3 jours apreés la greffe a été de 0,9 [0,1-3,7] uca. (F
4), ce qui indique I'absence de prolifération a ce moment précocesparition des MS du
donneur apres greffe a été encore plus importante par la sutjedis jours apres la greffe
on ne détectait que 1,2% [0,4—1,9%] de I'actipit€al (Fig. 3B). En revanche, a ce moment-
Ia, les cellules males Y-positives représentaient 25,1% [21,5-36, 7k ]pd@ulation initiale
(Fig. 3B), ce qui démontre un taux de prolifération active des celbulesivantes (29,4 [12,4

—57], Fig. 4).
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FIGURE 3. Survie précoce (A) et tardive (B) des MS males iexgnt laf-Gal, aprés greffe dans des coeurs
hétes femelles post-infarctus. L'activitg3-Gal (histogrammes vides), mesurée par méthode de
chimioluminescence, et la quantité de chromoson{@idtogrammes hachurés), mesurée par PCR quartitati
en temps réel, sont présentées sous forme de poages de cellules par rapport a la valeur & 100%6 dans
chaque groupe).P= 0,016 cellules fraiches vs. HS ;P*= 0,004 cellules fraiches vs. CryoP, # 0,014 cellules
fraiches vs. Cryo ; #?*= 0,006 cellules fraiches vs. HS.
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FIGURE 4. Prolifération des cellules greffées ayant survéat 35 jours apres la greffeP# 0,027 cellules
fraiches vs. Cryo ; ##f = 0,006 cellules fraiches vs. HS.

Dans le coeur de I'héte, le choc thermique améliore la itie précoce et retardée, mais
provogue une diminution de la prolifération cellulaire

Trois jours aprés la greffe, le nombre de cellules survivafit€al-positives a été
significativement plus élevé dans les deux groupes soumis a temgai thermique par
rapport au groupe des cellules fraiches, se traduisant par deketaurvie de respectivement
16,7% (10,8-25,1%) et 15,8% [2,2-27,7%] dans les groupes Cryo & ¥8,004 cellules
fraiches vs. Cryo P =0,016 cellules fraiches vs. HS ; Fig. 3A). Deux semaines #gpres
greffe, le taux global de survie était un peu plus faible nesiseffets protecteurs des deux
traitements thermiques étaient encore apparents, avec des guxidanoyens respectifs de
11,1% [4,7-13,8%] et 9,1% [6-15,9%] dans les groupes Cryo etPHS0(014 cellules

fraiches vs. CryoP = 0,006 cellules fraiches vs. HS ; Fig, 3B).

La perte du chromosome Y a été concomitante a celle dessvalepiGal 3 jours apres la
greffe (Cryo: 11,9% [0,4 —37,2%] ; HS : 16% [1,3— 40,7%], Fig. 3A), reflétardi aine

absence de prolifération (Cryo : 0,7 [0 —2,2] ; HS : 1,2 [0,1- 8,6] u.a. ; Fig. 4&vEnche,
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15 jours apres la greffe, une augmentation significative désleseimales a été observée
(Cryo : 48,8% [16,2-79,4%] ; HS : 22,8% [18,1-52,2%] ; Fig. 3B) mais cette prabférat
(Cryo: 4,4 [1,2-16,9]; HS: 2,6 [1,8-6,4] u.a, Fig, 4) était encore significativepies
faible dans le groupe des cellules fraiches (celluleshigaiws. Cryo P = 0,027 ; cellules
fraiches vs. HSP = 0,006 ; Fig. 4). En raison d’'un schéma inversement proportionnel dans le
temps entre les faibles taux de survie et les taux élevéolifération du groupe des cellules
fraiches et les taux de survie élevés et de prolifératauritsédans les groupes HS et Cryo, le
nombre total de cellules du donneur finalement identifiées 15 jours lapyesffe n’était pas

significativement différent dans les trois groupes.

Expression d'un phénotype musculaire squelettique dans lanajorité des cellules
greffées survivantes

Aprés colorations séquentielles des coupes cardiagues pour arételeti FMyHC et
chromosome Y par respectivement immunohistochimie et FISH, |dsleseimyogénes
représentaient 79,3% [66,8-91,8%)] des cellules greffées des donneursaréatifférences
entre les groupes 3 ou 15 jours apreés la greffe (Fig. 5A etl®urAsigne de fusion entre les
MS greffés et les cardiomyocytes hbtes n'a été observéen@bsle polyploidie) dans les

coupes examinées.
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FIGURE 5. Coloration séquentielle par fluorescence/FISH ptaurdétection du FMyHC (rouge) et du
chromosome Y (sonde 9.1ES8, vert) pour détermm@olrcentage de cellules dérivées du muscle stigete
dans la population de cellules méles greffées)esucoupes de cryostat. Limites (A) et centre (B3 dones
greffées (n = 12). (C) Témoin positif pour la so®dEES8 (amplification 100 X)
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Discussion

La mort cellulaire constitue une limitation bien reconnue de &fegrde MS, qui peut
sérieusement compromettre les bénéfices des transplantatioeiudies, puisque le résultat
fonctionnel des coeurs ayant bénéficie d’'une greffe de myoblgsts @n infarctus semble
étroitement corrélé au nombre de cellules injectées (Tambara Z¥}R)ndant, les tentatives
pour surmonter ce probléeme en augmentant sensiblement le nombtkilds agectées sont
limitées par des aspects significatifs sur le plan clinigueée des cultures, volume pouvant
étre injecté en toute sécurité et codt). Il est donc probable gappreche plus intéressante
consiste a mettre au point des stratégies d’optimisation devia sellulaire post-greffe. Cela
nécessite de disposer d’études fournissant des données quantitatiaegastion de survie
des myoblastes injectés et la capacité de prolifération dle¢esesurvivantes. La présente
étude avait donc pour objectif principal de suivre I'évolution des Mtégedans le
myocarde infarci en utilisant le systeme initialement dgaitPartridge (Beauchamp 1997),
qui repose sur les modes héréditaires distincts de deux marquessliagsion cellulaire. Le
premier marqueur était un transgenee®@al porté par un adénovirus, maintenu en position
épisomique non intégrative dans le noyau et transmis d’'une mani@ieca@eservative,
aboutissant a un nombre de copies stable indépendamment du nombre @s. dedlul
deuxieme marqueur était le chromosome Y, naturellement tradsnmsaniére conservative,
aboutissant a une augmentation du nombre de copies en fonction du nombhele® ce
Méme si on peut rétorquer que la captation des débris cellulairdsspanacrophages et
l'internalisation ultérieure de 'ADN résultant est susceptid#econduire a une surestimation
du nombre de copies de cellules Y, nos résultats ne corroborent {gagésetve, puisqu’ils
montrent que la majorité des cellules Y-positives ont également unotypé spécifique au

muscle squelettique.
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Avec ces systemes d’analyse, nos résultats montrent que latpdepaMsS frais issus des
cultures primaires meurent peu aprés la greffe au niveau tatdoe d’infarctus. Cependant,
les cellules restantes gardent leur capacité a se davisertaux qui ne rattrape pas la perte
initiale avant la différenciation en structures musculaires lstiigeies. Ces résultats sont
proches de ceux précédemment décrits dans le muscle squelettiqguBegachamp
(Beauchamp 1999) sauf que dans leurs expériences, les deux cdarlsesvie et de
prolifération ont commencé a diverger plus tét que dans notre étude; diéérence
s’expligue peut-étre par le fait que le protocole de Beauchampartarit une greffe de
cellules dans des muscles pré-irradiés de souris dystrophiquesgcogstituent un
environnement hote optimisé pour la prolifération des MS (Beauchamp 199%9.dVons
également observé une mortalité cellulaire initiale plus imptatque celle décrite dans les
coeurs de rats normaux ayant recu des injections de myoblastesgtatig@s (Suzuki 2004).
Une explication plausible de cette différence est notre utilisake cellules issues de cultures
primaires et injectées dans un tissu infarci, associé a uasimétion locale, une fibrose et
un remodelage, qui ont pu contribuer a augmenter la mort cellul@maqa. L'analyse
détaillée des raisons du faible taux de greffon cellulaire fomoél dépasse le champ de la
présente étude. Les données de la littérature suggerent toutefois qladfyitetphysique des
cellules injectées dans la circulation systémique, plusieatsuis contribuent a la perte des
cellules restées dans le myocarde, notamment I'hypoxie dadlulaée a la faible
vascularisation des tissus cicatriciels ciblés et le phofiléquat des cellules greffées par
rapport a la matrice extracellulaire. Ces mécanismes signemévidence dans les études
montrant qu’il est possible d’améliorer la greffe cellulaieefacon importante en augmentant
'angiogénése dans la zone greffée (Azarnoush 2005) et en inchsantllules dans une
matrice tridimensionnelle bio-résorbable (Christman 2004). Aveaisermement a l'esprit,

nous avons testé I'hypothese selon laquelle l'augmentation de la poodues HSP
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déclenchée par un stress thermique avant greffe (facilet@eraptoeuvre cliniguement HS ou
Cryo), pouvait également contribuer a augmenter la survie aieflen agissant sur d’autres
composants de la mort cellulaire comme I'apoptose et les Iésions oxydatives.
L’exposition des myoblastes a une température de 42°C pendant 70 rairitéea I'origine,
comme attendu, d’une augmentation de plusieurs protéines HSP, y cbi@pii®. Ceci a été
associé a une augmentation de la survie cellulaire précoce, certpbiore une publication
antérieure (Suzuki 2000) démontrant que l'application d’'un choc thermiguensulignée
cellulaire de myoblastes (42°C, 60 min) provoque une augmentation xg@ebsion de
HSP72 et entraine un quasi-doublement de la survie de la greffat&aEssant, le traitement
Cryo a également induit une surexpression de HSP70 semblable alteleie avec une
procédure de chauffage classique, ce qui concorde avec les étudesrajmices a ADN
montrant que les genes de secours cellulaire, y compris odartcpour les HSP, font partie
de ceux principalement surexprimés par le traitement Cryo (Q083). Méme si la présente
étude n'est pas destinée a explorer les aspects mécanistiquggubrsupposer que
'amélioration des taux de survie des myoblastes observés daneelgs ayant recu des
cellules HS et Cryo, par rapport & ceux ayant recu deslelfraiches, est au moins
partiellement due aux multiples effets cyto-protecteurs des B&8#effets font intervenir une
augmentation des défenses anti-oxydatives (Suzuki 2004, Yamashita 199@)mimeion
de p53 (Chen 1999), une induction de Bcl2 (Wang 1999), une inhibition de I'activatian de
protéase caspase 3 liee au CED-3 et de la kinase N termidaleéprotéine kinase activée par

le stress (Guerette 1997, Buzzard 1998).
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Limites

Toutefois, les bénéfices de cette augmentation de survie préobcété affectés par la
diminution du taux de prolifération ultérieure dont les raisons nepsaencore expliquées.
Il est improbable qu’il s’agisse d'un effet indésirable de laelosporine puisque ce
médicament a été administré a la méme dose dans le groupereg@anine injection de
myoblastes frais. En revanche, comme la chaleur modifitakalig¢ de la chromatine (Roti
Roti 1992, Honda 2001), on peut supposer que le choc thermique désactive lesgénas
la division cellulaire et stimule plutdt les voies de différation. Sinon, il est possible qu’en
raison de I'abondance initiale des cellules HS ou Cryo dansslie greffé, on atteigne plus
rapidement le seuil de densité au dela duquel les contraintedespatibérentes aux limites
relativement inextensibles du micro-compartiment fibrotique deaqsel elles sont greffées,
les conduisent vers la différenciation. A la fin de la période @ioagion, le nombre total de
cellules dérivées du donneur n’était pas différent entre les grouedans les deux groupes
soumis aux traitements thermiques avant greffe, le taux deesurib jours apres la greffe
n'était pas supérieur a 15%, ce qui suggére indirectement ap@ptose, normalement
diminuée par une sur-expression des HSP, ne joue gu’'un réle relativeriméme dans la
perte des cellules greffées, comparativement aux autrearaatentionnés. Un résultat plus
encourageant a été que nos données d’examens d’'immunohistochimie enEt8éhtré une
survie/prolifération plutbt sélective des composants myogéenesirgecta initial (qui ne
contenait que 36,4% de cellules desmine-positives), ce qui corroboistefee d'une

relative résistance des MS aux environnements inhospitaliers cdesmecatrices post-

infarctus.
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Conclusion

La présente étude permet de quantifier davantage les profils de ceidaire et de
prolifération des MS greffés dans un myocarde aprés un infarctus.avoans pu établir un
banc d’essai pour tester les stratégies d’augmentation sleviee cellulaire et les résultats
obtenus suggeérent un intérét limité des traitements thermiqugmitS'amélioration de la
greffe cellulaire, ainsi que I'absence d’effets délétdresraitement Cryo. Ce dernier résultat
est particulierement important sur le plan clinique puisque lesratotes logistiques
inhérentes au transport sur de longues distances pourraient bénddisieechniques de

cryoconservation cellulaire.
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2- Amélioration des bénéfices fonctionnels de la greffe de
myoblastes squelettiques par l'administration associée au

Hypoxia-inducible factor 1a (HIF 1a)

Un deuxieme travail était mené, en méme temps, partant geottiese de départ sur la
mortalité cellulaire du greffon. L’amélioration des conditions llesad’ischémie par
'association de la thérapie cellulaire a la thérapie gérétpiel’axe choisi. Les travaux sur le
vascular endothelial growth factor (VEGF) était nombreux (Hed2@0B), sans résultat
extraordinaire. Hypoxia Inducible Factor (HIF) est découvertSgmenza (Semenza 1991).
HIF-1 est un hétérodimere obligatoire qui comprend un composant alpBa6dacides
aminés. Sur le plan du génome, on le retrouve constituée de 15 exops;lsaniosome 14
(14921-g24). En condition hypoxique, le HIFoln’est plus hydroxylé par le HIF-prolyl-
hydroxylase et s’associe avec la sous yhpé@ur activer environ 20% de I'’ADN nucléaire de

la cellule pour la mise en route des éléments de survie.
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Apport personnel pour ce travail, publiéJ Thorac Cardiovasc Surg. 2005 Jul;130(1):173-9.

(cf chapitre IX) :
» chirurgie et anesthésie de tous les animaux opérés

* injections quotidiennes de ciclosporine et soins courants sur toutkirée du

protocole
» préparation et culture cellulaire
» préparation des échantillons apres sacrifice des animaux
» collecte des données

e participation a I'analyse des données, rédaction finale de I'article

Collaborations et aides pour I'élaboration du projet :

» Agnés Maurel et Claire Carrion : collaboration active pour tdetemanipulations en
laboratoire et expertise en culture de cellules, PCR, Western blot...

* Alain Hagege et Laurent Sabbah: cardiologues référents de I'étude lgmour
échocardiographies

» Alvine Bissery : analyse statistique

» Julia Pouly : aide au comptage de I'angiogenése

» Patrick Bruneval, Chantal Mandet : préparation des lames et analyse higtelogi

* Professeur Philippe Menasché : directeur du travail et véritégbbeent, du début
jusqu’a la finition compléete. Aide et soutien intellectuel, financikgistique,

psychologique et rédactionnel.
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« Amélioration des bénéfices fonctionnels de la greffe dayoblastes
squelettiques par I'administration associée au Hypoxia-inducilel factor

la (HIF 1a) »

Introduction

Au cours des derniéres années, la greffe cellulaire est appamee une nouvelle option
thérapeutique potentielle chez les insuffisants cardiaques (Men2804%¢ Cette approche
s'appuie sur un nombre important d'études expérimentales qui ont montiénplagatation
de différents types de cellules dans le tissu cicatriciel potdégénérer les régions concernées
grace a des modifications favorables dans le remodelagendatii@e extracellulaire (Fuijii
2003), la contribution directe a I'activité contractile (Rubart 2003g aadrutement selon un
mode paracrine d'un groupe résidant de cellules souches cardiaqitesniB2003, Oh
2003) : principalement les myoblastes squelettiques (Scorsin 2000, PouzeV20§11996)
(Taylor 1998), les cellules mésenchymateuses dérivées deeliernsseuse (Shake 20@2
les cellules souches embryonnaires (Min 2002). Ces données ont auveit & des essais
cliniques précoces s'appuyant sur des techniques chirurgi@disasche 2003) ou de
cathétérisme (Smits 2003) dont les résultats fonctionnels, bien quageants, nécessitent
d'étre validés ultérieurement par des essais randomisés, certainsjatantairs.
Cependant, I'un des principaux facteurs limitant de la technique &sux massif de mort
cellulaire survenant rapidement apres les injections (Zhang 200g@jarde partie en raison
de la nature ischémique de l'environnement dans lequel sont impléegéadlules. Cette
hypothése a donc conduit au concept selon lequel, corrélativement, la ceifulaire et
'amélioration fonctionnelle qui est supposée en découler pourraientoftig par une

amelioration de la perfusion vasculaire de la zone grefféeprésente étude a donc été
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congue pour tester cette hypothese en évaluant, dans un modeéle d'infianctyscarde chez

le rat, les effets de l'association d'une greffe de myoblaspeslettiques et du facteur de
transcription induit par I'nypoxieol(HIF-1a), qui est un géne de survie régulant I'expression
de plusieurs genes codant pour des facteurs de croissance aigieg§Semenza 1991,

Semenza 2002).

Méthodes

Les expérimentations ont été conformes aux « Principles of Labpraénimal Care »
(Principes relatifs aux soins des animaux de laboratoire) féeypdr la National Society for
Medical Research et au « Guide for the Care and Use of ltabornimals » (Guide pour
les soins et l'utilisation des animaux de laboratoire) prépard’lpatitute of Laboratory
Animal Resources, Commission on Life Science, National Researghc(l et publié par

National Academy Press, révisé en 1996.

Cultures cellulaires

Les cultures de cellules musculaires primaires ont été ng@paa partir de rats males
nouveau-nés Wistar (Charles Rivers, L’Arbresle, France) ensautili un protocole
préalablement établi. Le jour de la greffe, les cellules @ntiétongelées et lavées 3 fois dans
du milieu d’Eagle modifié additionné de 0,5 % d'albumine sérique bovingidfra¢, Sigma,

St Louis, Mo, USA). Des échantillons de 5 x°t@llules ont été préparés et conservés a
température ambiante jusqu'a la greffe. La viabilité et le potmge des myoblastes
squelettiques ont été respectivement évalués par exclusion au bleuypde et

immunomarquage de la desmine.

42



HIF-1a

L’hybride HIF-1a/VP-16 a été construit par isolement du géne RiFal niveau de l'acide
aminé 390 et jonction au domaine transactivateur du virus herpes >sirfvifel6.
L’expression génique est régulée par le gene promoteur du @atwuius. L'efficacité de

cette construction HIFelVP-16 a été montrée in vitro et dans des expérimentations asimale
(Vincent 2000, Shyu 2002). Dans la présente étude, la constructionissé&tée dans le
génome d'un vecteur adénoviral 2 (Genzyme BioSurgery, Cambhtigs,., USA), comme
décrit precédemment (Vincent 2002, Jiang C. 2002). Le vecteur videcanstiuit de facon
similaire a Ad2/HIF-&/VP16, excepté qu'il était dépourvu de transgeéne ; en conséquence, il a
été montré qu’il induisait uniquement une légére réponse inflammadtamsitoire qui ne

génere pas d'effets angiogéniques notables.

Modéele d’infarctus du myocarde

Des rates Wistar (Charles Rivers) ont été anesthésiéésofiarane (1 %-3 %) sous un flux
constant d'oxygene (1 a 21/min.) et ventilées par sonde endotracb@alefarctus du
myocarde a alors été provoqué par ligature de l'artere inteiicudaine antérieure a l'aide
d'un fil sertie : 6-0 polypropylene (Ethicon Inc, Somerville, NJA)Sia une thoracotomie

latérale gauche.

Protocole expérimental

Huit jours aprés la création de l'infarctus, le thorax a é&évert par sternotomie médiane.
Simultanément, les cellules ont été décongelées et prépaegates ont ensuite été
affectées de maniere aléatoire en 5 groupes, traités pamjegsons intra myocardiques de
milieu de culture seul (animaux témoins, n = 11), de myoblastes sigumlstseuls (5 x 0

n = 13), de HIF-& encodé par adénovirus seul (1,0 X*1p /ml, n = 7) ou de myoblastes

squelettiques (5 x FPassociés soit & un vecteur vide du HiF¢h = 3) soit au HIF-d actif
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(1,0 x 13° ufp /ml, n = 13) aprés mélange des deux solutions dans la mémguserUn

sixiéme groupe (n = 9) a subi une approche par étapes, par laquelfele @,0 x 16° ufp

/ml) était injecté au moment de l'infarctus, tandis que lesbiagtes squelettiques (5 x°L0

étaient administrés de la maniére classique huit jours plus tard.

Toutes les injections étaient sous un volume de 150 pl, administré dans quatre ou cinq sites du
centre et sur les bords de la zone d'infarctus a I'aide d'une aiguille de 29 gaug

Une immunodépression par ciclosporine (DCI : ciclosporine, 10 mg/kg, ftioWwiarma,
Rueil-Malmaison, France) était instituée au moment de l'infardti myocarde et poursuivie

ensuite jusqu'a la fin de I'étude.

Critéres de jugement

Fonction ventriculaire gauche.La fonction ventriculaire gauche (VG) a été évaluée au
moyen d'une échocardiographie bidimensionnelle peu de temps avanédéisns (c’'est-a-
dire six et huit jours apres l'infarctus) et au bout d'un mois, acoéfoent au protocole
préalablement décrit (Scorsin 2000). Aprés tracé des contours afidaeara l'aide d’'une
technique de pointe, les longueurs et les surfaces maximales deldiGl'axe longitudinal
ont été mesurées sur un mode dynamique sur un cycle cardiagfim alé¢ |la diastole (au
moment ou la dimension apparente de la cavité est maximade)aefin de la systole (au
moment du déplacement antérieur maximal de la paroi postérieeejlddnées ont ensuite
été utilisées pour calculer le volume télédiastoligue du VG (VERVIe volume
télésystoliqgue du VG (VTSVG) et la fraction d'éjection (FEE &6) = 100 x (VTDVG -
VTSVG / VTIDVG) a l'aide de la méthode « surface-longueanonoplan V = 8A%aL.
Toutes les mesures ont été effectuées par un observateurmexgériunique qui ne
connaissait pas les groupes de traitement. La valeur retentiéaan@yenne des mesures sur

trois a cing cycles cardiaques consécutifs.
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Prise de la greffe cellulaire et angiogeneseApres la derniere évaluation
echocardiographique, les animaux ont été sacrifiés. L'objeatidipal de cette étude étant
d'évaluer si la protection supplémentaire que devait assureliHelo était liee a une
augmentation de l'angiogenese, seuls les coeurs ayant recuedesriajde myoblastes seuls
ou associés au HIFelont été utilisés dans cette partie du protocole. Les cceuessdieax
groupes ont été prélevés et séparés en deux en sectionnant kaxeamourt la portion
médiane de la région infarcie. Des études histologiques raummhistochimiques ont été
meneées sur les deux blocs de chaque cceur a partir de coupes at deydsim d'épaisseur
fixées dans l'acétone pendant 10 minutes. Pour I'évaluation histologegteatdire étendue
de la zone cicatricielle et prise de la greffe de myoldastes coupes ont été colorées au bleu
de toluidine. Pour I'immunohistochimie, une technique classique en apisséttilisant les
phosphatases alcalines (marquage rouge) et/ou la peroxydasea@eantarron) a été utilisée
pour détecter les cellules myogéniques squelettiques (marquagg eolajde d'un anticorps
monoclonal dirigé contre la chaine lourde isoforme de la myosineleragu muscle
squelettique (clone My32, Sigma) ou les cellules endothélialeatslémarquage marron) a
l'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre les cellules enddé®tia rat (RECA; Serotec,
Oxford, Royaume-Uni) ou les deux en pratiquant un examen immunohistqabkirassocié
sur la méme coupe tissulaire.

Chez chaque rat, la coupe cardiaque comportant la meilleure prigeefiee de myocytes
squelettiques a été sélectionnée pour quantifier 'angiogenésetté fin, le nombre de
coupes capillaires marquées au RECA a été compté dans une maerk@champs
microscopiques sélectionnés au hasard, a l'aide d'un microscasequda équipé d'un

oculaire quadrillé a grossissement x 10 ; le résultat esinepen nombre par unité de
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champs (625 um?). Le pourcentage de prise de greffe a été qadcule ratio de la zone

positive a la myosine sur la zone infarcie, mesuré par planimétrie numeérique.

Survie cellulaire Dans un sous-groupe d'animaux impliquant la greffe de myoblastes ma
chez des receveurs femelles, les ventricules gauches exdrdét fin de I'étude ont été
congelés ultra rapidement dans de I'azote liquide et stockés a -8 fi€su_musculaire a été
décongelé sur glace, broyé et lysé pour obtenir une solution homogénendtmpon de
lyse (Roche, Béale, Suisse) a 4°C pendant une nuit. L’ADN a enséitsoé sur I'ensemble
des homogénats a l'aide de la trousse de purification de I'ADNaMVi (Promega,
Charbonnieres, France) et dissous dans un tampon Tris-HCI (5 mmol/l, pH 8,5).

Afin de déterminer la quantité de cellules males, nous avon® WNBERGreen (Applied
Biosystems, Foster City, Califn, USA), un test d’amplification ahaine par polymérase
(PCR) guantitatif, en temps réel, a base de colorant chimiquenpaiés une affinité pour
I’ADN double brin. Une séquence spécifique du chromosome Y du rat dgasdesry (sex-
determining region y) a été utilisée pour déterminer les qaantatives de cellules méles
apres la greffe. Les amorces utilisées, 5-CAGACTCATCGAAGE (sens) et 5'-
AGTCCTCCAAGAACCAG-3' (anti-sens) ont été concues a l'aide Idgiciel Primer
Express (Applied Biosystems). Des quantités connues (1.83>105 x 10-10 g/l) d‘un
vecteur de clonage pGEM-T easy comportant le fragment 161-bfiqqpecdu gene sry
(PGEM-Teasy-SRY161), générées au moyen de I'amplification e@inehpar polymérase
avec les amorces spécifiques du chromosome Y décrites ci-dessé aititisées comme
étalon interne de l'efficacité et de la spécificité dmmblification. Le nombre absolu de
cellules survivantes comparé au nombre de celles initialemdifdéege été extrapolé de la
courbe d'étalonnage établie a partir de dilutions d’ADN génomiqueaiexde nombres

connus de cellules de rats males (2.5%a@0 x 16) injectées dans un groupe séparé de
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ceeurs infarcis de femelles. La corrélation entre le nombreitides injectées et la quantité
de produits sry de la PCR était excellente ; pour des effectifs de 2.5, 5, 7.5 et & kulds,
la quantité de fluorescence (mesurée en triple exemplairechaque lot de cellules) a atteint
les valeurs moyennes de respectivement 2.62°% 606 x 1¢, 9.83 x 1¢ et 14.2 x 1G

(précision de I'ajustement, 0.84).

Analyse des données

L'ensemble des études fonctionnelles et histologiques a été eralaéugle. En raison du
caractere inapproprié de I'hypothese d'une distribution gaussieenaléurs étant donné le
faible effectif des échantillons, des tests non paramétriquesét@ntutilisés pour la

comparaison entre les groupes et pour les différences au sein dessgfi@mgpectivement
tests de Mann-Whitney et Wilcoxon). Pour la méme raison, lesatssgbnt exprimés sous
forme de valeurs médianes (minimales- maximales). Le nimdague o a été établi a 0,05 et

la méthode de Holm a été utilisée pour I'ajustement en fonction des comparaisguissnulti

Résultats

Caractérisation des cellules injectées
Au moment de la greffe, le pourcentage de cellules myogéniques, évaideé a'line
coloration positive a la desmine, était de 38,6 %. Le taux de viabilité apres datongel

évalué par exclusion au bleu de trypan, était de 91 %.

Résultats fonctionnels
Les FE initiales déterminées par échographie, exprimées sous fle valeurs médianes,

variaient entre 30,6 % et 41,6 % mais elles n'étaient pas siguditant différentes entre les
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groupes, comme l'ont montré les tests non paramétriques. En revanchmis apres la
greffe, il est apparu des effets thérapeutiques marqués €Figuqui peuvent se résumer
comme suit: la FE a diminué par rapport a sa valeur initiabs ths coeurs témoins (de
38,7 % [31,6 %-44,9 %] a 29,1 % [8,5 %-46,8 %] ; diminution relative, -20,7 %) et dans les
coeurs ayant recu du HIr:1(de 40,4 % [27,9 %-43,9 %] a 34,4 % [13,3 %-46,1 %] ;
diminution relative, -14,9 %). En revanche, la FE ne s'est pas déguadé le temps, apres

les injections de myoblastes squelettiques, qu'ils aient été athésnseuls (avant, 30,6 %
[24,8 %-40,7 %] ; apres, 34,9 % [24,7 %-57,3 %] ; augmentation relative, 5,6 %) ou en
association avec le HIFeladministré séquentiellement (avant, 35,2 % [27,1 %-42,8 %] ;
apres, 37,0 % [19,7 %-48,6 %] ; augmentation relative,2,2 %) ou avec le vecteoviadé

vide (avant, 41,6 % [24,6 %-45,2 %] ; aprés, 41,5 % [25,1 %-42,1 %]), bien que le faible
effectif de ce dernier échantillon limite I'importance des kmigns. La modification la plus
étonnante est survenue dans le groupe recevant I'administration camterdg myoblastes

et de HIF-Ii ; en effet, la FE a augmenté de facon trés importante suslegs niveaux
initiaux (avant, 34,9 % [25,0 %-44,3 %] ; apres, 44,8 % [22,9 %-56,2 %] ; augmentation
relative, 27,6 %), a tel point qu'au bout d'un mois, elle était nattephes élevée que dans
tous les autres groupes, la différence étant significativeapgiort aux animaux témoins et
aux cceurs ayant recu le Hlle-{respectivement P = 0,0001 et P = 0,001). Cette amélioration
était principalement liée a des variations moindres des volunéesydtoliques du VG
(Tableau 1), qui n'ont augmenté que de 7,7 % par rapport a la valgaleidans les coeurs
recevant des myoblastes et du Hi:1un pourcentage respectivement 10, 7 et 4 fois plus
faible que ceux observés chez les témoins, les cceurs traitde pid-1o et les cceurs
recevant une greffe de myoblastes. Inversement, il n'y a aucuari&féel traitement sur le
processus de remodelage post infarctus, comme le montre l'augomectanparable des

volumes diastoliqgues du VG dans les différents groupes étudiés (Tableau 1).
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Figurel. FE aprés grefféémoins,Animaux témoins myobl, myoblastes. Le groupear étapescorrespond a
l'injection de HIF-In au moment de l'infarctus suivie, huit jours plait de la greffe de myoblastes ; le groupe
combi correspond a l'administration concomitante de HiFet des myoblastes huit jours aprés linfarctus du
myocarde. P =0,0001 pour la comparaison avec les animaux tém&mns0,001 pour la comparaison avec
HIF-1a (apres ajustement en fonction de I'analyse de acsigpn multiple). P = 0,03 pour la comparaison avec
les myoblastes (non statistiquement significatiféapajustement en fonction de l'analyse de congmarai
multiple). # = 0,006 pour la comparaison avec les animaux tésnBi= 0,03 pour la comparaison avec Hl&-1

(non statistiquement significatif apres ajustensnfonction de l'analyse de comparaison multiple).

TABLEAU 1. Modifications des volumes ventriculaires gauches

Groupe

VTD (ml)

VTS (ml)

Valeur initiale

Apreés greffe

Valeur initiale

Aprgseffe

Témoin (n = 11)
Myoblastes (n= 13)
Myaoblastes + vecteur vide (n 3
3)

HIF-1o (n=7)
Myoblastes + HIF-&
(par étapes, n = 9)
Myoblastes + HIF-&

(associés, n = 13)

0,40 (0,32-0,49)
0,43 (0,26-0,53)

0,44 (0,36-0,47)
0,37 (0,30-0,44)

0,38 (0,28-0,58)

0,41 (0,28-0,51)

0,55 (0,41-1,08)
0,53 (0,34-0,99)

0,64 (0,41-0,64)
0,50 (0,36-0,75)

0,63 (0,34-0,82)

0,50 (0,38-1,08)

0,25 (0,20-0,32)
0,30 (0,15-0,39)

0,24 (0,21-0,35)
0,22 (0,17-0,30)

0,27 (0,16-0,41)

0,24 (0,19-0,38)

0,40 (0,22-0,86
0,37 (0,14-0,73

0,37 (0,24-0,47)
0,30 (0,24-0,65)

0,38 (0,21-0,59)

0,28 (0,18-0,83)

Les données sont exprimées sous forme de valeulmmnes (minimales- maximales) Dans le groupe tizate
étapes, le facteur de transcription induit pargtwie 1o a été injecté au moment de l'infarctus (c'estra-duit
jours avant la greffe de myoblastes) ; dans le geassocié le facteur de transcription induit figmplxie I et
les myoblastes ont été injectés simultanément jauits aprés linfarctus du myocard¥TD, volume
télédiastolique VTS volume télésystoliqueHIF-1q, facteur de transcription induit par I'nypoxie 1
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Prise de la greffe cellulaire et angiogenese

Des groupes de myoblastes ont été identifiés par histologidestarsne de grands myocytes
multinucléés et principalement par immunohistochimie sous la falenmyocytes colorés
positivement pour les chaines lourdes de myosine au centre et sur les bordgioe kaaitée.
Dans le groupe recevant simultanément des myoblastes dEd&aHla prise de la greffe
cellulaire a été associée a une angiogenese significatinteplus importante au coeur de
I'infarctus et le long de ses bords comportant du myocarde normglacativement a ce qui
a été observé dans le groupe traité par myoblastes seuls (Ejgleenombre de capillaires
par unité de champs étant de respectivement 8,5'X4,6 x 10* - 1,1 x 10°) et 5,3 x 10
43,8 x 10" - 6,5 x 10", (P = 0,023). L'amplitude de la prise de la greffe celluldmas les
régions cicatricielles ayant recu une injection a égalerdntsupérieure dans le groupe
associé par rapport a celui recevant des myoblastes seulsedemmntre le pourcentage de
zones positives a la myosine par rapport a la région infarcie€ddquw est de 4,49% (0,44%-
18,35%) dans le groupe associé contre 0,95% (0,16%-7,21% [P = 0,027]) dans bautee gr

Aucune formation tumorale n'a été enregistrée dans les coeurs étudiés.
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Myoblast Myoblast +HIF

Figure 2. Image représentant un cceur ayant recgnaffe de myoblastes (colonne de gauche) et um tregié
a la fois par des myoblastes et par le Hidolonne de droite). A un grossissement plus inamr(20 x), les
degrés plus importants d’angiogenése (coloratiamédr et de prise de greffe cellulaire positive anlgosine
squelettique rapide (coloration rouge) sont clagehvisibles sur le coeur recevant le traitemerdcés
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Survie cellulaire
Dans le sous-groupe d'animaux chez lesquels des myoblastesomiéket® injectés a des

receveurs femelles, le nombre de cellules greffées, fubesti par la présence d'un
chromosome Y a la PCR, était également significativement iplpgriant aprés les injections
simultanées de myoblastes et de HiFdqu'aprés la greffe cellulaire isolée : 13,16 % 10
(3,45 x 16 — 20,89 x 1) contre 1,56 x 10(0,67 x 16 — 3,42 x 18 [P = 0,020, n = 4 pour

chaque groupe]).

Discussion

Principaux résultats de I'étude

Le résultat le plus pertinent de la présente étude est itaiati@in plus importante de la
fonction systolique du VG aprés infarctus en cas d’administratioraniybcardique
simultanée de HIFd et de myoblastes squelettigues comparativement a une igaée de
myoblastes ; cette amélioration a été corrélée a une audgimerda I'angiogenese et de la
survie cellulaire dans la région greffée. Inversement, I'admatimtr de HIF-& au moment
de linfarctus n'a pas montré de bénéfice comparable, probaiilesme raison d'une
inactivation adénovirale par des processus inflammatoires et inaimesifil est possible que
'effet immunosuppresseur de la ciclosporine ne soit pas endficace au moment de
l'injection du HIF-Iu parce qu'elle vient d’étre instaurée). Cette hypothéseinditéctement
confortée par la littérature, avec une étude dans laquelle I'adatinistséquentielle du
facteur fibroblastigue de croissance basique et de cardionegofttaux (administrés une
semaine plus tard) s'est soldée par un succes fonctionnel. L féiztit incorporé dans des
hydrogels a base de gélatine a libération progressive (SakaRibd2), ce qui a pu offrir une
certaine protection contre les processus d'inactivation environnamerEa revanche,

Retuerto (Retuerto 2004) a récemment rapporté que des injectioamgyiatardiques d’'un
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adénovirus codant pour le facteur de croissance de I'endothélium aneesdMEGF) au
moment de l'infarctus amélioraient les bénéfices de lafegad cardiomyocytes foetaux
pratiquée trois semaines plus tard. Plusieurs différences danadaption du protocole, en
particulier l'utilisation d'animaux syngéniques dans les expé&sede Retuerto, pourraient
expliquer cette disparité avec nos données. De plus, I'absence deehémddtionnel dans
des coeurs ayant recu une injection isolée de klEdhfirme la prédiction selon laquelle
'augmentation de I'angiogenése dans un tissu cicatriciellyglherge plus de cardiomyocytes
dépendant du flux sanguin est peu susceptible d'affecter les datigtés contractiles de
cette région fibreuse. Cette hypothese est effectivemeriteéar I'observation selon laquelle
le groupe qui a obtenu les meilleurs résultats fonctionnels était dans lequel le HIF¢l
était administré simultanément avec des cellules vivantes-getBe les myoblastes greffés),

dont la survie est supposée bénéficier de I'angiogeneése.

Importance et prévention de la mort cellulaire apres la greffe

La perte des cardiomyocytes peut atteindre 90 % des cell@#8eg dans les 48 premiéres
heures (Zhang 2001); un taux de perte comparable a été observé smyatdastes
squelettiques greffés dans un muscle squelettique (Tremblay 2001)nsudésa régions
myocardiques infarcies (observations non publiées de notre laboratGiette perte
importante de cellules greffées est susceptible d'entraver dieérmamportante I'efficacité
fonctionnelle de la technique, comme le suggere la relation éétibdie dans un modéle
d'infarctus myocardique du rat entre le nombre de myoblastes mjettiétendue de la
préservation du ventricule gauche (Tambara 2003).

Une premiére approche consiste a augmenter le nombre de cetlulesompenser la perte
des cellules greffées, mais cette stratégie se heutts aontraintes en termes de faisabilité

(la durée des cultures doit rester dans la limite clinigeeable de deux a trois semaines),
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de codt et de sécurité : le volume tolérable qui peut étre injiect® le myocarde ne doit
probablement pas excéder 5a 6 ml, tandis que les passages mptijnlesent favoriser
I'émergence d’'une population de cellules a la différenciation défes¢ entrainant un risque
ultérieur de prolifération inappropriée de la greffe (Reinecke 2000).autme approche vise
I'amélioration de la survie cellulaire par neutralisation mésanismes de perte de cellules
greffées.

Ces mécanismes sont probablement multiples, mais en dehors desntssphysiques au
cours des injections et de la réaction inflammatoire déclenphgles piqares de l'aiguille,
deux mécanismes semblent jouer un réle majeur : lI'apoptose, comme le montrenfiessbéné
de la transfection des cellules souches mésenchymateuses ay&teufavorisant la survie
(Akt) avant la greffe (Askari 2003), et I'ischémie, comme le nediat multiplication par deux
de la survie cellulaire lorsque les injections sont effectuées dm tissu richement
vascularisé par opposition a un tissu cicatriciel fibreux (ZH0@). Les résultats de notre
groupe associant les myoblastes et le HiFétayent le concept selon lequel I'amélioration de
la perfusion vasculaire des cellules greffées optimiseddtats fonctionnels aprés la greffe
en agissant sur la composante ischémique de la perte cellpkiraccroissement de
'angiogenese.

En ce sens, nos données sont conformes a celles d'études précédentdsétphbli les
bénéfices de I'ajout d'un apport supplémentaire de facteurs deacogisangiogéniques a la
greffe cellulaire. Ainsi, il a été montré que tant la suresgiom induite génétiquement du
facteur de croissance de I'endothélium vasculaire par les mysblsgtielettiques (Suzuki
2001, Yau 2004) ou des cellules souches embryonnaires a différenciationep(&ang
2002) que l'administration séquentielle du facteur fibroblastigue desanois et de
cardiomyocytes foetaux (Sakakibara 2002) augmentaient l'angiegehéamélioraient la

fonction comparativement aux résultats obtenus chez les animauxseri@ependant, il est
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maintenant reconnu que l'administration d'un seul facteur desanois angiogénigque a une
efficacité thérapeutique limitée (Hughes 2004), ce qui justifiac I'administration d'un
mélange de plusieurs facteurs ou, mieux, d'un géne de survie qui peut Fégplkession
d'une grande variété d’effecteurs en aval. Dans ce contexte, lenHit-htéressant en raison
de son r6le de régulateur essentiel de I'expression génique ener@ddmngpoxie cellulaire et
de la multiplicité des genes qu'il active par transcription >80 produisent des protéines
jouant un réle crucial dans l'angiogenése (en particulier grdaeproduction de facteur de
croissance de l'endothélium vasculaire et d’érythropoiétine), lacpostecellulaire et les
mécanismes meétaboliques (en particulier le transport du glucdaegbfcolyse) (Semenza
2002). En conséquence, si le Hl&-%eul n'a pas réussi a éviter une détérioration de la
fonction VG, l'observation selon laquelle son administration concomitaner les
myoblastes squelettiques a potentialisé les bénéfices liéselubes (Figure 2) suggére une
action synergigue et donc une contribution de la myogenése et mipodenése a

I'amélioration des résultats fonctionnels constatés dans le groupe deandiéssocié.

Limites

Plusieurs limites de I'étude doivent, cependant, étre reconnues. Toartdd'lm preuve de
l'efficacité du HIF-&u s'appuie principalement sur des critéres d'évaluation de subastituti
comme la densité capillaire et des indices fonctionnels du V& ppre nous n'avons pas
mesuré directement I'expression du HiFelans le tissu myocardique. Cependant, la capacité
d'un adénovirus a agir comme vecteur efficace du HIB-précédemment été démontrée par
la régulation positive d'une grande variété de génes dépendantfadteae dans des cellules

cardiagues humaines transfectées par ces constructions (Jiang C. 2002).
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Deuxiémement, dans cette étude, le HiFebdant pour des génes a été administré par un
vecteur adénoviral en solution injecté conjointement avec les myedhldstreste donc
possible qu’une meilleure efficacité thérapeutiqgue puisse étraumbtear d'autres modes
d'administration des génes (transfection directe de myoblastEdNetplasmidique nu) ou
greffe concomitante de cellules présentant un potentiel angiogédigng 2002) (Kim) (Ott
2004).

Troisiemement, nos données par PCR ont montré un nombre de cellulest perta
chromosome Y dans le groupe de traitement associé presqueoisossipérieur a celui du
groupe des myoblastes seuls. Ceci reflete probablement une atigfiate la survie des
myoblastes mieux vascularisés, comme le suggere la plus gréenidue® des régions
positives a la myosine squelettique observée dans ces cceuntsrega I'association de
myoblastes et de HIFel Néanmoins, en |'absence de caractérisation phénotypique détaillée,
nous ne pouvons exclure que la prolifération de composés cellulairesyogémgues de
l'injectat initial (c'est-a-dire fibroblastes et cellulesdothéliales) puissent également avoir
contribué a cette numération cellulaire plus importante.

Enfin, le suivi était limité a un mois. La demi-vie relativernecourte des vecteurs
adénoviraux souléve alors la question des effets a long terme wuneat par le HIF-d
Cependant, la plupart des déces cellulaires surviennent peu de agpiea injections a un
moment ou le HIF-4 est encore présent pour déclencher une augmentation degemage ;

on peut donc supposer que celle-ci persiste dans le temps, méme lersdgclencheur a

disparu.
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Conclusion

Les données présentes montrent que les bénéfices fonctionnelgmdéfdade myoblastes
squelettiques peuvent étre considérablement améliorés par I'adatimistoncomitante d'un
vecteur adénoviral codant pour le HIk:1lelles confirment le réle important joué par
lischémie dans la genese de la mort cellulaire apres uelie get suggerent qu'une
amelioration de la vascularisation de celle-ci est un moyeaeé de résoudre ce probleme.
La pertinence clinique potentielle de ces résultats doitcémérmeée apres I'approbation de
l'utilisation expérimentale du HIFel dans des essais de phase | chez I'nomme. Plus
généralement, ces résultats démontrent également les b8rdifid est possible de tirer des
effets synergiques des thérapies géniques et cellulaires.

Le troisieme protocole était destiné a détecter la présgmamllules progénitrices adultes
multipotentes de la moelle osseuse (multipotent adult progenitoroceNSAPC), apres leur
transplantation dans le myocarde infarci. Les résultats confirmeaticune cellule ne se
transforme en cellules présentant des caractéristiques messwdaiaucune cellule ne peut
étre détectée a distance de la greffe. Le résultat éometl sur des rats transplantés est proche
des résultats des autres lignées : une stabilisation dé®risad’éjection, par rapport a la

détérioration de la fonction myocardique observée sur le groupe contréle.
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3- Les cellules progénitrices adultes multipotentes déres de la moelle
osseuse peuvent-elles permettre la régénération du myocardgrées un

infarctus ?

Apport personnel pour ce travail, publié Cardiovasc Res. 2006 Oct 1;72(1):175-§8t

chapitre IX) :
» chirurgie et anesthésie de tous les animaux opéreés
» préparation des échantillons apres sacrifice des animaux

» collecte des données

Collaborations et aides pour I'élaboration du projet :
e Onnik Agbulut : collaboration active pour toutes les manipulations en labeta

responsable du DEA et de la conduite des manipulations

* Alain Hagege, Laurent Sabbah et Christophe Bressolle : cardiologté@ents de
I'étude pour les échocardiographies

» Professeur Philippe Menasché : directeur du travalil
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« Les cellules progénitrices adultes multipotentes dérivéade la moelle
osseuse peuvent-elles permettre la régénération du myocardprés un

infarctus ? »

Introduction

Depuis les dix derniéres années, la thérapie cellulaire est apparue coramouvelle voie de
recherche pour espérer une réparation du myocarde endommagé. Lesastagobl
squelettiques (Menasché 2003, Herreros 2003, Siminiak 2004, Smits 2003}jwenkes
cellules de la moelle osseuse (Mathur 2004) sont tous les deux ®n @ibssais cliniques.
Cependant, alors qu'’il existe des preuves irréfutables que cesygesxde cellules peuvent
limiter le remodelage au cours du post-infarctus et augmearagidigenése, il n’existe par
contre aucune preuve solide démontrant qu'elles peuvent se transdifférec
cardiomyocytes (Reinecke 2002, Murry 2004, Balsam 2004). A partir denlpeut se
demander si elles seraient capables de réellement régénéngocarde aprés un infarctus.
C’est dans ce contexte, qu’en 2001, la caractérisation d’'une sous-populatiosllules
adultes dérivée de la moelle osseuse et créditée d'un potentiff@entiation a lignée
multiple (Reyes 2001, Jiang Y.2002, Reyes 2002, Jiang Y. 2003, Schwartz 20@2), aus
appelée cellules progénitrices adultes multipotentes de laemmsdeuse : multipotent adult
progenitor cells (MAPC) a donné l'espoir de [l'utilisation de amdlules a des fins
thérapeutiques et régénératives. Alors que des études in vitrolameiment permis de
démontrer la capacité des cellules MAPC a se différerasiecellules des trois couches
germinales, nous ne savons que peu de choses sur leur devenir phénotypique apdEngreff
le myocarde endommagé par un infarctus. De plus, bien que les cdldlPE se

différencient en cellules cardiaques lorsqu’elles sont injectiaass le blastocyste et
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contribuent ainsi au développement du cceur (Jiang Y. 2002), il n’existge publication

démontrant que les cellules MAPC se différencient en cardionmgsdytvivo. Toutes ces
guestions restées sans réponse nous ont poussés a entreprendraidmttdads le but
d’examiner le potentiel des cellules MAPC afin de contribué gégénération du muscle

cardiaque sur un modéle d’infarctus chronique du myocarde.

Méthodes

Modele expérimental

Aprés avoir pratiqué une thoracotomie gauche (Al Attar 2003), nous avahsrdig'artéere
interventriculaire antérieure de femelles rats Sprague—-Dafiarlan-France), agées de 8
semaines. Quatorze jours plus tard, ces rats ont été réopérdggmernotomie. lls ont été
randomisés pour recevoir en moyenne 3 injections dans la ciqaiicene total del15Ql),
une dans la zone centrale et deux en limite de la zone d'infasxusde cellules rat
multipotent adult progenitor cells (tMAPC) (5¥1;=25) soit un milieu de culture (n=19).
La viabilité aprés décongélation évaluée selon la technique de B#E8nt I'exclusion par
iodure de propidium, était régulierement supérieure a 87%. Touste®marecu de la
cyclosporine A (10 mg/kgl/j, i.p., Novartis) 2 jours avant la greff@es les jours jusqu’a leur
sacrifice. Tous ces tests ont été réalisés conformémentPainciples of Laboratory Animal
Care” décrits par la comité national en charge de la recherédeale (National Society for
Medical Research) et le “Guide for the Care and Use of LabgraAnimals”
(Recommandations pour les soins et l'utilisation des animaux deatalve} préparé par «
I'Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Lifee&®e, National Research

Council », et publié par la « National Academy Press », révi€i98. Toutes les procédures
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sur animaux ont regu I'accord du University of Navarra Instituti@@ahmittee on Care and

Use of Laboratory Animals.

Isolation, préparation et caractérisation des cellules rMAPC greffées

Les cellules rMAPC ont été obtenues a partir de moelle asgigats adultes Sprague—
Dawley. Elles ont été isolées et caractérisées commguiagirécédemment (Reyes 2001,
Jiang Y. 2002, Reyes 2002, Jiang Y. 2003, Schwartz 2002), en y apportant desatiaothf
mineures. En résumé, les cellules mononuclées dérivées de mosHlasesont été
ensemencées a une concentration de ®scHllules/cm2 sur un milieu en expansion,
additionné de 10 ng/ml de facteur de croissance épidermique (SiPnay/ml de facteur de
croissance dérivé des plaquettes (systéme R et D) et démiDdegfacteur d’inhibition de la
leucémie dans des boites de culture enduites de 10 ng/ml de fibmer(&itjma). Le milieu
d’expansion était constitué de 58% de DMEM teneur basse en gludbse RL), 40% de
MCDB-201 (Sigma), 2% de sérum foetal de veau (Biochrom), dengline transferrine
sélénium, 1X d’albumine de sérum bovin et acide linoléique (Sigma), 1@8xisimethasone
(Sigma), 10-8 M d’acide ascorbique 2-phosphate (Sigma), 100 U pénjcédliri®00 U de
streptomycine (Gibco). Le milieu a été changé tous les Jourd et les cultures ont été
conservées jusqu’a I'obtention d’agrégats cellulaires collés cordl@eptus de 50%. Elles
ont été détachées a l'aide d’une solution & 0.25% de trypsine et EBi®Witthaker) et
réensemencées a une concentration de 5x102/cm2 dans les mémesnsodeéitiulture. Le
méme niveau de confluence des cellules a été maintenu tout alelngudture. Les cellules
rMAPC ont été caractérisées par la technique de FACS aptémtoon par anticorps
monoclonaux anti-CD44, antigene de classe | du MHC, anti-SSEAIS8Ri#, anti-CDA45,
anti-CD90, anti-CD73, anti-CD106, anti-CD31 et anti-CD49b. Les rMAPC tértrgnsduites

avec un vecteur lentiviral de troisieme génération exprimant e g&FP cDNA & une
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multiplicité d'infection cellulaire naturelle (MOI) de 50 présence de polybrene @/ml).
La transduction des cellules a pu étre réalisée aprés 50 doubletagripulation (DP). La
cytométrie de flux a permis d’établir que plus de 50% des celMWd3C étaient positives a
'eGFP. Pour un des groupes, les rats ont été greffés avecetleles d’'eGFP rMAPC
marquées au ferucarbotran (Resovist, Schering AG, Allemagne eoncentration de 2k
fer/ml pendant 24h, comme décrit (Arbab, Transplantation 2003). L'eitiicdu marquage a
I'oxyde de fer super paramagnétique (OFS) était supéried®@oa Toutes les cellules ont été

congelées avant transplantation.

Analyse fonctionnelle

Les animaux ont été anesthésiés par isofluorane pour permetide lgge la fonction du VG
par échocardiographie en 2D, juste avant la transplantation et 1 &amss.
L’échocardiographie transthoracique en 2D a été réalisée gragee sonde a balayage
linéaire de 13 a 15 MHz (15L8), disponible sur le marché, etapéuent concue pour les
études cardiaques par ultrasons chez le rat, connectée a unapblogumeérique (Sequoia
512®, Acuson Corp, Mountain View, CA, USA). Les animaux ont été placésapig
chauffant en décubitus dorsal ou en position latérale. Les vuesayarnt® fin de diastole et
fin de systole du VG ont été standardisées de la maniere suivaohgsion de I'apex, du
muscle papillaire postérieur, de la valve mitrale, et de lae@aaortique. Les mesures
echocardiographiques en deux dimensions ont été respectivemenstedesgen mode cine-
loop pour obtenir une image correcte de coeurs battant rapide. Cetilgmranet d’obtenir
un format maximal a une fréequence de 160 Hz avec une résolutoaldaét axiale élevée.
Les images numériques ont ensuite été analysées a un foanétrgl afin de pouvoir capter
les vraies phases de fin de diastole et de systole. Les esurf@lé-diastoliques et téle-

systoliques (A) ont été obtenues par tracés manuels des comdacariques du VG sur le
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cycle montrant la plus grande (et la plus petite) cavité du N@&ede ciné-loop, selon la
méthode de pointe recommandée par I’American society of echagaaplity. A partir de ces
formats, le tragage d’une ligne reliant la partie la plusigie I'apex et le centre d’'une ligne
reliant les charniéres de I'anneau mitral a permis de déternes longueurs (L) de fin de
diastole (ou fin de systole) du VG. Les volumes de fin de diastot#e din de systole
(respectivement LVEDVs et LVESVS) ont ensuite été calcsédsn la méthode de surface-
longueur monoplan (volume=8XA2 /aXL). La fonction d’éjection du ventricule gauche
(FEVG, %) a été calculée selon la formule (LVEDV-LVESVYYEDV) X 100. La moyenne
des mesures a été lissée sur 3 cycles cardiaques consécatifalysée en aveugle par un
observateur unigue. La variabilité entre valeurs lors des échogaaplives a été analysée a
partir de 2 séries de mesures initiales chez 10 rats phasard, selon I'analyse de Bland et
Altman: les résultats étaient trés similaires pour lesures linéaires (r>0,95, SEE<0,1 mm),
le volume (r>0,93, SEE<0,08 ml), et la FE (r>0,95, SEE=4%). Seulateslont I'ampleur
de l'infarctus était telle que la FEVG était inférieuré08 de la valeur initiale ont été inclus

dans I'étude afin d’optimiser les effets potentiels du traitement.

Analyse histologique et immunohistochimique

Les coeurs explantés ont été coupés en 3 blocs distincts : apidil;vestriculaire et basal.
Ces blocks ont été soit congelés dans de I'isopentane refroidiodel’Bquide ou inclus dans
de la paraffine. A partir de chaque bloc congelé, nous avons @népgt cing lames de (fm,

sur des coupes transverses du coeur, contenant chacune 3 cryo-coupest{dldes [iocs
apical et de la cavité du mésencéphale, 5 a partir du bloc Idgbad) afin de réaliser une
analyse histologique (hématoxyline et éosine) et immunohistolodigseblocs inclus dans
la paraffine ont été coupés en section denBd’épaisseur, déparaffinés et colorés par les

anticorps appropriés. La détection des cellules greffées essdintiellement basée sur la

63



présence de signaux positifs a I'eGFP (1:400, anticorps polyclodauXapin [pAb],
Interchim.; 1:300 sonde moléculaire pAb) alors que la présence deufestd’oxyde de fer
dans les cellules a été détectée par la coloration au blemudseRcomme décrit ci-aprés
(Arbab, Radiology 2003). Par la suite, I'étiguetage immunologique aéétisé a I'aide
d’anticorps dirigés contre la chaine lourde de myosine (MyHC) (arit;orps monoclonaux
de souris [mAb], NovoCastra), de myosine liée a la protéine C (1pXH), fourni par L.
Carrier, Inserm U582, France), d’anticorps anti-cavéalir{it50, pAb, Santa-Cruz), d’actine
du muscle lisse (non-dilué, mAb, Dako), de connexine 43 (1:200, mAb, Sidenej/ponine
(2:200, mADb, Sigma), de tropomyosine (1:100, mAb, Sigma) et de lectibel ES0 png/ml,
Sigma).

Afin de quantifier la densité capillaire, 9 coupes par coeurtérgédectionnées au hasard en
périphérie, et colorées par les anticorps anti-cavéolinkh densité des artérioles a été
guantifiée apres coloration par les anticorps anti actine du nlissgeAu total, 9 coupes par
coeur ont été choisies au hasard afin de dénombrer le nombre dest@ositives a I'actine
du muscle lisse. Les images ont été analysées a l'aide atasgope Leica DMRB équipé
d’'optiques permettant I'épifluorescence. Les images digitaleséntanalysées grace au
logiciel Vision explorer (Graftek Imaging). Les données sont img@s comme étant le

nombre de capillaires ou d’artérioles par mmz2.

Etude ultra structurale

Afin de réaliser des études par microscope électronique, le cogété éixé dans du
glutaraldéhyde a 2%. Les coupes ont ensuite été fixées dans de I'osmium a GG5¥%cPes,
déshydratées et incluses dans de I'Araldite (Durcupan, Fluka)chupes semi-épaisses (1,5
um) ont été réalisées avec un couteau a pointe diamant einhégerenlorées avec du bleu de

toluidine & 1%. Les coupes semi-épaisses ont été incluses a noamsaundbloc d’Araldite
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et détachées de la surface en verre par une succession deotgelli(aade) et dégel. Les
blocs faits a partir de coupes semi-épaisses ont ensuiié@iépés en coupes ultra-minces
(0,05um) a l'aide d’'un couteau a pointe diamant et colorés au cidensfdomb avant d’étre

examinés sous microscope électronique Jeol 100CX.

Amplification par « polymerase chain reaction » (PCR)

L’ADN a été extrait du cceur entier (n=9 par groupe) apres tibigea la protéinase K et
extraction au phénol. L'ACP a été réalisé a l'aide d’'une amie@FP (colonne montante -

5- TAC GGC AAG CTG ACC CTG AA-3 colonne descendantéATG CCG TTC TTC

TGC TTG TC-3). Les conditions d’amplification ont été les suivantes : 95 °C perddanin,

puis 30 cycles a 90 °C pendant 60 s, 62 °C pendant 60 s, 72 °C pendant 60 s, suivi d'une
prolongation a 72°C pendant 10 min. Tous les échantillons ont aussi été sdumis
'amplification pour détecter la présence du gene GAPDH commeitéde la présence d'un

ADN amplifiable.

Statistiques

La taille de I'échantillon étant petite, il n’était pas possitiestimer que les données seraient
normalement distribuées. En conséquence, les données ont été comglaréds test non
paramétrique de Wilcoxon. Les résultats sont donc exprimés en svateédianes et

intervalles de confiance. Une valeur p<0,05 a été considérée ceigmfecative (Tableau 1).
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Résultats

Sur les 44 rats disponibles pour cette étude, 20 (rMAPCs transpaités protéine eGFP: 9;
témoins: 11) ont subi les études fonctionnelles avant et apré&n$plantation pendant que
les 24 autres rats (rMAPCs transduites par la protéine el@-Rémoins: 8) n‘ont servi qu’'a
suivre par série I'évolution des cellules par immunohistochimiei@bsetope électronique (a
48 h, 1 semaine, 2 semaines et 4 semaines apres la greffechpque étape: 4 cceurs traités

par rMAPC et 2 témoins).

Caractérisation des cellules rMAPC

Les cellules rMAPC ont été caractérisées apres 50 doubledepigpulation par cytométrie
en flux, TACP en temps réel et la différenciation in vitrcl{ma 1). Les animaux ont été
transplantés avec du CD44 faible et CMH classe | négatif, Giagatif et CD90 positif
normaux sur le plan cytogénétique issues de la méme moellasesdgous avons pu
démontrer que les cellules rIMAPCs se différenciaient iro véin cellules exprimant les
marqueurs phénotypiques des tissus issus du mésoderme (cellulesairassemdothéliales

et squelettiques), de I'endoderme (hépatocytes) et de I'ectoderme (nesohde)d 1).
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Schéma. 1Caractérisation des rMAPC. (A) Phénotype FACSMIBRC apres 50 doublements de population
(DP). Les graphiques montrent des anticorps diiEstyémoin IgG colorés (tracé noir) versus des@ps a
coloration spécifique (tracé rouge). Un phénotgmeésentatif de plus de 5 essais est présentdn{Bjuno-
transfert d’ACP en temps réel montre le profil ghesssion le 4 octobre sur des cellules de rIMAP® &0
Ligne 1-4: rMAPC; Ligne 56 : témoin négatif; Ligne 7: ligne cellulaire Pli®njoin positif). (GE)
Différenciation in vitro de cellules rMAPCs. Microgragbe de contraste panneau de gauche
immunofluorescence avec anticorps monoclonaux spécifigupanneau centrat et témoins Ig-
panneau de droite (C) Différenciation endothéliale: la morphologiesaellules rMAPC traitées par VEFG
pendant 14 jours a été modifiée et I'expressionléégdes marqueurs endothéliaux, comme mis ennééde
par 'immunofluorescence (Flk-1, vert). (D) Diffé@ation des hépatocytes obtenue a partir de bsgn des
cellules rIMAPC des marqueurs hépatocytaires : laEsgion des marqueurs hépatocytaires s’est régukte
hausse apres 21 jours et en présence des HGF et,/lBfme mis en évidence par l'immunofluorescence
(albumine, vert). (E) Différenciation neuronale artip des cellules rMAPC: I'expression des margsieur
neuronaux s'est régulée a la hausse aprés 2Ekjamprésence de bFGF{d@emaine), Shh, FGF8'(2semaine)

et BDNF (3™ semaine), comme mis en évidence par limmunofkeenece (nestine, rouge). Les panneaux sur
limmunofluorescence sont des essais représergapfrieurs a 3. Le DAPI (bleu) sur les pannealx €,E a

été utilisée pour la coloration du noyau. Echellgeim.
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Analyse fonctionnelle

Il N’y avait pas de variations significatives des FE irgsa¢éntre les 2 groupes (témoins : 30%
[0,23;0,37]; rMAPC : 37% [0,32;0,38], p=0,15), semblant indiquer un traumatisme
ischémique initiale de méme envergure. Un mois plus tard, ldu-Broupe témoin avait
chuté a 24% [0,21;0,30] alors qu’elle semblait étre mieux présentéeadai greffe de cellule
rMAPC (37% [0,27;0,41]). Cependant, la différence entre les deux grolgpgms permis
d’atteindre le seuil de la signification statistique (p=0,06). Chaqieur est donnée dans le

Schéma 2.
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Tableau 1 : Résumé des résultats fonctionnels

N Valeur initiale Post Tx Delta (ml) Delta (%)

EDV (ml)

Témoins 11 0,49 0,70 0,18 38,97
[0,43;0,58] [0,52;0,80] [0,12;0,31] [23,21;72,26]

rMAPC 9 0,50 0,54 0,06 15,90
[0,49;0,52] [0.47;0.67] [0,03;0,17] 6,50;31,47]

Test de Wilcoxon 0,7103 0,0952 0,0562 0,0562

ESV (ml)

Témoins 11 0,33 0,55 0,16 40,33
[0,28;0,43] [0,32;0,61] [0,08;0,27] [17,13;81,45]

rMAPC 9 0,32 0,37 0,04 16,63
[0,31;0,37] [0,31;0,40] 0,04;0,09] [10,29;28,33]

Test de Wilcoxon 0,8238 0,0674 0,0251 0,0251

FE (%)

Témoins 11 30 24 0 1.05
[0,23;0,37] [0,21;0,30] 0,11;0,04] B8,92;16,65]

rMAPCs 9 37 37 0,02 [0;0,04] 5,67
[0,32;0,38] [0,27;0,41] [1,00;9,50]

Test de Wilcoxon 0,1519 0,0674 0,4119 0,4119

Les valeurs sont indiquées comme valeurs médiafieteevalle de confiance].

EDV: Volume en fin de diastole ; ESV: Volume en fia systole; FE: fraction d'éjection; rMAPC: cetisil
progénitrices adultes multipotentes de la moekewse de rat; PostTx: post-greffe; delta: diffezasmtre les
valeurs apres la greffe et les valeurs initialgsimées en valeur absolue; delta (%): différente=des valeurs

apres la greffe et les valeurs initiales exprinfépaaircentage des valeurs initiales

.24 1

.15 1

(.10 7

0.05 -

Baseline

Sacrifice

Control sroup

Baseline

T
Sacrifice

MAPCs group
Schéma2: Effets fonctionnelles des cellules rMAPC grefféésleurs individuelles pour la fraction d’'éjecti¢fFE)
d’origine et avant le sacrifice.
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Caractérisation phénotypique des cellules greffées
Dans le groupe des cceurs greffés avec des cellules rMAPCs]lldss greffées ont pu étre

détectées a 48h, 1 semaine et 2 semaines. Toutefois, elles n’qni pae identifiées par
immunofluorescence, immunohistochimie ou ACP complétées respectivepaenies

anticorps anti-eGFP et les amorces eGFP, 1 mois apres la greffedstheD).

48 hours 1 week 2 weeks 4 weeks

GFP

Perls

CD68

o e P Bl SR .
Schéma 3. Detectlon de cellules rMAPC greffees sur des cabriraits. Les rats greffes avec 5§<(HG fer et|quetes
rMAPC-GFF ont été sacrifiés a différents intervalles etdeapes des cceurs ont été analysées par coloration a
GFP (A a D) et Perls (E a H) a (A,E) 48 h; (B,Fsdmaine; (C,G) 2 semaines et (D,H) 4 semaines; Les
particules de fer ont été détectées jusqu’'a 4 smmdmarron) (A a D) et les cellules positives &PQusqu’'a 2
semaines, grace au systeme de développement ppteitase alkaline (fuchsia). La présence de plasicie fer a

été confirmée par coloration de Perls (bleljHIE Aucune coloration positive a la GFP ou Perbs été observée
dans le milieu témoin, le lysat des cellules maegugu fer et la solution de particules de fer desrs ayant recu
une injection (données non présentées ici). Norolmissant de cellules positive au CD68 (fuchsiaplisées au
méme endroit que les particules d’ions (marroctfes) (- L) a 2 et 4 semaines. Echelle: pbn (A a H), 25

pm (laL).
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Dans la série d’essais impliquant le Resovist, les cellM@SPC marquées au Resovist a
différentes concentrations n'ont pas modifié la prolifération céllau leur viabilité
(données non publiées). Concernant les animaux greffés avec des ec®lARC marquées
aux particules de fer, les cellules positives au fer ont puléteetées a différents intervalles
jusqu'a 1 mois apres la greffe (schéma 3E—H). Ces cellulésienié pas colorées par des
anticorps dirigés contre les antigénes cardiaques et antigeéefigaes du muscle lisse
(données non publiées). De plus, a aucun moment nous n‘avons pu mettre en é@adence
localisation commune entre les cellules positives a la pro@&iieet I'actine du muscle lisse
(non publié ici). Cependant, 2 semaines aprés la greffe unincerdanbre de cellules

marquées au fer étaient positives aux marqueurs endothéliaux (BSL-Ihds¢he

48 hours 1 week 2 weeks
25,
—
U
~ID | Gt
% o } ..\ 1l ; ”";
g ey e, Sl
o WA T B O (| S
{ 28 . = .
: ; ‘, Tl ‘ I~ ’u . B T :% b

gl

Schéma 4différenciation endothéliale de cellules rMAPGsplantées. Coupes du coeup(B) colorées par
immunohistochimie avec des marqueurs endothéllaatine BSL-1, a 48 h (A, D), 1 semaine (B, E) ou 2
semaines (C, F) apres greffe de cellules. D a FdeBiagrandissements de A a C. L'étiquetage dauble
BSL-I (fuchsia) et particules de fer (marron) & 2 eemaines. Echelle : R0m (A a C), 10um (D a F).

Il est aussi intéressant de noter qu’'a 4 semaines, les setial@uées au fer étaient positives
aux marqueurs macrophages CD68 alors qu’aucune coloration a lauGFR lectine n’était
détectable (schéma 3I-L). Les animaux témoins greffés amecsolution contenant des
particules de fer dans un milieu ou un lysat de rMAPC marqueés a’ont montré aucune

coloration de Perls positive (données non publiées).
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L’'analyse ultra-structurelle a permis de mettre en éviddacprésence de fer dans les
lysosomes des cellules greffées a 48 h, 1 semaine (Fig. 5A2Gkataines apres la greffe de
cellules marquées démontrant ainsi la formation initiale lkedi Il est aussi intéressant de
noter que l'accumulation des macrophages chargés de particulies deété détectée 4

semaines apres la greffe avec I'apparition d’autres typesltldes marquées au fer (schéma

5B, D).

Schéma 5:Analyse ultra-structurelle d'un coeur greffé aves dellules rMAPC. (A) Coupe semi-épaisse d'un
coeur une semaine apres la greffe. Image en abgiecellules greffées sont identifiables grace@daence de
particules de fer (fleches); (C) coupes ultra-nsmzcellules marquées au fer (1 semaine apretfie) gmage en
angle: particules de fer dans le lysosome (fleatdsymation de fibres dans les cellules margagdsr (pointe de

la fleche); (B) Coupe semi-épaisse d’'un cceur 4isemapres la greffe. Image en angle: identifinadie cellules
marquées au fer (fleches) (D) Analyse ultra-stralitude cellules marquées au fer 4 semaines layesffe. Les
cellules chargées de fer correspondent a des rhageg Image en angle: Fort agrandissement desileartie
fer (fleches).

Un mois apreés la greffe, il n’y avait pas de différence d@genése entre les 2 groupes, avec
respectivement un nombre médian de capillaires dans la zone dienité54 [1445;1891] et
1700 [1636; 1881] par mm2 dans le groupe témoin et le groupe cceurs graftesles

cellules rMAPC. De plus, il n'y avait pas de différence danddnsité des artérioles entre les

72



animaux-témoins (58,8 [36,76; 88,24]) et les animaux greffés avec d¢3QNb9,27 [38,38;
114,71]), la densité étant définie comme le nombre de vaisseauxspadiéttine du muscle

lisse par mm2.

Discussion

Cette étude a principalement permis de découvrir que sur un modeleatieint d’'infarctus
chronique, la greffe de cellules rMAPC ne permet pas d’augmknteE au-dela de celle
enregistrée dans le groupe des cceurs témoins ayant recuidmjewn placebo, ce qui est
bien corrélé avec le défaut de prise de greffe prolongée darsdess ayant recu une
injection.

L’observation initiale in vitro, selon laquelle les cellules MABE différenciaient au niveau
unique de la cellule, en cellules ayant les caractéristique8 deuches embryonnaires (Jiang
Y. 2002), augmentait I'espoir qu’elles pourraient étre utilisédesafins thérapeutiques pour
réparer des tissus dégénérés malgré les défis techniquesésasdoteur identification
(principalement dus a des marqueurs de surface négatifs)cetlalexité de leur culture.
Cependant, au cours de ces essais nous n'avons pas pu détectenyoashistochimie des
cellules rMAPC marquées a la protéine GFP dans aucune des cangies|ues, et ce un
mois apres la greffe, bien que la prise de greffe des cedliilgs étre documentée au cours
des 2 premiéres semaines qui ont suivi la greffe, en se fondalet suarquage au fer des
cellules greffées ainsi qu'a I'étiquette de la protéine GBR mois apres l'injection, nous
n'avons pas trouvé d’ADN codant pour la protéine GFP par PCR, ce qui sugggm’y
avait pas, a ce stade, de cellules rMAPC viables dans les cceurs. Conforanéesedonnées,
nous n'avons pas retrouvé de prolifération de cellules rMAPC par tioloet marquage au

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (non publié ici). Bt& précédemment observé au
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cours d’autres études, que les cellules de moelle osseusegréffparaissent avec le temps
(Murry 2004, Agbulut 2004) peut-étre le reflet de la sensibiliténisdque de ces cellules au
manque de signaux nécessaires favorisant la survie cellul@iveleur différenciation, dans
ces milieux hypoxiques et fibreux. Cette supposition est confippageun état avancé de
cicatrisation et de fibrose, compatible avec nos découvertes sstprelles I'apoptose, étape
qui caractérise la premiére période post-infarctus n’était@asxtée par I'essai TUNEL (non
publié ici). La présence de macrophages marqués au fer détedtabiédiatement un mois
apres la greffe, suggére aussi une possible réponse inflamnokteiea rejet du greffon qui a
pu survenir malgré 'immunosuppression par ciclosporine. En effet, ddesétécentes ont
démontré que le manque d’expression d’antigéne HLA de classe ledaredlules MAPC est
associé a un rejet, a médiation NK, lorsqu’il était greffé ate souris NOD-SCID (Tolar
2006). Dans ces essais, le contraste qui existe entre la terdenceeurs greffés avec des
cellules rMAPC a prévenir la détérioration de la FE dansnmgeet I'absence de prise de
greffe prolongée suggeére I'implication possible des mécaniparesrines ou les cytokines
et/ou les facteurs de croissance libérés par les celKilesajrd 2004) présents au tout début
de période qui suit la greffe, seraient responsables d’effedfopestecteurs qui pourraient
ensuite rester actifs méme si les cellules sources quardisCes effets pourraient entrainer
des changements favorables dans la composition de la matraeedxlaire si 'on prend en
compte les récentes découvertes, qui montrent que la greffe tdescesouches
mésenchymateuses chez les rats atteints d’infarctus du mdgocéduit le contenu en
collagene et le taux de mRNA de facteur de croissance tramsfoprl (Xu 2005). Ces
modifications biochimiques de la matrice extracellulaire, aéesca un possible “effet
ceinture” des cellules greffées, pourraient contribuer a un neicanie stabilisation de la
paroi ventriculaire. Les résultats de cette étude ne sont pasean fi’effet sur 'angiogenése

ou sur l'arteriogenése, comme les progéniteurs endothéliaux senlardttre en avant

74



(Rehman 2003), et malgré la découverte d’'un petit nombre de cellulgsiéaarau fer et
positives aux marqueurs endothéliaux a différentes périodes post-dieffe expérience ne
permet pas de distinguer si ce phénotype est le résultat d’uéeedifation, comme il a été
décrit avec les cellules MAPC d’origine humaine, ou s'il s’aljit résultat d’'une fusion
(Reyes 2002, Alvarez-Dolado 2003). Enfin, la mobilisation paracrine diedesesouches
internes (Beltrami 2001) serait un autre mécanisme possiblejlmais’agit jusqu’a présent
gue d’'une spéculation, qui n'est en fait pas confirmée par l'ind@pdes cellules rMAPC
greffées a améliorer la FE de maniére significative. IDEss un possible effet secondaire de
la protéine eGFP peut étre exclu, car bien que la GFP puisserale couplage
électromécanique en bloquant les liens actine-myosine gracdémdts sarcomériques de
protéine fluorescente (Agbulut 2006), un tel phénoméne est sans rapportn@vec
expérience actuelle ou aucune des cellules rMAPC grefféesnatdaré une capacité de
différenciation en cardiomyocytes impliquant le développement d’'un adpgargractile

organiseé.

Limites

Premiérement, la période de suivi a été limitée a 1 moisnaumonclusion ne peut donc étre
formulée concernant la pérennité des effets du traitement aueliel&ette période.
Deuxiémement, nous avons utilisé un modéle d’occlusion permanente tdee l'@oronaire
qui peut ne pas refléter la pratique médicale courante ou lemtgasouffrant d’un infarctus
aigu du myocarde bénéficient souvent d’'une reperfusion précoce duavaissponsable. La
sensibilité des cellules rMAPC a I'hypoxie pourrait expliquerfdit qu’elles n’aient pas
survécu apres 2 semaines. On ne peut donc pas exclure que leur deaénatéuifférent

dans un milieu revascularisé.
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Troisiemement, les cellules ont été injectées 2 semaines lapfarctus, a une période ou la
cicatrisation est en phase de granulation; cet environnement peas rédre favorable a la
survie du greffon cellulaire. Il est donc possible que des injectionsppfic®ces auraient
permis aux cellules de trouver des signaux plus appropriés a Ueve st a leur
différenciation.

Quatriemement, le rejet immunitaire a médiation NK peutrésponsable du peu de prise de
la greffe, augmentant ainsi la possibilité d’'une amélioratiotadgurvie cellulaire par des
schémas immunosuppresseurs plus appropriés. Enfin, aucun essai mggiéue dédier les
cellules rMAPC a une lignée cardiaque avant de les greféer effet, mémes les cellules
souches embryonnaires pluripotentes ont un taux limité de diffétiemcispontanée en
cardiomyocytes in vitro. |l est nécessaire d'utiliser diffées combinaisons de facteurs de
croissance et de conditions de culture pour les guider sur ce cfieafidis 2004, Heng
2004). Il est donc probable que la prédifférenciation des cellules @M\&Ps un phénotype
cardiaque soit nécessaire pour améliorer la prise de lagreta différenciation finale en
cardiomyocytes matures. Enfin, nous ne pouvons pas exclure le faia quegite taille de
I'échantillon peut nous avoir conduits a manquer des différences sigividie dans les FE

post-greffe, qui approchent le seuil des 0,05.

Conclusion

Malgré ces limites, ces données actuelles nous permettwmimablement de conclure que le
potentiel de différenciation multi-lignée démontré par les adlMAPC in vitro ne se traduit
pas par une prise de greffe cardiaque in vivo sur le long termmeendifférenciation lorsque
I'on utilise des cellules rMAPC non-différenciées et greffdass une cicatrice d’infarctus.

Bien que cette découverte se double d’'un manque d’amélioration sitinifide la FEVG,
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des études complémentaires semblent justifiées pour détermines snodifications de
traitement des cellules MAPC, leur microenvironnement local awl®ent de leur injection,

pourrait optimiser I'utilisation de ces cellules et donner lieu a un possibladsnéf

4- L'érythropoiétine peut-elle améliorer la prise de geffe des myoblastes

squelettiques apres un infarctus du myocarde ?

Le dernier travail effectué au sein de 'U633, en expérimentatmmale, avait également
pour objectif une amélioration des résultats fonctionnels de la teéiulaire par
myoblastes. Les résultats encourageants par I'apport du genexldirduisant a essayer une

des protéines codées par ce gene : I'érythropoiétine.

Apport personnel pour ce travail, publié J Interact Cardiovasc Thorac Surg. 2007

Jun;6(3):293-7 (cf chapitre IX).

» chirurgie et anesthésie de tous les animaux opéres

* soins courants sur toute la durée du protocole

» préparation des échantillons aprés sacrifice des animaux
» collecte des données

e participation a I'analyse des données, rédaction finale de I'article

Collaborations et aides pour I'élaboration du projet :
* Agnés Maurel, Valérie Bellamy collaboration active pour toutesmhanipulations en
laboratoire
* Alain Hagege et Sylvain Chanséaume : cardiologues référentgtddel pour les

eéchocardiographies
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» Patrick Bruneval, Chantal Mandet : préparation des lames et analyse higtelogi
» Professeur Philippe Menasché : directeur du travail et véritébeent, du début
jusqu'a la finition complete. Aide et soutien intellectuel, financikgistique,

psychologique et rédactionnel

« L’érythropoiétine peut-elle améliorer la prise de grefé des myoblastes

squelettiques apres un infarctus du myocarde ? »

Introduction

Malgré les données encourageantes faisant la “preuve du concemtygdrant que les
myoblastes squelettiques greffés peuvent améliorer les fonctiomentricule gauche (VG)
apres un infarctus du myocarde, I'efficacité de la procédste timitée par le taux élevé de
perte cellulaire (Maurel 2005), conséquence a la fois du mécanisme deriied injections
et de la mort cellulaire du greffon. Puisque la mauvaise vasatlan des tissus cicatriciels
cibles et I'ischémie du greffon qui en découle sont des facteunsilutifs a cette mort
cellulaire, plusieurs stratégies ont été développées pour augnteentascularisation de la
zone d’injection, en se basant principalement sur les facteursodesarrice (Yau 2004)
(Azarnoush 2005). Cette étude a été concue dans le but dévaluer fdes @é
I'érythropoiétine (EPO) en partant du principe que cette cytokineapmptotique et
angiogénique (Maiese 2005) pouvait augmenter le taux de survie des myoblastsopee!

et les résultats fonctionnels associés.

78



Méthodes

Notre expérience a été realisée conformément aux ‘Prinajplésboratory Animal Care’
(principes des soins a apporter aux animaux de laboratoire) r@digissNational Society for
Medical Research (Société nationale pour la recherché méditaée“Guide pour les Soins
et I'Utilisation des Animaux de Laboratoire” préparé par litage of Laboratory Animal
Resources, Commission on Life Science, National Research CGoeinpilblié par National

Academy Press, révision de 1996.

Cultures cellulaires

Les cultures initiales de cellules musculaires ont été prépaa partir de rats males Lewis
nouveau-nés (Charles Rivers, Arbresle, France) selon un protocole pi€fagidemment
(Azarnoush 2005). Le jour de la greffe, les cellules ont été détees et lavées trois fois
dans un milieu modifié Eagle avec de I'albumine de sérum bovin a Or&étigh V ; Sigma,

St Louis, MO).

Erythropoiétine
L’injection en intra péritonéal de la rhEPO (Epoetine Alfa 10000 Ufaptex ®], Janssen-
Cilag, Issy-les-Moulineaux, France) a débuté le jour précédemetie de cellules. Elle a été

administrée a une dose de 500 U/kg trois fois par semaine pendant deux semaines.

Modélisation de l'infarctus du myocarde

Des rats femelles Lewis (Charles Rivers) ont été anéddsépar isoflurane (1-3%). L'acces

au cceur a été réalisé par une thoracotomie gauche et ladidatliartére coronaire gauche a
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'aide d’'un point de polypropyléne 5/0 (Ethicon, Somerville, NJ) a e générer un

infarctus du myocarde.

Protocole expérimental

Treize jours aprés la création de l'infarctus, une échocardiograyitiede a été pratiquée sur
les rats pour évaluer la fonction du ventricule gauche (VG) ; smug dont la fraction
d’éjection (FE) était inférieure a 45% ont été sélectionnés msuessais. Apres la réalisation
d'une sternotomie médiane, ces animaux ont été répartis au hasardepewir des
injections intra-myocardiques du milieu de culture (témoins, n=7), deblastes
squelettiques (5=£pn=10), d’EPO (n=8), ou de myoblastes squelettiques fH=bbnbinés
avec de 'EPO (n=10). Lors de chaque injection, 150 ml volume étajeatés a 'aide d’'une
aiguille de 19 gauge en trois ou quatre sites au centre et en boedlareicatrice d’infarctus.
Aucun traitement immunosuppresseur n'a été administré de paatuee syngénique de ces

animaux de laboratoire
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Critéres cliniques :

Hématocrite

Le taux d’hématocrite a été analysé le jour de l'infarctus et le jour diicmcr

Fonction ventriculaire gauche
La fonction ventriculaire gauche a été mesurée par échoceapiog en 2D (Agilent SONOS
HP-5500 avec une sonde de 7,5 MHz) peu de temps avant les injectiahsl@ jaurs apres

I'infarctus) et un mois aprés, comme décrit précédemment (Azarnoush 2005).

Prise de greffe des cellules et angiogenese

Apres le dernier examen échocardiographique, les cceurs ont léiéprét séparés en deux
moitiés par une coupe petit axe passant par la partie ceded® zone de nécrose. Les
analyses histologiques et immunohistochimiques ont été pratiquéds agmdeux blocs de
chaque coeur sur des coupes cryostat de 8 mm d’épaisseur. Uansetion et la prise de
greffe des myoblastes ont été mesurées par immunomarquag&ida tI'anticorps
monoclonaux anti-cellules endothéliales de rat (RECA, clone HIS5&te8eOxford, UK) et
de myosine squelettique rapide (clone My-32, Sigma, St Louis, MIjicles étant conjugués
a un anticorps secondaire anti IgG de souris biotinylé (Vector,igartie, CA). Les analyses
ont été réalisées a l'aide d’'un microscope (Leica DMIL, VdetzZGermany) équipé d’'une
caméra digitale (Qicam, Qimaging, Burnaby, BC, Canada).ifmeges digitales ont été
obtenues a partir d'un grossissement moyen de dix (respectivenightetX X5 pour
I'agrandissement objectif de I'angiogenése et la prise déegtes cellules); elles ont ensuite

été traitées par le logiciel Metamorph (Universal Imaging CorjporaDownington, PA).
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Survie cellulaire

Les ventricules gauches d’'un sous-groupe comprenant la greffe de stgslsiles chez des
femelles, excisés a la fin de I'étude (n=3 pour les groupesblastes uniquement et
myoblastes + EPO), ont été immédiatement congelés dans dee llapide et stockés a -
80°C. Les muscles ont été décongelés sur la glace, hachéggisdjusqu’a obtenir une
homogénéité dans la nuit a une température de 4 °C dans un tamlgea (Roche, Basel,
Suisse). L'acide désoxyribonucléique (ADN) a été isolé a pdetitous les homogénéisats
grace au kit de purification d’ADN Wizard (Promega, Charbonnjdfesnce), dissout dans
un tampon de Tris—HCI (5 mmol/ I, pH 8,5) et analysé en tempgatdPCR quantitative
décrite précédemment (Ott 2004). Une séquence spécifiqgue du chromosdumeatysituée
dans la zone du Y déterminant le sexe (sry) a été utilisée diarminer les quantités

relatives de cellules masculines apres greffe.

Apoptose
La technique TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-medialUTP Nick-End
Labeling) a permis de visualiser in situ la fragmentation mwirgdé de I'acide

désoxyribonucléique, a I'aide du dispositif DeadEnd TM Fluorometric TUNEL (Ryame

Analyse des données :

Toutes les analyses fonctionnelles et histologiques ont étéasabs aveugle. L’'analyse de
la variance (ANOVA) pour les groupes, la période et lewrattion ont été utilisées pour
établir les comparaisons entre les groupes et au sein des grepésux d’hématocrite et de
la fonction ventriculaire gauche. Lorsque le test global Fisher @tmificatif, le test de

Student a permis d’établir des comparaisons appariées. Lestgile a a été défini a 0,05

et la procédure descendante de Bonferroni-Holm a été utilisée sterales multiples
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comparaisons. Les données sont affichées comme la moyenne + lodétandard (D.S)
ou comme une estimation des différences avec leur intervallenfiarcce associé (IC 95%).
Les différences entre les moyennes de la FE sont exprinodasiec points pourcentage.
Toutes les analyses ont été faites grace au logiciel Sat&tigal (Version 8.2, Cary, NC,

USA).

Résultats

Mortalité des animaux
Le taux de mortalité précoce aprés la ligature de l'artam®naire et la greffe était

respectivement de 11% et 5%, sans différence entre les différents groupes.

Caractérisation des cellules injectées
Lors de la greffe, le pourcentage de cellules myogéniquesdét&itt,6% comme le montre
les tests positifs a la desmine. L'exclusion au bleu trypanraipele déterminer que le taux

de viabilité post-décongélation était de 85%.

Modifications du taux d’hématocrite

Initialement, les taux d’hématocrite étaient en moyenne cdgpment de 42+2%, 41+3%,
42+4%, et 41+3% dans les groupes témoin, EPO, myoblastes uniqguemerdbdastes +
EPO (effet principal simple du groupe initial : P=0,90). A un miais,taux d’hématocrite
restaient inchangés par rapport aux valeurs initiales dansdepes témoin et myoblastes
uniguement (respectivement 41+2% et 41+3%), alors qu’ils avaient augehenténiere
significative dans le groupe de rats traités par EPO uniqugi®2t5%) ou dans le groupe

EPO + myoblastes (50+5%). En ce qui concerne ces deux groupesgtaraiff avec leurs
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congénéres non-traités était trés significative (les dift@emrestimées a un mois allaient de

8,3 et 11,5% points, P<0,0001 pour chaque comparaison appariée).

Résultats fonctionnels

Les FE initiales allaient de 33 a 38% et n'étaient pas sigtifiement différentes d’un
groupe a un autre (effet principal simple du groupe initiadQ,84). Par contre, le schéma des
modifications était par la suite trés différent entre lesiges (schéma 1). Ainsi, aprés 1 mois,
la FE des deux groupes ayant recu une greffe de myoblasteséStaiettement supérieure a
celle du groupe témoin avec ou sans EPO (11,4 [IC 95% : 3,7 ; 19,1]% peidid2)Pou (11
[IC 95% : 2,9 ; 19,1]% points, P=0,03). Les différences entre les deupgayant recu une
greffe de myoblastes et le groupe EPO uniguement suivaientiie shéma (14,9 [IC 95% :
7,1 ; 22,8]% points pour les myoblastes uniquement vs. EPO, P=0,02 et 15,3 [IC7 %%
22,8]% points pour les myoblastes + EPO vs. EPO, P=0,001). Cependant, I'&B@ du
sein des deux groupes traités par myoblastes n'a pas permign@ater la FE de maniére
significative & une valeur supérieure a celle des cceurs n‘agantque des myoblastes
(différence entre les groupes : 0,4 [IC 95% : -7,0 ; 7,9]% point3, 9B} Des augmentations
significatives du LVEDV et du LVESV (respectivement P=0,0003=1,6011, vs. valeurs
initiales) ont été enregistrées sur tous les cceurs et biecegueayant recu une injection de
myoblastes, avec ou sans EPO, ont montré une plus faible augorediati VESV que les
coeurs n‘ayant pas recgu d’injection cellulaire (Tableau 1), Ié&relifces & un mois entre les

groupes n’étaient pas significatives.
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Schéma 1. Modifications de la fraction d’'éjectiam wentricule gauche *P=0,03 vs. témoin; TP=0,02BR0O
uniqguement ; # P=0,02 vs. témoin; 4,=0,001 vs. EP{uement ; FEVG, fraction d'éjection du ventriul
gauche. Les données sont des moyennes + D.S

Parameétres Témoins EPO Myoblastes Myoblastes + EPO
n=7 =8 n=10 n=10

LVEDV

Valeurs initiales 0,40+0,07 0,42+0,06 0,40+0,05 0,42+0,09

Post traitement0,46+0,07 0,55+0,17 0,47+0,13 0,52+0,09

% modification 18,2+25,1 30,1+30,8 17,6£25,0 33,4451,8
LVESV

Valeurs initiales0,25+0,06 0,28+0,06 0,25+0,05 0,28+0,08
Post traitement0,31+0,04 0,41+0,18 0,28+0,10 0,30+0,07
% modification 30,9+27.,0 43,1+39,1 9,9+27.8 13,4+41,2

Tableau 1: Modifications des volumes de fin destlike et de fin de systole du ventricule gauche
(respectivement LVEDV et LVESV). Les données (mintsdonnées comme des moyennes *D.S. EPO,
erythropoiétine.
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Prise de greffe des cellules, angiogenese et survie

Le nombre de vaisseaux positifs au géne recA retrouvés danosdade l'infarctus des rats
ayant recu une greffe de myoblastes n’était pas modifié @O’ respectivement
1,191+147/mm 2 et 1,086£228/mm 2 dans le groupe myoblastes uniquement et dans le
groupe myoblastes + EPO. L'EPO n’a pas non plus permis d’augniiantgogenése dans le
myocarde sain a distance de la zone nécrotique (2,120+39/mr#,359+386 mmdans le
groupe myoblastes uniquement). La greffe de myoblastes étsiilaise a ces modeles
puisque la zone My32 positive a la fluorescence (exprimée cgmonmeentage de la zone
d’infarctus) ne montrait pas de difféerence avec les cceurat aggu uniquement des
myoblastes (7,1+1,5%) et ceux ou linjection de myoblastes étailciassa de I'EPO
(11,246,9%). Les coupes représentatives sont montrées dans le schémaoné&uoahnt a
ces données, le nombre de cellules donatrices estimé par 'ACErmanicle chromosome

sry était similaire dans ces deux groupes et était en moyenne d& 1X10

Apoptose
Un mois apres la greffe, I'apoptose était presque négligeablguputses peu de cellules
contenant des noyaux positifs au TUNEL ont pu étre détectéessscoupes de cceurs, que

'EPO ait été ou non combinée avec les myoblastes.
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Fig. 2. Greffe de myoblastes dans un coeur n'ayegu gue des myoblastes (image du haut) et dangeum c
ayant recu des myoblastes + EPO (image du bas}siSsement X 5
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Discussion

Cette étude confirme les bénéfices de la greffe de myeblaguelettiques mais elle n’a pas
permis de démontrer que I'adjonction d’un traitement a 'EPO aradliar survie cellulaire,

'angiogeneése et les résultats fonctionnels.

Arguments pour l'utilisation de I’ EPO

Les causes principales de mort cellulaire post-greffe @mtlprincipalement l'inflammation,
la perte des signaux de survie de la matrice extracediudaifischémie du greffon. Afin de
répondre a cette composante ischémique, les interventions (autresr duegvascularisation
directe par angioplastie ou pontage) peuvent étre classées-irjeations de facteurs de
croissance angiogéniques (Azarnoush 2005), de transfection cellulagecentains de ces
facteurs (Yau 2004) ou de co-greffe de cellules angiogéniques ekdecla moelle osseuse
(Ott 2004). Ces stratégies ont montré leur part de réussitel’dagmentation de la néo-
revascularisation locale et de la fonction ventriculaire postdtufs, mais leur application
clinique peut présenter un probléme de par la courte demi-vie dépsotecombinées, la
guestion concernant I'innocuité des vecteurs viraux ou la complexig gteffe de cellules
recombinées. Nous avons donc testé I'hypothése selon laquelle risnlation d’EPO
pourrait étre une alternative efficace.

Il a été démontré que 'EPO améliorait la fonction du VG chemodéle animal atteint
d’infarctus du myocarde (Calvillo 2003, Moon 2003) indépendamment de ses siifet
I'érythropoiése, grace a ces effets angiogéniques (Ma3®e, Van der Meer 2005) et anti-
apoptotiques (Calvillo 2003, Moon 2003). Dans un contexte clinique, 'EPOirestaaite car
son profil de sécurité est bien connu, y compris chez les patigams subi une chirurgie

cardiaque (Alghamdi 2006). La découverte de récepteurs EPQ@esurcardiomyocytes
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ventriculaires et cellules endothéliales humaines (Depping 2005)l&thiese selon laquelle
cette solution pourrait étre un complément utile & la greffalaiek chez des patients atteints

d’'une pathologie cardiaque ischémique.

Interprétation des données

L'incapacité de 'EPO a potentialiser les bénéfices fonctiendel la greffe de myoblastes
n'est certainement pas la conséquence d’'une administration aeeffile la solution puisque
les taux d’hématocrite sont significativement plus élevés dans les graifespar EPO.

Cette découverte négative peut sembler surprenante car, sawfngoétude (Hale 2005), les
comptes-rendus antérieurs sur I'EPO rapportaient sa capaéidéieerla taille de l'infarctus,
a remodeler le VG et les troubles fonctionnels de contréctiliez le modéle du rat et du
chien lors d’occlusion-reperfusion (Calvillo 2003) ou lors de ligature geemte de I'artére
coronaire (Moon 2003, Parsa 2003). Cependant, cette discordance pourrdisexar les
différences essentielles entre les temps de traitemées etitéres cliniques principaux. Au
cours de toutes ces études positives, sauf une (Van der Meer 2005isadtion d’EPO a
débuté au moment de l'infarctus (Parsa 2003) ou au début de la repe(fDalvillo 2003)
(Parsa 2003) avec pour objectif principal de réduire la taillérdarctus. A l'inverse, dans
notre étude, I'administration de la solution a été retardée jusqoig $emaines apres
l'infarctus et avait pour principal objectif d’améliorer la vasculdiigadu greffon et sa survie.
Au cours de cette étape tardive, la cicatrisation de létdarest déja largement terminée et
les signaux requis pour garantir l'efficacité de I'EPO peuvéétres estompés. Plus
spécifiguement, I'apoptose des cardiomyocytes natifs n’est plus un pagéagrédominant,

il manque donc une cible importante aux effets de 'EPO. De mértenwmbilisation des
cellules progénitrices endothéliales dérivées de la moelleusssassure la médiation des

propriétés angiogéniques de 'EPO (Heeschen 2003), la voie d’'aécéssaire a la bonne
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régénération du myocarde peut aussi étre perturbée car le SBBEtPlns régulé aussitot
apres infarctus. Cette hypothese est étayée par les étudegpmsse montrant une fenétre

thérapeutique relativement étroite (Moon 2005).

Limites

Les limites de [I'étude sont les échantillons de petites 4gailldes examens
eéchocardiographiques opérateur-dépendant, le suivi court et I'abdencelation dose-
réponse. En effet, bien que l'absence d'une évaluation directe des catcest
myocardiques en EPO ne permette pas d’éliminer un probleme dgeddsaprotocole
médicamenteux a été choisi afin de correspondre a un protocolquelimipproprié et
réellement efficace en matiére d’augmentation signifieaties taux d’hématocrite. La voie
d’administration systémique (intra péritonéale) plus que la dose, paxpiquer I'efficacité
thérapeutique sous-optimale puisque notre modeéle d'occlusion permanent rtdee I'a
coronaire peut avoir empéché I'administration efficace de la solution darmnkscblées du
myocarde. Cette hypothése est confortée par la récente déealwdonctions améliorées et
d'une réduction de la fibrose chez un modéle porcin atteint d’'une isshémonique
progressive du myocarde chez qui 'EPO avait directement ét€témj dans la zone
ischémique par injections endocardiques (Krause 2006).

En conclusion, les résultats actuels montrent qu’un protocole cliniqueapgrbprié
d’administration d’'EPO dans le contexte d’un infarctus du myocarde epmrfusé n’'a pas
permis d’améliorer la prise de greffe des myoblastes et les fonctionS ¢at- greffe ce qui
justifie ainsi la recherche en cours de stratégies plusiefficpermettant d’améliorer la survie

cellulaire.
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V- Applications en recherche humaine :
Dép6t d'un PHRC en 2007. Protocole accepté et

actuellement en cours sur le CHU G. Montpied

Ces projets de recherche en laboratoire aboutissent a I'écriture, sountissiogptation d’'un
protocole de recherche clinique sur I’'homme.

Le rationnel du projet s’appuie sur deux constatations. Premierdmehtrurgie de pontage
aorto coronaire bien que tres efficace dans le traitementsdbdiinie myocardigue n’est pas
capable d’améliorer la contractilité myocardique chez desnpsitéec un remodelage avancé
du VG, et ceci malgré la persistance d’'une viabilité résiduiefiportante. Or, I'absence
d’amélioration de la fraction d'éjection se manifeste par I'absal’amélioration de signes
d’insuffisance cardiaque et un mauvais pronostic a moyen terme.ré®’patt, il a été
récemment démontré que l'injection intramyocardique des cefioleshes dans les territoires
hibernants chez les patients non revascularisables permet d’@m&iaontractilité globale
du VG et cela malgré une dilatation importante de la cavigstitlonc intéressant d’évaluer
'association de la revascularisation chirurgicale et de édfegicellulaire dans la prise en
charge des patients qui présentent une dilatation importante du V& uma viabilité

résiduelle.

Obijectif principal

L’objectif principal de cette étude est de vérifier I'hnypothgse I'association de la chirurgie
de revascularisation coronaire et d’'une greffe intra-musculaireetiales mononuclées
meédullaires permet une amélioration de la fonction contractile lglaha VG des patients

ayant une cardiopathie ischémique évoluée (définie comme une aagoredu volume télé
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systolique > 130 ml et une fraction d’éjection < 40%) et une viéhiisiduelle importante

(définie comme > 30% du VG).

Type d'étude
Il s’agit d’'une étude pilote, monocentrique, en groupes paralletespective, contrdlée,

randomisée et en simple insu. Nombre de sujets inclus : 30 (15 par groupe).

Méthodologie

Deux groupes seront donc comparés dans cette étude :

- Groupe A : patients traités exclusivement par la chirurgie de revascularisatiamager

- Groupe B : patients traités par I'association de la greffe de cellsteshes médullaires
autologues a la chirurgie de revascularisation.

L’amélioration de la fonction contractile globale sera appeéan mesurant la fraction
d’éjection globale du VG. Une augmentation d’au moins 5 % de cettgéderentre la
période préopératoire et le contrble a 6 mois sera considérée ecamnsucces. (La
comparaison entre la période préopératoire et 1 an sera également réalisée)

Le prélevement de la moelle osseuse par ponction au niveau du sterdemarétes iliaques
sera réalisé le jour de l'intervention. Le prélevement seraféré dans le centre de thérapie
cellulaire ou des cellules mononuclées seront préparées poectikinj Cette préparation
cellulaire sera renvoyée immédiatement au bloc opératoira gieffe cellulaire sera réalisée
dans les territoires repérés hibernants avant l'intervention.

Les patients présélectionnés, qui accepteront la participatienl’étude bénéficieront d’'une
imagerie par résonance magnétique et d'une imagerie isotopifegd 18 FDG et TEMP

au Tc99m-sestamibi) pour confirmer leur éligibilité dans I'étédant la réalisation du geste
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opératoire, tous les patients bénéficieront d'une évaluation clinigb®legique compléte
ainsi que d’'une épreuve d’effort métabolique.

Le suivi clinique sera réalisé a la sortie de I'h6pital, a urspgob mois, a 1 an et a 2 ans. Le
suivi biologique sera réalisé dans la période post-opératoire irmat@ddn ce qui concerne les
parameétres d'inflammation ou de souffrance myocardique) etaisl 6 mois, 1 an et a 2 ans
(en ce qui concerne le dosage de BNP). Au 6éme mois et a 1 aestpasiénts bénéficieront
d'un autre examen par I'lRM (pour évaluer I'évolution des volumes ventesuli fraction
d'éjection globale et la contractilité régionale) et d'un TDMIa recherche d’'un éventuel
dysfonctionnement des pontages) et d'une épreuve d’effort métabofigue &pprécier

I'amélioration de I'état clinique).

Apport personnel pour ce travail :
e participation a la rédaction du protocole
» intervention chirurgicale pour tous les patients participant a I'étude
« coordination des différentes équipes

» collecte des données avec l'aide de I'attaché a la recherche clinique

Collaborations et aides pour I'élaboration du projet :
» Janusz Lipiecki : cardiologue référent de I'étude et particpadictive a la rédaction
du protocole avant sa soumission
« Justyna Kanold : responsable pour le prélévement, la purificatiorpedparation du
greffon cellulaire (centre régional de cancérologie et théralidaire pédiatrique)
* P. Chabrot, F. Cachin : responsables de I'imagerie

e D. Morand : Attaché de recherche clinique
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PHRC LOCAL :
« Analyse de l'efficacité de I'association d’une revascuigation coronaire
chirurgicale a I'injection de cellules mononuclées médullaieautologues
dans le traitement de patients atteints d’'une myocardiopathieschémique

avec une viabilité résiduelle »

Code PromoteurPHRC R 2005 DE RIBEROLLES

N°IDRCB . 2007-A00087-46

> Promoteur
C.H.U. de Clermont-Ferrand
58 rue Montalembert
BP 69
63003 Clermont-Ferrand cedex 1

» Investigateur principal

Professeur Charles De Riberolles
Service de Chirurgie Cardiovasculaire
BP 69

63003 Clermont-Ferrand cedex 1
Tél:04 73 751 578

Fax : 04 73 751 568
cderiberollegdchu-clermontferrand.fr

Rationnel de I'étude

Le pronostic des patients atteints d'une cardiopathie ischémiqusetade d'insuffisance
cardiaque congestive reste mauvais malgré des progres thérapsuticents (Gheorghiade
1998, Baker 1994). La mortalité annuelle des patients atteints d'undsenscdf cardiaque

sévere (classe IV de la NYHA) atteint 20% malgré un tret® optimal associant un
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inhibiteur d'enzyme de conversion et un béta-bloquant de la troisieméeatién (Packer
2001). La prévalence de l'insuffisance cardiaque augmente dans des pdsmstacgi dont en
France, devenant une véritable endémie du XXleme siécle (Zannad 1©@8)it de la prise
en charge de cette pathologie croit proportionnellement a sa préyadetan I'INSERM, en
1992, le codt total de l'insuffisance cardiaque en France ét@QGaillions euros, dont 530
millions pour les hospitalisations.

La transplantation cardiaque reste une option thérapeutique trégevptaur des patients
atteints d'une insuffisance cardiaque terminale, mais la pédarigreffon ainsi que les
problemes d'un traitement anti-rejet au long cours en limitent &tidis.

La resynchronisation de la contractilité par une stimulation bi-ventrieyt@imet d'améliorer
de facon parfois spectaculaire I'état des patients atteisgndtaonisme (Abraham 2002),
mais ils ne représentent qu'une minorité des patients en insaffisardiaque (McAlister
2006).

La revascularisation chirurgicale par pontage aorto-coronateuae méthode thérapeutique
de référence des patients porteurs d'une cardiopathie ischémiguteonwitaire, méme en
présence d'une altération importante de la fonction contracti@o@@owski 1997, Trachiotis
1998). La décision d'une revascularisation chez des patients préserdgaaltération de la
contractilité (fraction d'éjection < 35%) et des signes d'iisalfice cardiaque est souvent
prise en fonction de I'existence d'une viabilité résiduelle.éiéadémontré qu'en absence de
viabilité dans des territoires akinétiques, il N’y a pas de béméfinigue a moyen terme avec
un risque opératoire important (Lee 1994). Une amélioration de la cilitéraglobale
(appréciée par la fraction d'éjection) peut étre espérd@egsiantité des territoires viables est
au moins de 25%-30% de la masse musculaire totale du VG (Tilisch B8861999,

Schinkel 2001).
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L’amélioration de la fraction d'éjection globale du VG de 5%nisie étre corrélée a une
amélioration du pronostic (Bax 2001). Malheureusement, 30 a 40 % des patieatane
viabilité résiduelle importante n'améliorent pas la fraction diéec aprés une
revascularisation et cette absence d’amélioration de la chiitifaest li€e a un pronostic
défavorable au moyen terme. Un remodelage important du VG avec ataiati du volume
télé systolique supérieure a 50 — 60 ml/m2 a été mis en évidenome facteur le plus
important de cet échec thérapeutique (Yamaguchi 1998, Schinkel 2004, Bax 2004).
Récemment, il a été mis en évidence que des cellules soutdhkss aprésentaient une
plasticité permettant d'envisager leur utilisation dans des diealadégénératives des
différents organes.

Plusieurs travaux aussi bien expérimentaux que cliniqgues ont és&séavec la greffe de
cellules souches en cardiologie. Plusieurs types de cellcddislés souches médullaires,
cellules souches circulantes, cellules satellites des nsusitlés) ont été évalués aussi bien
dans le traitement préventif du remodelage ventriculaire gagictpost-infarctus que dans le
traitement curatif chez des patients avec une cardiopathierigpked chronique (Menasché
2001, Menasché 2003, Smits 2005, Siminiak 2004, Siminiak 2005, Strauer 2002, Wollert
2004, Schachinger 2004, Perin 2003). Dans cette deuxiéme population de patamtles
satellites des muscles striés ou les myoblastes ont étdémjdans des zones nécrosées soit
pendant une chirurgie de pontage par voie épicardique (Menasché 2001¢civdeR@83,
Siminiak 2004) soit par voie endo-cavitaire (Smits 2003) soit par kame vasculaire a partir
du systéme veineux coronaire (Siminiak 2005).

L’amélioration de la contractilité est souvent modérée sans ivatibh des volumes
ventriculaires. Dans le travail de Perin (Perin 2003) chez dgentsa présentant une
cardiopathie ischémique évoluée non revascularisable, ni par I'argfieptd par la chirurgie,

les cellules souches médullaires ont été injectées par voiecawiaie par le systeme
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NOGA dans les zones viables. Une amélioration moyenne de fi@frdéjection de 9% (de
2019% a 29+13%) a été observée et cela malgré une dilatation impadtarvolume télé
systolique (174.1+£78.7 ml) avant la procédure. Il est d’'ailleurs & natediminution de ce
volume & 133.5+54 ml au contrdle au 4eme mois.

Le mécanisme d’action des cellules souches transplantées diass lmyocardigque n’est pas
clairement élucidé. Probablement, le mécanisme est compldxarin¢a stimulation de la
néo angiogenése, I'inhibition de I'apoptose, et peut-étre une transdifétion des cellules
souches en cardiomyocytes (Dawn 2005). Les cellules souches samé&mala source de
plusieurs cytokines qui peuvent avoir un effet sur la récupérationidonetle (Dimmeler
2005).

La question de I'innocuité de la thérapie cellulaire a étéyséa dans plusieurs études. Une
augmentation de taux de resténose coronaire a été signalé€igjp@mn intra coronaire de
cellules souches CD 133+ (Mansour 2006), ou la mobilisation des caltuekes par le G-
CSF (Kang 2004). Un risque de développement des troubles du rythme vain&rieuété

suggéré recemment par Hendrikx (Hendrikx 2006).

Le justificatif de notre étude est basé sur les trois notions suiveess :

1) 40% a 50% des patients avec une cardiopathie ischémique chroniquéeéuoistade

d’altération importante de la fonction systolique du ventricule gawagsmciée a une
dilatation de la cavité, présentent une viabilité résiduelle coaneau moins 30% du muscle
du VG (Tilisch 1986, Bax 1999, Schinkel 2001).

2) Il existe un seuil de dilatation du volume télésystolique du veldrgauche au-dela
duquel on n'observe plus de récupération fonctionnelle malgré une revastidari

chirurgicale complete et la présence d’une viabilité > 30% docarge (Yamaguchi 1998,

Schinkel 2004, Bax 2004).
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3) L’injection intramyocardique des cellules souches dans cette fioputke patients
peut améliorer la contractilité globale (FE) et provoquer un relageénverse (réduction des
volumes ventriculaires) (Perin 2003).

A notre connaissance les seules études qui ont analysées Hilit@igke I'injection des
cellules souches dans la population de patients ayant une cardiopatBiaitgie associée a
une dilatation importante du ventricule gauche, en présence d’'une tgiat@ifiduelle
importante, sont celle de Perin (Perin 2003)) et celle de @Patdl 2005). Il est vrai que dans
la seconde étude une sous-population de cellules souches (CD34+Heatétéet que les
résultats ne peuvent étre comparés a ceux de notre travail.

D’autres travaux ont été consacrés a l'analyse des effels nlansplantation des cellules
souches chez les patients avec cardiopathie ischémique. Deux a&gpootiété testées ; des
injections transépicardiques lors d'une chirurgie de revascularisai des injections
transendocardiques avec un syteme de guidage électromagnétiquea Ihe®r que les
populations des patients inclus dans ces études sont différenteBedgueenous voulons
étudier. Dans I'étude de Mocini (Mocini 2006) et celle de Hendrixnéidx 2006), les
patients ont été sélectionnés sur la base de présence d’'unieeidabfarctus et non sur la
présence de viabilité. Dans I'étude de Hendrix, on n’a pas obsexéamélioration de la
fraction d’éjection globale ni la réduction des volumes ventricaiRar contre une
amélioration significative de I'épaississement régional dagsolgpe traité par l'injection des
cellules souches a été observée. Dans I'étude de Mocini, degoimgett cellules souches ont
été réalisées dans les zones bordantes de l'infarctus donc abablpment une viabilité
résiduelle au moins partielle. Dans cette étude, une améliodatilanfraction d’éjection a été

observée (de 46% a 51%, p=0.048) et non dans le groupe témoin (de 48% a 49%, p=NS).
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Y N4

La voie d’injection transendocardique des cellules souches augliéestpar Fuchs (Fuchs
2001, Fuchs 2003, Fuchs 2006) et par Tse (Tse 2003). Dans un travail ppéecliiichs
(Fuchs 2001) a évalué in vitro la sécrétion par des cellules souches dessfpobmoteurs du
développement de la circulation collatérale (VEGF et MCP-1ggatlement l'effet des
injections de cellules souches sur un modéle du myocarde hibehente cochon. Dans
cette étude, il a été démontré que la production des facteurs ¥ERBEP-1 dans la culture
des cellules souches augmentait avec le temps jusqu’a 4 senizamssle modéle animal,
une amélioration de la circulation collatérale et une augnmemtede la contractilité ont été
observées.

Deux autres études du méme groupe ont testé I'efficacité detidnfedes cellules souches
chez des patients avec une ischémie sévere (et donc unet&iabgiduelle) et non
revascularisable par la chirurgie ou angioplastie (Fuchs 2003, Fuchs. 2D8agit
néanmoins d'une population de patients avec un degré bien moindre d’altératian de
contractilité du ventricule gauche que les sujets éligibles darss étoide (FE = 48%). C'est
peut-étre une des raisons expliquant pourquoi I'amélioration des syegptdmiques et la
diminution de lI'ischémie myocardigue observées, ne sont pas asscidesamélioration de
la fraction d’éjection. Les mémes remarques peuvent étresga® a I'étude publiée par Tse
((Tse 2003) ou la diminution de I'ischémie et non I'amélioration deolatractilité a été
analysée dans une population de 8 patients avec une fraction d'éjectionnmlbn$E =

57.6+/-10.8%).
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Objectifs de I'étude

- Objectif principal
L’objectif principal de cette étude est de vérifier I'hnypothgse I'association de la chirurgie
de revascularisation coronaire et d’'une greffe intra-musculaireetiales mononuclées
meédullaires permet une amélioration de la fonction contractile lglaha VG des patients
ayant une cardiopathie ischémique évoluée (définie comme une aagoredu volume télé
systolique > 130 ml et une fraction d’éjection < 40%) et une viahbiisiduelle importante

(définie comme > 30% du VG).

- Objectifs secondaires
- Evaluation de la fonction contractile régionale du VG
- Evaluation de la réversibilité du remodelage du VG
- Vérification que la récupération de la fonction contractiledapagne d’'une amélioration

de I'état fonctionnel des patients

Criteres d’évaluation

- Critere d’évaluation principal
L’amélioration de la fonction contractile globale sera appeéan mesurant la fraction
d’éjection globale du VG. Une augmentation d’au moins 5 % de cettgederentre la
période préopératoire et le contrble a 6 mois sera considérée ecamnsucces. (La
comparaison entre la période préopératoire et 1 an sera également réalisée)
Cette fraction d’éjection est mesurée au moyen d’une IRM, grace alaléosuivante :

{ [(volume télédiastolique) — (volume télésystolique)] / (volume télédiagte)i * 100

100



- Critéres d’évaluation secondaires

- La fraction contractile régionale sera évaluée en estilrggdississement et la cinétique
segmentaire (mesurés par IRM).
- La réversibilité du remodelage du VG sera appréciée en gtddiaolution des volumes
télédiastolique et télésystolique (mesurés par IRM).
- L’état fonctionnel des patients sera évalué par les 3 critéres suivants

Mesure de la dyspnée par classification NYHA

Calcul du pic de la consommation d’oxygene a I'effort (mesuréoars de I'épreuve
d’effort métabolique)

Mesure de la qualité de vie au moyen d’'un questionnaire SF 36.

Population de I'étude

- Criteres d’inclusion
- Hommes ou femmes majeurs et agés de moins de 70 ans
- Patients vivant dans la région d’Auvergne
- Coopération et compréhension permettant de se conformer de factenaix conditions
prévues par le protocole
- Personne informée du déroulement du protocole et ayant signé le consentennént écla
- Affiliation au régime de la sécurité sociale
- Patients acceptant de bénéficier d'un séjour a la cliniquBoepneumologique de Durtol

pour un programme de rééducation
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De plus sur le plan cardiovasculaire, les sujets devront respecter legtéeres suivants :

- Patients devant bénéficier d’'une chirurgie de revascularisation caonair

- Patient souffrant d’'une cardiopathie ischémique due a un infadetiast de plus d’une
semaine ou a une hibernation / sidération du myocarde

- Stable sur le plan angineux (SCC II-11l) et sur le platiidsuffisance cardiaque (NYHA II-
1)

- Atteinte pluri-tronculaire revascularisable chirurgicalement

- Rythme sinusal stable

Enfin cette étude s’adresse a des patients souffrant die cardiopathie ischémique
chronique définie par les criteres suivants :

- Dilatation du volume télé systolique > 50 ml / m2 et altératieria contractilité globale
définie comme une fraction d’éjection < 40% (appréciée par IRM)

- Avec une viabilité résiduelle dans des zones hypo contractiB¥ede la masse du VG

(appréciée par imagerie isotopique par TEP au 18 FDG et TEMP au Tc99misi¢sta

- Critéeres de non inclusion
- Ayant eu un infarctus depuis moins de 3 mois
- Cardiopathie ischémique instable (c'est a dire justifiant nteeviention dans des délais ne
permettant pas la mise en place du protocole)
- Présence d’'une pathologie valvulaire devant bénéficier d’'une correctrangatale
- Présence d’'une cardiopathie congénitale
- Présence de troubles du rythme supra-ventriculaires
- Présence de troubles du rythme ventriculaires graves néogskiinplantation d'un

défibrillateur
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- Présence d’'un asynchronisme de contraction inter ou intra-veritécptzuvant étre traité
par la stimulation bi-ventriculaire

- NFS anormale

- Sérologie HIV positive

- Sérologie VHC positive

- Sérologie VHB positive

- Présence d’'une néoplasie ou d’'une autre condition pathologique rémgeanostic vital
incertain a 2 ans

- Patiente en age de procréer sans contraception efficace ou enceinte

- Présence d’'une contre-indication a la réalisation d’'un examen par I'IRdrdes méthodes
isotopiques

- Patient traité par des corticoides

- Patient traité par des immunosuppresseurs

- Critéres de sortie de 'essai
- Patient pour lesquels il y a apparition de troubles du rythme ealaire graves imposant
limplantation d’'un défibrillateur (empéchant la réalisation de I''lRM de iéda}
- Patient faisant I'objet d’une nouvelle intervention chirurgicale
Ces patients bénéficieront d’une surveillance cardiologique rappretiiéera discuté d’'une

implantation d’'un stimulateur multisite.
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- Description de I'étude
Il s’agit d’'une étude pilote, monocentrique, en groupes paralletespective, contrdlée,
randomisée et en simple insu.
Deux groupes seront comparés dans cette étude :

- Groupe A : patients traités exclusivement par la chirurgie de revascularisatmmade

- Groupe B : patients traités par I'association de la greffe de cellsteshes médullaires
autologues a la chirurgie de revascularisation.

La répartition des patients dans chaque groupe sera déterminée par tirage au sor

Cette étude est en simple insu car tout ce qui concerne la gieffecellules souches
autologues (c'est-a-dire la ponction de moelle osseuse et lomjates cellules) sera réalisé
durant I'anesthésie générale du patient et ne lui sera pas divhlguydlus, les différentes
évaluations seront effectuées par des investigateurs ne conngiasal® groupe auquel

appartient le patient.

- Nombre de sujets nécessaires
En se basant sur des travaux de la littérature (Patel 2005) smmsfBhypothese, qu’entre la
période préopératoire et le 6eme mois, la fraction d'éjectioteferd’évaluation principale)
pourrait étre en moyenne améliorée de 8 % dans le groupe A et de 16 % dans le groupe B.
En considérant cet écart de 8 points de fraction d'éjection etuavécart-type de 5 points
(Patel 2005) il faut inclure 14 patients par groupe. Ceci danspmeche bilatérale, avec un
risque alpha fixé a 5 % et un risque béta a 20 %.

En prévoyant des sorties possibles d’étude, nous voulons inclure 30 patients au total.
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Déroulement général de I'étude

Tous les patients présentés a I'équipe de Chirurgie Cardiaqueldu€ Clermont-Ferrand
(Service du Pr. de Riberolles) pour lesquels une chirurgie de reaasatibn est indiquée,
entreront dans la procédure de « screening » et constitueront dopopldation
potentiellement éligible pour cette étude.
Ces patients seront ceux présentés par les centres de agaedimiterventionnelle de la
Région d’Auvergne (Services de Cardiologie des Professeurs GassetgPonsonnaille du
CHU et Service de Cardiologie de la clinique des Démes et du CH de Vichy).
Nous allons sensibiliser les services de cardiologie concernds suse en place de cette
étude afin que le recrutement des patients puisse se faire dans de bonnes corulitioeta,P
une réunion hebdomadaire des investigateurs sera organisée.
Par rapport a la prise en charge habituelle des patienfsastude ce type de pathologie, et
en dehors des procédures liées a la thérapie cellulaire, téalisges le jour de I'intervention,
les sujets inclus dans cette étude devront en plus réaliser les visites suivante

- la consultation pré-prélevement (entre J-18 et J-13),

- la visite d’inclusion (entre J-12 et J-7).
- Pratiguer les examens supplémentaires suivants :

- trois IRM (une en préopératoire, les autres en post-op 6 mois et post-op 1 an),

- une imagerie isotopique par TEP au 18 FDG et TEMP au Tc99m-sestamibi.
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Evaluations préopératoires

- Présélection des patients (J — 30 a J - 20)
Dans un premier temps, la persistance d’'une viabilité résiduelle dans tegr¢srakinétiques
sera évaluée en utilisant les examens (échocardiographie sousndioleubu méthodes
isotopiques) réalisés dans le cadre de la prise en charge habituelle deeoés pa
A ce stade, les criteres d’inclusion et de non inclusion (pour lesduely a pas besoin

d’examens supplémentaires) seront vérifiés et le protocole sera explinatemnt.

- Consultation pré prélevement (J—29 & J - 19)
Cette consultation sera réalisée conformément a l'arrété diédémbre 1998 portant sur
’homologation des regles de bonnes pratiques de prélevement hkidescetouches
hématopoiétiques. Au cours de celle-ci, le médecin préleveur expliguerpatient le
déroulement du prélevement de moelle osseuse, ainsi que les risqasscehséquences

éventuelles, liés a ce prélevement.

- Réalisation des examens IRM et imagerie isotopiques (J — 18 a J - 13)
Si le patient accepte de participer a cette étude, &'eststade que le consentement par écrit
du patient sera recueilli. Il lui sera bien mentionné qu'il dest encore définitivement inclus
dans l'étude, car afin de vérifier les critéres d’inclusion rigfant précisément les
caractéristiques de la cardiopathie ischémique, deux examenfigsiedoent réalisés dans le
cadre de ce protocole, seront pratiqués dans un délai inférieur a 24 heures :

- une imagerie par résonance magnétigue avec analyse d’'un rehausselifient tar

- une imagerie isotopique par TEP au 18 FDG et TEMP au Tc99m-sestamibi
A la lumiére des résultats de ces 2 examens, si le patidate tous les critéres d’inclusion,

il poursuivra I'étude et une visite d’inclusion sera programmeée.
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- Visite d’inclusion [dont consultation pré-anesthésie] (J—12aJ—-7)
Apres une nouvelle vérification des criteres d’'inclusion, I'inclugléfinitive est réalisée, au
cours de cette visite tous les patients bénéficieront :

- d’un examen clinique et biologique habituel complété par le dosage du BNP.

- d’'une épreuve d’effort métabolique

- d’un Holter rythmique

Et les patients devront remplir un questionnaire qualité de vie SF36.

Lors de cette visite, la randomisation sera réalisée. Patient appartient au groupe B,
I'Unité de Thérapie Cellulaire sera prévenue, afin que cetté poisse en tenir compte dans
son planning d’activités.

Par ailleurs, c’est au cours de cette méme visite querauttation pré anesthésie sera
réalisée.

Enfin, la veille de l'intervention, le contrdle échocardiographique habituel Becaug.

- Intervention chirurgicale (J 0)
Le prélevement de la moelle osseuse, par ponction au niveau du steundes crétes
iliaques, sera réalisé le jour de l'intervention, immédiateraprés 'induction de I'anesthésie
générale. Le médecin préleveur sera chargé du transfeprélievement dans l'unité de
thérapie cellulaire, ou le greffon cellulaire sera préparéeirps écoulé entre le prélevement
de la moelle et le réacheminement du greffon cellulaire se2aheures, donc inférieur au
temps nécessaire pour réaliser I'intervention chirurgicalewsscularisation. Les procédures
exactes de prélevement et de préparation du greffon cellulairdéites dans I'annexe Il et

dans I'annexe llI.
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A la fin de la procédure de revascularisation chirurgicale, aleanéclampage aortique,

l'injection des cellules mononuclées médullaires sera réalisée.

- Modalité d’injection
Les injections seront réalisées a l'aide d’'une aiguille 2ggade 4 mm dans des zones
hibernantes (hypo contractiles mais viables), ou la viabilité sera confioanées PET scan.
A chaque injection, un volume de 0.2 ml de solution cellulaire seraténjénviron 25
injections seront réalisées entre 3 et 5 mm de profondeur, danilarpacardique. Elles
seront effectuées dans toutes les zones hibernantes du patienteateximjections espacées
de l'ordre de 1 cm. Puis une colle de fibrine sera utilisée potiruebdes trous de ponction,

afin d’éviter la régurgitation des cellules injectées.

- Evaluations postopératoires

Post opératoire immédiate

Les patients seront suivis de fagon habituelle dans 'unité de r@&minpost-chirurgicale du
service de chirurgie cardiaque. Les dosages de CPK, de la tropdaira, CRP, seront
réalisés deux fois par jour pendant les trois premiers jours. Ghde€a réalisé tous les jours
pendant le séjour des patients en réanimation ; une éventueliéiapmie nouvelles ondes q

sera notée dans le cahier d'observation.

Contrdle a la sortie de I'hopital
Un examen clinique et biologique complet ainsi qu’'un ECG 12 dérivasiemmsit réalisés le
jour de la sortie. Des éventuelles complications survenues en péiodpitalisation seront

notées dans le cahier d’observation. Un holter rythmique sera pesildade la sortie avec
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une lecture le jour de la sortie pour s’assurer de l'absenceodbld grave du rythme
ventriculaire.

A ce stade, tous les patients inclus dans I'étude bénéficidromséjour a la clinique cardio-
pneumologique de Durtol pour un programme de rééducation fonctionnells, lapgéste

chirurgical. Ce séjour est proposé a tous les patients du seayam, eu une chirurgie de
revascularisation, qui, du fait de leur état myocardique et fonctiderjastifient; les patients
de la population envisagée pour I'étude en font partie, certainsfusent. . La seule
particularité de notre étude est donc le caractéere obligatoireedséjour (cf. critéres
d’inclusion).

En effet, il est indispensable que, pour tous les sujets évalués atem&tade, la prise en
charge postopératoire soit la plus homogéne possible et qu’ils bénefmis d’'une prise en

charge optimale.

Visite a 1 mois

Il s’agit d’'une visite en externe. A l'interrogatoire, leasdes d’angor (SCC) (Annexe ) et de
dyspnée d’effort seront définies. Un examen clinique, un ECG, un Hgttanique, et le
dosage de BNP seront réalisés lors de ce contréle. En plus, iEsggpdevront remplir le

formulaire qualité de vie SF 36.

Visite a 6 mois
Les mémes données que lors de la visite au ler mois serontliexuEil plus, un examen
par imagerie par résonance magnétique, un scanner et une épreuve d’efflootiqét seront

réalisés a la méme période.
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Visites a 1 an

Les mémes données que lors de la visite au 6eme mois seront recueillies.

Visites a 2 ans

Les mémes données que lors de la visite au 1er mois seront recueillies.

Définition du produit cellulaire

Matériel cellulaire de départ
Le prélévement de la moelle osseuse sera donc réalisé paopanctiiveau du sternum ou
des crétes iliaques. La population cellulaire de départ corregptangopulation hétérogéne
constituant la moelle osseuse, composée de cellules hématopoidtgligles souches,
progéniteurs, précurseurs et cellules matures) et de cellulesénmatdpoiétiques (cellules
souches et progéniteurs mésenchymateux, autres cellules du microenvimthneme
La moelle osseuse sera aspirée par un trocart jetable del&ygené apres forage profond de
l'os spongieux. Une aspiration est créée a l'aide d'une serimgydastique de 20 ml
préalablement rincée avec une solution anticoagulante. Le volume totlall de moelle
absorbé est compris entre 50 et 100 ml. Le volume exact de moelle osseuse pelemé se
Par ailleurs les contréles réalisés sur ce matériel cellulairéesostiivants :

- numération cellulaire

- viabilité

- bactériologie

- phénotypages CD45 CD34.
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Matériel cellulaire final
Les contrbles effectués sur le produit fini et qui sont nécessaires a atdib@ar I'Unité Bio
Clinigue de Prélevement et Traitement des Cellules Souchestbjgmigtiques sont les
suivants :

- les résultats du phénotypage CD45-CD34 ne modifient pas la procédilréraion
finale du produit et la greffe puisque le geste est réalisgratique avant I'obtention des

résultats

- par ailleurs, le greffon sera utilisé a partir du momenaaiumeération cellulaire sera

comprise entre 1 x @t 10 x 18 de cellules mononuclées

- en revanche, il nous a paru nécessaire de garantir la qlediéellules en terme de
viabilité et de stérilité. Ainsi, le greffon est adresséblec opératoire en méme temps que
I'échantillon du contréle de qualité et envoyé au laboratoire. Ceededmlise en urgence,
une numération et une viabilité (bleu de trypan) ainsi qu’'un exameériodagique direct :
tous les résultats seront faxés au bloc opératoire d’'une partueité@ de thérapie cellulaire

d’autre part.

Critere de libération

Le critere d'utilisation du greffon par le chirurgien est unabilité >80 % ainsi qu’un
examen bactériologique direct négatif.

Les cellules ne seront injectées qu’aprés réception (faxes chirurgiens des résultats de
I'évaluation de la viabilité cellulaire et de I'examen baciégique direct négatif. En cas de
non utilisation, le greffon sera retourné a I'UTC pour destructidanskes procédures

validées dans 'unité.
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Analyse et interprétation des examens par imagerie

Il est a noter qu'afin de s’inscrire dans une démarche scientifigoareuse, I'analyse et
linterprétation de ces examens d’imagerie, permettant notaimba@préciation du critere
d’évaluation principal, sera effectuée par un radiologue n’ayargtiga@é en contact avec les
patients, de sorte gu’il soit dans I'impossibilité a savoir de gumipe de patients appartient

le cliché a analyser.

IRM avec analyse d’'un rehaussement tardif

L’'IRM sera réalisée sur un imageur Siemens de 1,5 Tesla ¢@mat Avanto®) présentant
des temps de montées rapides et doté d'une synchronisation é@lettg@phique. Le
protocole d’exploration comportera :

- des séquences axiales T1 et T2 centrées sur le thorax a visée morphologique

- des séquences d’écho de gradient synchronisé a 'ECG danarissdel références (petit
axe ventriculaire gauche (VG), grand axe et 4 cavités) afimesurer la fraction d’éjection,
les volumes ventriculaires (logiciel Argus ®) et d'évaluer l@métque segmentaire
(segmentation AHA : Cerqueira Circulation 2002 ; 105 :539-542)

- apres injection d’une demi-dose de chélates de gadolinium a farmknence vasculaire
(0,05 mmol/kg a 3,5 ml/s) a I'injecteur automatique double corps pousdéénplg de sérum
physiologique, nous effectuerons une analyse quantitative de la perélespremier passage
(trueFISP) dans le plan du petit axe couvrant 'ensemble du VG

- aprés un complément d’injection du méme produit de contraste (0,15kgmao ml/s),
'étude du rehaussement tardif sera réalisée a 10 minutesnpaséquence d’inversion-
récupération (trueFISP 2D IR) dans le plan du petit axe couveasemble du VG. Le temps

d’'inversion myocardique sera évalué pour chaque patient par unenséquealable (TI
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scout). Cette séquence précisera la topographie et le cartergsmural de la prise de
contraste, corrélée avec la zone non viable. Ainsi, I'ensemble da®igtees suivant pourra
étre appréhendé par I'IRM myocardique :

- la fraction d’éjection,

- les volumes télédiastolique et télésystolique VG

- la cinétique segmentaire,

- la viabilité myocardique par I'intermédiaire de :
Hypoperfusion précoce témoignant d’une atteinte de la microcirculation,

Rehaussement tardif corrélé a la cicatrice ischémique non viable.

Réalisée dans le bilan d’inclusion, I'lRM permettra :

- de confirmer l'altération modérée de fonction VG (tenant conggtela sous-
estimation fréquente de I'IRM par rapport a I'échographie)

- de mesurer le volume télédiastoliqgue VG de référence

- de préciser une altération de la cinétique segmentaire eisgmeaotamment les
zones d’exploration échographique malaisée du fait de mauvais&sefemcoustiques de
I'échographie

- d’affirmer le caractéere transmural de la cicatricenéerose : son absence sur I'lRM

initiale étant un critére d’exclusion.

Réalisée lors des contrbles a 6 et 12 mois, I'lRM permettra :

- d’évaluer les variations de fraction d’éjection et de cinétiggenentaire ainsi que
son retentissement sur le volume télédiastolique VG

- d’'observer une régression de I'hypoperfusion de premier passdgeedtaussement

tardif attendue avec l'injection de cellules autologues.
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Grille évaluation de I'lRM

- Les volumes ventriculaires gauches
Les volumes télédiastolique (VTD) et télésystolique (VTS) smadtulés a partir d’un
contourage semi-automatique des contours endocardiques en télésysébdeliastole sur

'ensemble des coupes petit axe couvrant le VG (méthode de Simpson).

- Fraction d’éjection (%)

FE= (VTD-VTS)/VTD

- Hypoperfusion de premier passage
Analyse qualitative : appréciation par le radiologue d’une zoneldssement moindre que
le myocarde adjacent.
Avantages : réalisation aisée, permettant de s’affranchipmddemes liés a linterprétation
de lintensité du signal.
Inconvénients : interprétation subjective.

Cette solution est retenue en pratique par la majorité des autres publications.

114



- Rehaussement tardif

Une analyse semi-quantitative sera réalisée en fonctioa ttarismuralité du rehaussement
tardif au niveau des différents segments, selon le baréme suichntj{SAC; 2004, 94 :284-
288) :

- absent

- 1 a 25% (d’épaisseur sous-endocardique)

- 26 a 50%

-51a75%

- 76 a 100% (transmurale)

- Les parameétres de comparaison

- variation des volumes

- variation de fraction d’éjection

- variation de I'extension de I'hypoperfusion

- variation de I'extension du rehaussement tardif
L’'analyse des données de lI'examen par I'IRM nous fournira lesussaldes volumes
ventriculaires, la valeur de la fraction d'éjection globale du \é&jdgré de la transmuralité
de la nécrose dans les territoires hypo-contractiles, la aqumétiet I'épaississement
segmentaire. La contractilité segmentaire sera anatygde modele de 17 secteurs selon les

dernieres recommandations de 'AHA/ACC task force.
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- Un score de 5 degrés est utilisé pour évaluer l'atteinte du myocarde
0 = contractilité normale,
1 = hypokinésie modérée,
2 = hypokinésie sévere,
3 = akinésie,

4 = dyskinésie.

Imagerie isotopique par TEP au 18 FDG et TEMP au Tc99m-sestahii

L’analyse des données de I'examen isotopique nous fournira des donnéasvibilité
myocardique. Cette analyse sera réalisée selon le mémeended&¥ secteurs, utilisé lors de
'examen par 'IRM. La perfusion et le métabolisme myocardicererd analysés de facon
guantitative selon la description de I'annexe V. La viabilité degidiees hypo contractiles
(score 2 — 4) sera retenue en présence soit d’'une perfusion nfirzlen segmentaire du
Tc-99m-sestamibi >60%) soit en présence d’'un aspect de « mismgiehtion segmentaire
du Tc-99m-sestamibi < 60% avec une hyperfixation relative (différence » dO%8 FDG).
Avec la segmentation a 17 secteurs, la présence de la vidhilisz> 5 secteurs (29.4% du

VG) sera nécessaire pour inclure des patients de fagon définitive dans I'étude.
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Recueil et protection des données

Les données seront recueillies dans le respect du secreteidite des personnes participant
a I'étude et de toute information a caractere personnel ou médical les concernant

Pour cela, dans tout document de recueil de données (cahiers d’obsenlasiqrgtients
seront nommeés par un code a trois lettres correspondant aux deuzreseleitres de leur
nom et a la premiere lettre de leur prénom. La correspondarsgran€onnue que des seuls
meédecins investigateurs.

En accord avec la Loi Informatique et Liberté, les donnéestfd’ objet d’'un traitement
informatisé anonyme et leur consultation sera autorisée awba@taurs participant a la
recherche, désignés par le promoteur et éventuellement au représentardrdés datsante.
Les volontaires se prétant a la recherche disposeront d’'un droieg’atade rectification
prévu par la loi “ informatique et liberté "(Art.40) qui pourra €eer a tout moment aupres

du Professeur Charles de Riberolles.

Analyse statistique

La description des données se fera sous la forme de moyenmds,t@goa, minimum et
maximum pour les variables quantitatives; sous la forme de fréemieatade pourcentages
pour les variables qualitatives. L'analyse statistique sera reais@tention de traiter.

En préopératoire, les données cliniques, angiographiques ainsiguedentage de viabilité
résiduelle seront compareés afin de s’assurer de la comparabilité dessgRuayrecela, un test
Khi 2 de Pearson sera utilisé pour les variables qualitatives et un test t de Studenést de

Mann et Whitney (approche non paramétrique), pour les variables quantitatives.

117



Concernant le critere d’évaluation principal, les taux d'échec etudeés (cf. IV-1-Critére
d’évaluation principal) seront comparés, également au moyen du t&sti &de Pearson,
éventuellement réajusté s'il y a un déséquilibre entre leso@pgs. En fonction de leur
caractere qualitatif ou quantitatif, tous les autres critéegent comparés a l'aide des tests

mentionnés ci-dessus.

Evaluation bénéfice/risque

Les risques principaux, dans cette étude, sont liés a la procdelurkirurgie cardiaque,
procédure qui n'est donc pas propre au protocole puisque les patientsiéemtfie cette
chirurgie, qu’ils soient inclus ou non.
Le prélevement de moelle osseuse ne représente aucun risqueina séguelle connus a ce
jour et le patient ne ressent pas de douleur liée a cette prockasirée son réveil. Le seul
risque potentiel est celui lié a I'anesthésie générale dais notre étude, celle-ci n’est pas
réalisée spécifiquement pour le prélévement.
Concernant la réinjection des cellules mononuclées médullairppugant sur les résultats
des études cliniques déja réalisées dans ce domaine, aucun risgeiblpréé@ peut étre
recensé. En effet, ce geste de réinjection transépicardique ou transgiogdecaia donné lieu
a aucune complication sur plusieurs essais cliniques ayant inctosahune quarantaine de
patients (Caspi 2006).
Dans ce méme article (Caspi 2006), qui fait une synthése d&esotravaux réalisés dans ce
type de thérapie cellulaire, les bénéfices retrouvés sont les suivants :

- amélioration de la perfusion des zones injectées

- diminution du volume ventriculaire.

- amélioration de la fraction d’éjection
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- amélioration de la classe NYHA (diminution de la dyspnée sur le plan cljnique
Tout ceci permet d’envisager un meilleur pronostic a moyen tdasatients bénéficiant de

ce procédé de thérapie cellulaire.

Les différentes étapes pour concentrer un prélévement de maebsseuse

Définir la manipulation qui consiste a concentrer rapidement un préétede moelle

osseuse en vue d’une réinjection locale dans le muscle cardiaque.

Domaine d’application
Cette opération est effectuée le plus rapidement possible @pmelevement, au
laboratoire de thérapie cellulaire, avant réinjection au bloc @andlile patient attend sous

anesthésie générale.

Procédure :
- Le prélevement est effectué au bloc cardio a St Jacquesladtmhnique utilisée pour les
prélevements de moelle osseuse en vue de greffe. \Class@MFP\FT N° 2 Prélevement
de MO.doc. Le volume prélevé est de 50 ml. Le transport est assueenpa@decin de 'UBC
qui participe au prélevement avec une navette urgente du CHU.
- Avant d’entrer dans le laboratoire, s'assurer du début du prélévelediO au bloc en
appelant la surveillante du bloc au 04 73 751 575
- Réception du PC : .\MO\MO N° 4 Réception et enregistrement.doc
- La MO sera réceptionnée par une technicienne a l'extériedalshratoire. La 2éme

technicienne attend la moelle dans le laboratoire (elle est préte ilidrava
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- S'assurer que le prélevement est identifié par une éticpatient. Vérifier I'intégrité du
produit cellulaire. Donner la poche par le sas matériel a lmitdenne qui I'attend dans le

laboratoire. Vérifier que I'ensemble des documents nécessaires a ldlitéaeat présent.

Transformation
Toutes les manipulations se font dans le labo L3 (ISO 7)
- Avant l'arrivée de la poche de MO, préparer sous la hottel¢omatériel nécessaire a la
manipulation et a la prise d’échantillons. Préparer dans une poche cryocyte 25@lulioe s
de lavage : NaCL 0,9% + 5% albumine + héparine 250 UIl/1 ml.
- Poser un site d'injection sur la poche de MO, filtrer la mastllprélever des échantillons :
hématologie 0,5 ml, cultures 0,5 ml et bactériologie 0,5 ml.
- Préparer 3 tubes Falcon de 50 ml avec 25 ml de polyfluorocarboraeli@ticoll, Biotech,
densité 1,077) chacune. Prélever la moelle dans la poche a 'aite gBringue de 50 ml et
déposer en gradient de densité dans 3 tubes Falcon de 50 ml, auddlewsasuche de 25 ml
de Ficoll, 25 ml de moelle par tube. Fermer les tubes sous la hotte.
- Centrifuger les 3 tubes pendant 25 min a 700 g a la températbranéen(centrifugeuse
Juan). Aprés centrifugation, les cellules mononucléées se rassérablun anneau opaque
surnageant au dessus du Ficoll.
- Sous la hotte, recueillir délicatement la couche de globules blantism#idasupérieure de la
couche de Ficoll a l'aide d’'une aiguille + seringue.
- Lavage 1 : resuspendre les globules blancs recueillis dans 86 salution de lavage et
recentrifuger 10 min dans les mémes conditions. Les celluleefbrapres cette deuxieme
centrifugation un culot blanc au fond du tube. Reprendre le culot a Baite aiguille +

seringue.
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- Lavage 2 : resuspendre les globules blancs recueillies dank d&® sulution de lavage et
recentrifugés 10 min dans les mémes conditions. Les celluleeifibrapres cette troisieme
centrifugation un culot blanc au fond du tube. Reprendre le culot a Baite aiguille +
seringue.

- Resuspension finale : resuspendre les globules blancs realdesifisa solution de lavage

5,6 ml et transférer dans une poche cryocyte de 50 ml

Contrdles de qualité et envoi du produit cellulaire
- Prélever dans la poche (via une tubulure a vis) les contréles qualité.

- Bactériologie 0,2 ml

- Hématologie 0,2 ml

- Cultures 0,2 ml
- Volume final du produit = 5 ml. Souder toutes les tubulures a visa gmdhe (sauf la
tubulure avec le site d'injection qui servira a reprendre leslesldans une seringue au bloc),
mettre la poche dans un champ stérile, passer dans le sas de sortie.
- Un technicien a I'extérieur du laboratoire met la poche &thee de suivi dans une boite
isotherme et accompagne le produit cellulaire au bloc cardio. (navette du CHU)

- Envoi de résultat au chirurgien cardiaque.
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Bilan en avril 2010 :

Devant le nombre faible de patients répondant aux critéres [ubian, un

amendement pour modification des critéres d’inclusion au protocole a été dépasptet ac

- Critere n°1

Dans le projet initial, la dilatation du volume télé systolique dlétee supérieur a > 130 ml ;
cette valeur est remplacée par 50 ml / m2.
Justification : Cette derniere valeur (50 ml / m?) est cons&léomme valeur seuil pour la

réalisation d’une plastie ventriculaire selon la méthode de Vincent Dor (DOR 2008)

- Critére n°2

La durée de la stabilité de la cardiopathie sur le plan hgmaodique, initialement fixée a 3

mois, est raccourcie a une semaine. En effet, les patientsupgod&ine cardiopathie

ischémique évoluée, avec une altération importante de la contacéhtriculaire gauche,

présentent tres souvent des |ésions coronaires extrémemeessgvigiont que I'attente de 3

mois peut s’aveérer néfaste pour leur santé.

- Critére n°3

Le critere suivant : hommes ou femmes majeurs et agés de moins de 70 anplaséngar

hommes ou femmes majeurs et agés de moins de 80 ans
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- Critére n°4

Le critére suivant : dilatation du volume télé systolique > 50 mm /et altération de la
contractilité globale définie comme une fraction d’éjection < 4appréciée par IRM) est
remplacé par
dilatation du volume télé systolique > 50 ml / m2 et altérationadeontractilité
globale définie comme une fraction d’'éjection inférieure ou égal8% (appréciée

par IRM)

Actuellement 9 patients sont inclus dans I'étude dont :
4 dans le groupe thérapie cellulaire :
- 1 sorti d'étude a 8 mois (mise en place d’un défibrillateur)
- 1 décés a 6 mois
-1 esta 1 an de suivi (visite prévue le 17 mars)
- 1 a eu l'intervention il y a moins d'un mois
5 patients pour le groupe contréle :
- 1 aura sa visite de suivi de 2 ans en juin 2010
- 1 a été exclu juste avant l'intervention (crise de goutte)
-1 esta 1 an de suivi (visite prévue le 24 mars)

- 2 ont eu l'intervention il y a moins d'un mois
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VI- Perspectives et valorisation

Perspectives

La thérapie cellulaire myocardique est une des voies de rbeehlec plus prometteuses pour
la prise en charge des patients en insuffisance cardiaque. leacteeten laboratoire offre de
nombreuses pistes qui sont pour certaines explorées par la clinionzénbu Au vu de la
littérature, et en attendant les résultats du PHRC local, gauaunique but de montrer la
faisabilité d’'un tel protocole sur le centre hospitalier de rGtert Ferrand, il est désormais
clair que nous ne possédons pas encore la clé de la réussite tdérdpie cellulaire
myocardique. Absolument tous les points sont a revoir.

Le type de cellule bien évidemment en premier lieu. La prengénération de toutes les
lignées cellulaires thérapeutiques « classiques » apporte une eépmusfisante. Une
deuxieme génération de ces cellules pourrait constituer une répossalpptée. L’apport de
facteurs de résistance a I'apoptose et a la nécrose isgleénsst une voie a développer. Les
cellules souches de type embryonnaire sont d’expérimentation éisdfian limitées par
I'éthique et par la loi. Des résultats encourageants (Blin 2010esardurs d’exploration. Un
mélange de plusieurs lignées cellulaires thérapeutiques claspieuteggalement constituer
une piste de recherche. Des cellules souches a orientation amesetildes cellules souches
hématopoiétiques peuvent avoir des propriétés complémentaires imiEgsdas voies
d’administration doivent également progresser. L’'injection avéiade produits de thérapie
cellulaire et de facteurs de croissance en intra-coromres, I'endocarde ou dans I'épicarde
doit devenir plus précise, avec des injecteurs dédiés, tenant coenfpaisseur des zones a
traiter et de la taille et morphologie des cellules transpdsntLa recherche d’un support

équivalent a la matrice extracellulaire, permettant une enedlsurvie du greffon cellulaire
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est également une des nombreuses pistes étudiées. Les maites sont également a revoir.
Devons nous traiter la zone d'infarctus, le territoire bordanicktrece d’infarctus, les zones
ischémiques sans nécrose ou la totalité du myocarde ? La plamifidans le temps de la
transplantation peut également étre un facteur important a neéggiger. Le réle de
inflammation provoquée par I'ischémie locale et par I'agressjoa provoque une greffe
cellulaire est encore mal évalué.

Un protocole de recherche spécifique peut étre consacré a chapee léélaboration par
'industrie d'un injecteur de cellule dédié, constitue un axe aberehe a developper
rapidement. |l faudra a I'avenir des aiguilles permettant unetiajeen profondeur désirée,
sans espace mort permettant la délivrance de produits de thérapie cebinlaiadtération.
D’autre part, soit un mélange de deux lignés thérapeutiques (paplexestiules de soutien
de l'angiogenése et cellules a orientation contractile) doibe lignée cellulaire et de
cytokines spécifiqgues seront interessant a developper en préqublinLa chronologie
d’apport de cytokines et la concentration intramyocardique idéaleeslalerniers comme

I'érythropoiétine sont a explorer.
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Valorisation

Objectif : ameliorer la survie des cellules greffées

/

Moyen physique simple a tester : le

choc thermique

Résultat : aussi bien le chaud que| le
froid, augmentent Ila résistance
cellulaire sans augmentation de |la

survie finale

|

Changement de lignée cellulaire :

cellules multipotentes medullaires

~

Apport de gene de survie cellulaire et

d’angiogenese

Résultat positif: angiogenese
augmentation de la survie et de fonct
myocardique. mais protocole ng

applicable chez 'homme

et

on

|

Thérapie cellulaire et traitement avec
une des protéines cibles de HIF & :

I'érythropoiétine
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VII- Conclusion

Finalement la thérapie cellulaire myocardique n’est encore qirasg¢eune discipline. Elle a
déja permis de mieux comprendre la différenciation cellulairdeetetrouver des cellules
souches myocardiques humaines (méme si c’est en tres faiblet&uaglie représente
clairement une des voies de recherche les plus promettersesardiologie. Le
développement de différents produits et des moyens de prélevement, tde @il
d’administration doivent faire I'objet de recherche et de productidustrielle spécifique

pour profiter pleinement des perspectives offertes.

Les travaux expérimentaux ont été effectués au sein du laberdtEtude des Greffes et
Prothéses Cardiaques de I'hdpital Broussais, labélisé paitlitnsational de la santé et de la
recherche médicale (INSERM), unité 633, sous la direction du peoieBilippe Menasché.

Le PHRC se déroule actuellement au CHU de Clermont-Ferrand.
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IX- Abstracts et articles cités dans la these

Can Cold or Heat Shock Improve Skeletal Myoblast Engraftmentin
Infarcted Myocardium?

Agnés Maurel, Kasra Azarnoush, Laurent Sabbah, Nicolas Vignier, Marc Le LOt&htal
Mandet, Alvine Bissery, Isabelle Garcin, Claire Carrion, Marc FiaamPatrick Bruneval,
Alain Hagege, Alain Carpentier, Jean-Thomas Vilquin, Philippe Menasché

Objectif : La mort cellulaire reste une limitation majeure de laffgrele myoblastes
squelettiques (MS), mais les profils de survie et de prolitdratellulaires dans le coeur et
leur modulation possible par des stress thermiques comme le chogpadlatchaleur (heat
shock : HS) ou par le froid (Cryo-congélation : Cryo) sont encore mal casastér

Méthodes : Pour détecter les MS in situ, nous avons mis au point un systemeubtie
marqueur fondé sur I'expression semi-conservatrice de la protémeges@-Galactosidase
(B-Gal) et I'expression constitutive du chromosome Y dans un modehiardius du
myocarde. A cet effet, un milieu de culture (groupe contréle) suMi de rats Lewis males
(frais ou soumis a un choc Cryo ou HS) ont été injectés dans leardgode rats Lewis
femelles.

Résultats : Nous avons observé une déperdition cellulaire massive juste agresféadans
le groupe ayant recu des MS frais, qui n'a été que partiellecmnpensée par une
prolifération ultérieure. En revanche, le traitement Cryo etts@)nificativement amélioré la
survie cellulaire précoce mais a diminué la prolifération @t&e si bien que 15 jours apres
la greffe, le nombre total de cellules greffées Y-positivesv@és du donneur n’était pas
significativement différent dans les trois groupes. La plupartege cellules exprimait un
phénotype de muscle squelettique.

Conclusions :Ces données confirment le taux élevé de mort cellulaire dellasyes greffés

dans la cicatrice, démontrent la capacité des cellules soteg/a proliférer et a avoir une
différenciation myogéne mais ne corroborent pas la capacitéadentent Cryo ou HS a
augmenter 'ampleur finale de la greffe de myoblastes.
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Enhancement of the functional benefits of skeletal myoblastansplantation
by means of coadministration of hypoxia-inducible factor &

Kasra Azarnoush, MD, Agnés Maurel, PhD, Laurent Sebbah, MD, Claire Carrion, Alvine
Bissery, MSc, Chantal Mandet, Julia Pouly, MD, Patrick Bruneval, MD, Albert A. Hagége,
MD, PhD et Philippe Menasché, MD, PhD

Objectif : La mort cellulaire précoce reste une importante limiatde la greffe de
myoblastes squelettiques. La vascularisation insuffisante des zicegsicielles cibles

contribuant a la perte cellulaire, nous avons donc évalué lesadgféassociation d'une greffe
de myoblastes squelettiques a lI'administration du facteur dertpioscinduit par I'hypoxie

la (HIF-1 a), un géne maitre qui régule I'expression d'une grande variét@ctiurks

angiogéniques.

Méthodes : Un infarctus du myocarde a été créé chez 56 rats par sediimie ligature d'une
artére coronaire. Huit jours plus tard, les rats ont ététaffede maniére aléatoire en 4
groupes recevant, par injection au niveau des zones cicatricidllesjilieu de culture
(animaux témoins, n=11), des myoblastes squelettiques & nt013), du facteur de
transcription induit par I'hypoxieolcodé par un adénovirus (1,0 x"1Qfp/ml, n = 7) ou des
myoblastes squelettiques (5 x°L@n association avec un vecteur vide (n =3) ou avec le
facteur de transcription induit par I'hypoxien lactif (1,0 x 1010 ufp/ml, n=13). Un
cinquiéme groupe (n =9) a été soumis a une approche par étapes sadedaguelle le
facteur de transcription induit par I'hypoxie (L,0 x 16° ufp /ml) a été injecté au moment de
linfarctus, suivi par les myoblastes squelettiques (5°k AGit jours plus tard. La fonction
ventriculaire gauche a été évaluée par échographie avardfia gr un mois aprés celle-ci.
Les coeurs explantés ont ensuite été soumis a un examen imnagoiomgiue afin de
détecter des myotubes, quantificateurs de I'angiogenese, desldeiss greffe et de la survie
cellulaire.

Résultats : Les groupes ne présentaient aucune différence significative gua fractions
d'éjection initiales (35 %-40 %). Au bout d'un mois, la fraction d'éjactieait diminué par
rapport a la valeur initiale dans les cceurs témoins et chezgoeavaient recu le facteur de
transcription induit par I'hypoxieol En revanche, elle ne s'était pas dégradée apres l'injection
de myoblastes squelettiques seuls ou associés au vecteur videamtieau de transcription
induit par I'hypoxie @& actif administré de maniere séquentielle. L’évolution la plus
surprenante est survenue dans le groupe associant les myolgastetiques au facteur de
transcription induit par I'hypoxieal: dans ce groupe, la fraction d'éjection s'est accrue de
maniere spectaculaire (27 %) par rapport aux valeurs initiategyretnt donc un niveau bien
supérieur a celui des autres groupes (respectivement P = 0,0001 et P = Odafipaaaison

aux animaux témoins et aux animaux recevant du facteur deripsioscinduit par I'nypoxie

la). Comparé a l'injection isolée de myoblastes squelettiques, |'atimiitin conjointe du
facteur de transcription induit par I'hypoxie 4 entrainé une angiogenéese, une prise de greffe
et une survie cellulaire significativement plus importantes.

Conclusion : L’induction de l'angiogenése est un moyen efficace de palieeti les

bénéfices fonctionnels de la greffe de myoblastes et teuiacle transcription induit par
I'hypoxie Jn peut réussir a atteindre cet objectif.
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Can bone marrow-derived multipotent adult progenitor cells egenerate
infarcted myocardium?

Agbulut O, Mazo M, Bressolle C, Gutierrez M, Azarnoush K, Sabbah L, Niederl€nde
Abizanda G, Andreu EJ, Pelacho B, Gavira JJ, Perez-llzarbe M, PeyraBiuBeval P,
Samuel JL, Soriano-Navarro M, Garcia-Verdugo JM, Hagege AA, Présper F, Menasché P.

Objectifs : Evaluer les effets fonctionnels des cellules progénitricesesduitiltipotentes de
la moelle osseuse : multipotent adult progenitor cells (MAPEffégs chez le modéle du rat
atteint d’un infarctus du myocarde chronique.

Méthodes : Quarante quatre rats ont subi une ligature des arteres cesoridr jours plus
tard, ils ont été randomisés en deux groupes pour recevoir par injgatieria cicatrice soit
(5%106 cellules/ 150ul) de cellules MAPC allogéniques transduites par la protéine
fluorescente verte modifiée (eGFP) (n=25) ou un milieu de cu(téraoins, n=19). Des
études fonctionnelles ont été pratiquées sur neuf des cceurspaaildaPC, et les 16 autres
coeurs ont recu des cellules marquées également avec du Rpeavistétre utilisées que
lors des évaluations histologiques des séries. La fonction venticgiairche (VG) a été
évaluée en aveugle, par échocardiographie avant la transplantatidén meois apreés.
L’immunohistochimie, la microscopie électronique et la PCR oni sedétecter les cellules
greffées. Toutes les données ont été comparées a l'aide de tests nonrlogiesn ét

Résultats : Il n'y avait pas de différences significatives entre lestfons d’éjection initiales
(FE, médian; écart type) des groupes : soit respectivement 30%0[B723pt 37%

[0,32;0,38] dans le groupe témoin et dans le groupe coeur transplantérpaltipiptent adult

progenitor cells (rMAPC). Un mois plus tard, la fonction du VG deurs témoin s’était
détérioréee comme le montre la baisse de la FE a 24% [0,21;0,30¢negue la FE avait
tendance a étre plus stable apres la greffe cellulaire (37%(@.2]); la difféerence entre les
deux groupes n’était pas statistiguement différente (p=0,06).

Bien que les MAPC étaient identifiables trés tét aprés leeffey 'immunohistochimie, le

microscope électronique ou la recherche par polymerase chatiomefCR) n'ont pas

permis de mettre en évidence la prise de la greffe un mois plus tard.

Conclusions :Malgré la détection de marqueurs endothéliaux lors de la pénibidéei apres
greffe, nous n'avons pas pu mettre en évidence de différenciation dinncgocytes et
aucune prise de greffe n’a pu étre identifiée au-dela desaises qui ont suivi l'injection
des cellules.
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Can erythropoietin improve skeletal myoblast engraftment m infarcted
myocardium?

Chanséaume S, Azarnoush K, Maurel A, Bellamy V, Peyrard S, Bruneval P, Hagege A
Menasché P.

Objectifs : Les bénéfices de la greffe de myoblastes squelettiques sutéslipar le taux
elevé de mort cellulaire précoce, principalement d’origeghémique. Nous avons donc
voulu évaluer si la survie du greffon pouvait étre améliorée palidation complémentaire
d’érythropoiétine (EPO).

Méthodes : Les artéres inter ventriculaires antérieures de trente cingLewss ont été
ligaturées. Deux semaines plus tard, ils ont été randomisésgoewunir en injection dans la
cicatrice un milieu témoin, des myoblastes squelettiques (5=106) oumgeblastes
squelettiques additionnés d’EPO la veille de la greffe et pourpeivilant deux semaines
(500 Ulkg trois fois par semaine). Un quatrieme groupe a été peitePO uniquement sans
injection. L'évaluation des fonctions a été réalisée par échocaaginig en 2D avant la
greffe et un mois apres.

Résultats : Si 'on compare les cceurs témoins et les cceurs trait€B@ uniquement a ceux

greffés avec des myoblastes, la récupération de la fracticectitdj du VG de ces derniers
était significativement meilleure, gu’ils aient recu de 'EBQ® non. Il n’y avait aucune

différence dans la zone de greffe des myoblastes ni dansot@mgse entre les groupes
myoblastes uniguement et myoblastes + EPO. L’'apoptose étaihe gétiectable, et donc
inchangée par le traitement a I'EPO.

Conclusions : Dans ce modele, 'EPO n’a pas permis d’améliorer la prisgrdffe des

myoblastes et la fonction du VG apres infarctus. Ces découvestegives justifient de
poursuivre la recherche de stratégies alternatives permettant dasanglisurvie cellulaire.
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Azarnoush Kasra

Therapie cellulaire myocardique

Résumeé :

Objectif : A partir d'un sujet de DEA, avec le soutien de toutquijge INSERM U633
élaborer une stratégie de recherche et progresser sur un themepgrmeattre Ie
développement de la thérapie cellulaire. Ce travail de rechévodementale permettant
I'écriture et I'application d’'un protocole de recherche chez 'homme.

Quatre protocoles différents ont été réalisés :
- améliorer la résistance du greffon cellulaire en appliquant un choc tjugrmi
- améliorer la survie des myoblastes squelettiques a l'aide dne de survie
cellulaire
- étudier la survie et l'efficacité des cellules progénigi@ultes multipotentes
dérivées de la moelle osseuse en greffon myocardique
- améliorer les résultats de la transplantation de myoblasfeslettique par
I'apport d’érythropoiétine

\"£J

Un PHRC Local sur la thérapie cellulaire par des cellules motessicomédullaires
autologues lors de la revascularisation myocardique a été &letbaccepté. Actuellement un
tiers de l'effectif a été inclus. Une modification desergs d’'inclusion permet actuellement
un recrutement plus important de patients.

Mots clés :

- Myoblastes squelettiques

- Choc thermique

- HIF-1a

- Angiogenese

- Cellules progénitrices adultes multipotentes

- Erythropoiétine

- Cellules mononuclées médullaires autologues
- Programme hospitalier de recherche clinique
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