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Liste des abréviations :

AAA : Anévrisme de 1’aorte abdominale

Ang II : Angiotensine II

CML : Cellule musculaire lisse

CSE : Cellule souche embryonnaire

CSM : Cellule souche mésenchymateuse

EGF : Facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor)

FG : Fibroblaste gingival

FGF2 : Facteur de croissance fibroblastique 2 (Fibroblast Growth Factor 2)

GAG : Glycosaminoglycane

HTA : Hypertension artérielle

IDO : Indoleamine 2,3-dioxygénase

IFNYy : Interféron gamma

IGF-1: Facteur de croissance ressemblant a I’insuline-1 (Insulin-like Growth Factor-1)
ICAM-1 : Molécule d’adhésion intercellulaire-1 (Inter Cellular Adhesion Molecule -1)
IL : Interleukine

1PSC : Cellule souche pluripotente induite

LDL : Lipoprotéine de basse densité (Low Density Lipoprotein)

MEC : Matrice extracellulaire

MMP : Métalloprotéinase matricielle (Matrix MetalloProteinase)

NO : Monoxyde d’azote

PG : Protéoglycane

PGE2 : Prostaglandine E2

PNN : Polynucléaire neutrophile

TGF-B1 : Facteur de croissance tumorale beta-1 (Tumor Growth Factor beta-1)

TIMP : Inhibiteur tissulaire de métalloprotéinase (Tissue Inhibitor of MetalloProteinase)
tPA : Activateur du plasminogene tissulaire

TNFa : Facteur de nécrose tumorale alpha (Tumor Necrosis Factor)

uPA : Activateur du plasminogene de type urokinase

VCAM-1 : Molécule d’adhésion cellulairevasculaire-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1)
VEGEF : Facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire (Vascular Endothelial Growth

Factor)



I. Introduction

Introduction

1. Epidémiologie des maladies cardiovasculaires

Les pathologies cardiovasculaires sont responsables de 17,5 millions de morts par an.

Elles représentent la premiere cause de mortalité dans le monde selon un rapport de

I’Organisation Mondiale de la Santé de 2011 (1). En France, les maladies cardiovasculaires

représentent 25,9% des déces et se classent juste derriere les décés par cancer (29,7%) d’apres

les derniéres données du CépiDc (Centre d’épidémiologie sur les causes médicales de déces)

datant de 2011 (Tableau 1).

2007
Déces 520 535
Déces 145 272

cardiovasculaires (28%)

156 135

Déces par cancer
P (30%)

2008

530 643

146 527
(27,6%)

157 812
(29,7%)

2009

535 366

144 343
(26,9%)

159 444
(29,8%)

2010

539 083

142 456
(26,4%)

158 848
(29,5%)

2011

534 571

138168
(25,9%)

159 098
(29,7%)

Tableau 1 : Evolution du nombre de déces cardiovasculaires et de déces par cancer

rapportés a l’ensemble des déces en France de 2007 a 201 1.

Source CépiDc (Centre d’épidémiologie sur les causes médicales de déces)

Les études épidémiologiques confortées par des expérimentations animales ont permis

de mettre évidence au cours des derniéres décennies plusieurs facteurs de risque

cardiovasculaire associés a une incidence accrue de la maladie. Ces facteurs peuvent étre

d’origine génétique, physiologique et/ou pathologique et encore environnementale. De

nombreux modéles mathématiques d’estimation du risque cardiovasculaire global découlent

de ces études. Les plus connues sont I’étude Framingham qui organise un suivi exhaustif des

10
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habitants d’une ville depuis plus de 30 ans (2) et le projet SCORE, modele dérivé de 12

cohortes issues de pays européens (3).

Les anévrismes de ’aorte abdominale (AAA) représentent la 3° cause de décés
d’origine cardiovasculaire et la 15° cause de mortalité dans les pays industrialisés (4). L’AAA
est établi lorsque le diametre de I’aorte abdominale est augmenté de plus de 50% (5). La
prévalence de 'AAA chez les personnes de plus 60 ans est estimée entre 4 et 8% chez
I’homme et entre 0,5 et 1,5% chez la femme. Sa prévalence augmente avec 1’age (6). Le
risque majeur de I’AAA est la rupture dont le taux de mortalité atteint 80% en 1’absence de
prise en charge chirurgicale (7). En France, environ 6 000 déces sont causés par des
anévrismes rompus chaque année. La progression de I’AAA est variable d’un patient a

’autre, elle est évaluée a 0,2-0,5 cm par an.

2. Facteurs de risque

Les principaux facteurs de risque de survenue d’un AAA sont le sexe, I’hérédité, I’age
supérieur a 60 ans et le tabagisme. Le tabagisme est le facteur de risque le plus fortement
associ¢ aux AAA (8). Les principaux mécanismes de pathogénese induits par le tabac incluent
des modifications épigénétiques, une augmentation de D’activit¢ des meétalloprotéinases
matricielles (MMPs) et une réponse immune altérée (9). L hypertension artérielle (HTA), la
sédentarité¢ et I’hypercholestérolémie (fraction LDL élevée) sont également des facteurs de
risque cardiovasculaire significatifs mais modérés (10). L’ hypertriglycéridémie et I’obésité ne
semblent pas €tre associés aux AAA (11). Le diabete et ’activité physique réguliére sont des
facteurs plutdt protecteurs (12). L’étude Tromso a mis en évidence une forte association entre

les facteurs de risque de 1’athérosclérose et ceux de I’AAA (13).

a) Sexe

Il est actuellement bien établi que le risque cardiovasculaire augmente avec 1’age. En
général, 'homme est nettement plus exposé aux accidents cardio-vasculaires que la femme en
période d'activité¢ génitale. En particulier, il a ét¢é montré¢ que la prévalence de I’AAA

augmente avec l'age chez I’homme et la femme, mais elle est nettement supérieure chez les
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hommes (7,6% versus 1,3% entre 65 et 80 ans) (14). De maniére surprenante, la proportion de
femmes, tout age confondu, mourant de maladies cardiovasculaires est plus importante que
celle des hommes (15). En effet, les femmes ayant développées un AAA ont un risque de

rupture trois fois plus important que les hommes (16).

b) Polymorphisme nucléotidique

Les ¢tudes de GWAS (Genome Wide Association Studies) d’association pangénomique
dans les maladies coronaires ont permis d’identifier 32 Joci portant des polymorphismes
nucléotidiques (SNP : Single Nucléotide Polymorphism) associés a un risque plus élevé de
maladies cardiovasculaires (17). Parmi les SNP identifié¢s, deux sont associés au métabolisme
du cholestérol et a la réponse aux statines. Ils sont portés par les loci 1p13.3 et 11g23.3. Un
autre SNP identifi¢ au niveau du locus 9p21.3 du gene codant pour la protéine P16 est associé
a un risque accru de 29% par allele porté de développer un AAA ou un anévrisme

intra-cérébral.

D’autres études basées sur I’histoire familiale ou sur des jumeaux montrent une
héritabilité de 1’athérosclérose et des AAA allant de 30% a 70% (8). Cependant, seul un faible

pourcentage de I’héritabilité s’explique par ces polymorphismes (9).

¢) Tabac

Le tabagisme représente un risque majeur de développer une maladie cardiovasculaire
et notamment un AAA. D’aprés une méta-analyse ayant inclus 500 000 personnes agées de
60 ans dans 25 études de cohortes internationales, les fumeurs actifs ont un risque de déces
d'origine cardiovasculaire multiplié par 2 par rapport aux non-fumeurs (18). Par ailleurs,
d’autres études réalisées chez I’animal montrent que le tabagisme augmente 1’incidence des
AAA (19). En effet, ’exposition chronique a la fumée de cigarette augmente la pression
artérielle, D’expression des MMPs, altere la réponse lymphocytaire T et entraine des

modifications épigénétiques favorisant le développement des AAA (10).

12



Introduction

d) Hypertension artérielle

L’hypertension artérielle est également un facteur de risque important pour les maladies
cardiovasculaires. Le risque augmente avec le niveau de pression artérielle. L’ hypertension
est principalement due a une augmentation des résistances vasculaires périphériques qui
conduit a un remodelage incluant notamment une augmentation de la rigidité artérielle.
L’hypertension peut étre associée a une €lévation de la concentration d’angiotensine Il (Ang
II), puissant vasoconstricteur, qui participe au développement des AAA et a I’augmentation
de la taille des plaques d’athérosclérose chez des souris hypercholestérolémiques (20). Les
mécanismes d’agression vasculaires induits par I’Ang Il sont multiples et incluent une
augmentation de I’inflammation, de I’expression des métalloprotéases matricielles et d’un

stress oxydant (21).

e) Cholestérol

Le lien entre I’hypercholestérolémie et les maladies cardiovasculaires est bien établi,
essentiellement pour les maladies coronaires. L’élévation du cholestérol total, et du
LDL-cholestérol (LDL-c) en particulier, est associée a une augmentation du risque coronarien
athéro-thrombotique (22). Chez I’homme, 1’hypercholestérolémie a été identifiée comme un
facteur de risque modéré d’AAA (23). Dans les modéeles animaux, I’hypercholestérolémie
induite par un régime riche en matieres grasses augmente l’incidence des AAA apres

plusieurs mois de régime (24).

f) Diabéte

La maladie coronaire est la premiere cause de mortalité et de morbidité chez les patients
diabétiques, avec un risque pouvant &tre multipli€é par 4 par rapport aux sujets non
diabétiques. Une étude a d’ailleurs montré que la mortalité cardiovasculaire des diabétiques
n’ayant jamais eu d’éveénement coronaire est comparable a celle des sujets non diabétiques

ayant déja fait un infarctus (25). Les patients diabétiques présentent également des
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particularités dans le développement de 1’athérosclérose avec des Iésions plus inflammatoires

et plus riches en débris nécrotiques que les non diabétiques (26).

Le diabéte est associ€¢ a une prévalence et une progression plus faible de la maladie
anévrismale (27). Les mécanismes physiopathologiques qui expliquent cette protection ne
sont pas €lucidés ; la glycation de la matrice extracellulaire (MEC) empécherait la protéolyse
de la paroi (28) et I’épaisseur pariétale plus marquée chez les patients diabétiques ont été

évoqués (29).
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I1. Généralités

1. Le systeme cardiovasculaire

a) Définition

Le systéme cardiovasculaire est un circuit fermé qui assure le transport du sang du coeur
vers les extrémités et les divers organes, et un retour de ceux-ci vers le cceur. Le sang est
composé de globules rouges, de globules blancs, de plaquettes et de plasma. La circulation du
sang permet le transport et I'échange de nutriments, d'oxygéne et d’hormones. Elle participe
¢galement a I’élimination des déchets métaboliques. Le systéme vasculaire est compartimenté

et hiérarchisé depuis 1’aorte a la sortie du cceur jusqu’au retour veineux.

b) Les vaisseaux sanguins

Les artéres conduisent le sang éjecté a haute pression par le coeur vers la périphérie et

maintiennent la pression sanguine (figure 1).
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Figure I : Schéma du systeme cardio-vasculaire

https://anatomiehumaine.wordpress.com
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Il existe deux types d’artéres. Les artéres de gros calibre (I a 4 cm) dites arteres
¢lastiques sont composées essentiellement d’¢lastine. Elles amortissent la pulsatilité artérielle
a la sortie du cceur. Les artéres, de moyen ou petit calibre, sont appelées artéres musculaires.
Elles sont moins riches en ¢€lastine, moins extensibles que les arteres €lastiques. Elles ont pour
role de distribuer et de réguler le sang en périphérie en fonction des besoins métaboliques de
chaque organe. Les artéres de résistance se divisent ensuite en artérioles qui présentent un

diametre inférieur a 0,5 mm avec une composition similaire aux artéres musculaires.

Les capillaires enfin ont une longueur de 1 mm et un diametre compris entre 8 et 10 pm.
Les capillaires sont formés d’une monocouche cellulaire endothéliale reposant sur une

membrane basale. IIs assurent les échanges entre les tissus périphériques.

Les veines canalisent le retour du sang vers le cceur. Ce processus débute a la sortie du
capillaire en empruntant des vaisseaux de petit calibre appelés veinules. Les veines possedent
une paroi trés fine et une lumiere plus importante que les artéres. Elles possédent des valves

anti-reflux qui imposent une circulation sanguine a sens unique, de la périphérie vers le cceur.

¢) L’aorte

L'aorte est la principale artere ¢lastique de I'organisme. Elle assure le cheminement du
sang ¢jecté par le ventricule gauche vers les organes. Au départ de l'aorte ascendante naissent
les artéres coronaires. L’aorte décrit ensuite une courbe appelée la crosse de l'aorte puis
traverse le thorax et I'abdomen avant de se diviser en deux branches terminales : les artéres
iliaques primitives qui sont destinées essentiellement aux membres inférieurs (figure 2).
L'aorte abdominale chemine a gauche de la veine cave inférieure, en avant du rachis. Les
vaisseaux qui irriguent les organes intra-abdominaux naissent au niveau du tronc cceliaque
(foie, rate) puis en continuant vers le bas : l'artére mésentérique supérieure (intestin gréle), les

arteres rénales, les artéres gonadiques et l'artére mésentérique inférieure (colon).
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Figure 2 : Structure anatomique de [’aorte

2. Structure de la paroi artérielle

La paroi artérielle se compose de trois tuniques concentriques distinctes. Depuis la

lumiére vasculaire vers I’extérieur, on distingue 1’intima, la média et I’adventice.

a) L’intima

L’intima est la tunique en contact avec la lumiére vasculaire et le sang. Elle est
constituée de I’endothélium et d’une membrane basale. L’endothélium se présente sous la
forme d’une monocouche de cellules endothéliales (figure 3). Elles expriment a leur surface
des protéines qui régulent le trafic des cellules circulantes dans le sang. Ces protéines
permettent la migration des leucocytes vers les tissus dans des conditions normales et
controlent I’augmentation de cette migration lors des phénoménes d’inflammation (30). Un

grand nombre de molécules d’adhérence cellulaire ont ét¢ identifiées et sont pour la plupart,
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réparties en quatre grandes familles de récepteurs adhésifs : les sélectines, la superfamille des

immunoglobulines, les intégrines et les cadhérines.

Les cellules endothéliales exercent également un rdle essentiel dans plusieurs fonctions

physiologiques (31). Elles régulent la coagulation, la fibrinolyse et le tonus vasomoteur (32).

Les cellules endothéliales sont tapissées d’une fine couche de glycosaminoglycanes
chargés négativement appelée glycocalyx (33). Le manteau glycanique exerce des effets
vasculoprotecteurs grace a sa capacité a induire une réorganisation du cytosquelette de la
cellule endothéliale sous-jacente en réponse a des modifications des contraintes de
cisaillement du flux sanguin (34). Il est également impliqué dans la régulation de la

production du NO, le maintien de la perméabilité vasculaire et le contrdle de coagulation (35).

Adventice  Média Intima

Cellules musculaires lisses Cellule endothéliale

Lame basale

Limitante élastique externe

Limitante élastique interne
Fibroblaste adventitiel

Tissu conjonctif

Figure 3 : Schéma de la paroi artérielle

Adapté de https.//en.wikiversity.org

b) La média

La média est la tunique la plus épaisse des arteres. Sa composition varie selon le type

d’artere. Elle est tres riche en lames élastiques dans les artéres dites élastiques.
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La média ne contient qu’un type cellulaire : les cellules musculaires lisses (CML). Ces
cellules sont entourées de matrice extracellulaire et organisées en unités lamellaires associant
fibre ¢lastique, CML, bande de collagene et glycosaminoglycanes (36). Les CML
maintiennent I’intégrité de la paroi vasculaire via deux fonctions, une fonction de synthése en
produisant les protéines de la matrice extracellulaire comme ’alpha actine (aSMA) et plus
spécifiquement la protéine 22 alpha (SM220) du muscle lisse et une fonction contractile (37).
Les CML sont sensibles a différents stimuli biochimiques (cytokines, angiotensine...) ou

physiques (contraintes radiales) afin de maintenir I’intégrité de la paroi artérielle (38).

¢) L’adventice

L’adventice est la tunique externe de la paroi artérielle. Elle commence aprés la
limitante ¢élastique externe et se termine au niveau de la graisse péri-adventitielle. C’est un
tissu conjonctif constitué¢ de fibres de collagene et de fibroblastes. Les fibroblastes produisent
différents composants structuraux de la MEC, comme le collagéne de type I et III et en
quantité moindre de 1’¢lastine (39). Les fibroblastes adventitiels expriment le facteur tissulaire
permettant d’activer la voie extrinseque de la coagulation lors de 1€sions de la paroi afin de
limiter 1’extravasation sanguine (40). L’adventice contient des terminaisons nerveuses
permettant la modulation du tonus vasculaire par le systéme sympathique, des vaisseaux

lymphatiques et enfin des vasa-vasorum, micro-vaisseaux permettant la perfusion de la paroi

(41).

3. La matrice extracellulaire de la paroi artérielle

La MEC est le support structurel majeur de la paroi artérielle. Elle assure les propriétés
d’¢lasticité et de solidité de la paroi. Les constituants les plus représentés de la MEC sont le
collagene et 1’¢lastine ; elle contient aussi des protéoglycanes et des glycoprotéines comme la
fibronectine et la laminine (42). La MEC constitue également la structure d’ancrage pour les
cellules vasculaires. Elle influence le phénotype, la survie et la différenciation cellulaire. Le
renouvellement de la MEC de la paroi artérielle est un processus extrémement lent. Il est

assuré par un équilibre entre la synthése des constituants par les cellules vasculaires et leur
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dégradation par des enzymes protéolytiques comme les MMPs, ’¢lastase, la plasmine ou les

cathepsines (43).

a) L’élastine

La synthése de ’¢lastine débute par I’expression des génes MFAP1, MFAP2, FBNI1 et

FBN2. Les glycoprotéines de structures qui en résultent, les fibrillines et les Microfibril-

Associated Glycoproteins (MAGP), forment un échafaudage sur lequel la tropoélastine vient

se fixer (figure 4) (44). Les molécules de tropoélastine sont ensuite li€es les unes aux autres

grace a ’action de la lysyl oxydase (LOX) et des lysyl oxydase-like (LOXL) (45). La liaison

des fibres ¢lastiques aux cellules se fait via la fibuline-5. Elles forment alors un réseau

tridimensionnel possédant une grande capacité¢ de variation de taille et de forme, ce qui

confere 1’¢élasticité aux tissus vasculaires.
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Figure 4 : Synthese de [’élastine

Jacob MP, Médecine/Sciences 2003 (46)
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Les fibres élastiques des artéres contiennent 90% d’¢élastine. Elles sont organisées en
lames concentriques paralleles a la surface du vaisseau. L’¢lastine a un role dans la
morphogénese vasculaire, elle a une fonction régulatrice au niveau artériel au cours du
développement embryonnaire en contrdlant la prolifération des CML (47). Des facteurs
solubles comme le Transforming Growth Factor beta-1 (TGF-B1), [’Insulin-like Growth
Factor (IGF-1), I'Interleukin 1-beta (IL1-B), le Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) et
I’Interferon gamma (IFN-y) modulent la synthése d’élastine (48). Les fibres ¢€lastiques sont
des macro-molécules tres stables, leur dégradation est catalysée par une enzyme, 1’¢lastase qui

est secrétée dans la matrice extracellulaire par les macrophages et les polynucléaires.

Chez ’homme, I’hémizygotie du gene de 1’¢lastine se traduit cliniquement par une
sténose supravalvulaire aortique, pathologie artérielle isolée ou associée au syndrome de

Williams-Beuren (49).

b) Les collagénes

Les collagénes sont les protéines les plus représentées dans I’organisme (50). Les
collagenes forment une famille de 27 membres distincts regroupés en deux grandes sous-
familles : les collagénes fibrillaires et les collagenes non-fibrillaires. Les collagenes
fibrillaires de types I et 1II, synthétisés par les fibroblastes et les cellules musculaires lisses,
sont présents dans toute la paroi vasculaire ou ils représentent environ 80-90% du collagene
total (51). Le collagene de type 1, le plus abondant, assure le support structural du vaisseau, le
collagene de type III est impliqué dans 1’¢lasticité et I’extensibilité de la paroi. Les collagenes
non-fibrillaires comme le collagéne IV forment une charpente au niveau de la jonction dermo-
épidermique et des membranes basales. La fonction principale des collagénes est de conférer
une résistance mécanique a 1’étirement des artéres, mais contrairement a 1’¢lastine, ils sont

inextensibles.

Une mutation sur une chaine o de collagene s’accompagne d’anomalies vasculaires
décrites dans le syndrome d’Ehler-Danlos vasculaire de type IV (52). Les mutations des
chaines al ou a2 du collagéne de type I sont responsables d’ostéogeneses imparfaites et de
syndromes d’Ehlers-Danlos de type I, II, V et VII. Des mutations au niveau du collagéne 1V
sont associées au syndrome d’Alport et des mutations du collagéne VII a certaines formes

d’épidermolyse bulleuse.
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¢) Les protéoglycanes

Les protéoglycanes (PGs) résultent de la combinaison, dans des proportions variables,
de protéines et de glycosaminoglycanes (GAG) (53). Ce sont des composants essentiels de la
MEC qui piegent I’eau nécessaire aux propriétés mécaniques des arteres et forment un réseau
hydraté dans lequel « baignent » les cellules. Les PGs contrdlent la perméabilité tissulaire et
les mouvements des ions grace a leur forte charge électrique négative. Ils participent a la
régulation de la prolifération cellulaire en stockant des facteurs de croissance comme le
FGF-2 (fibroblast growth factor 2) notamment par la présence d’héparanes sulfates qui
controlent la biodisponibilité et la fonction de ces facteurs (54). En effet, leur localisation a
I’interface membrane plasmique/MEC leur permet de controler 1’intégrité structurale des
tissus et d’influencer de nombreuses fonctions cellulaires comme la croissance, la
différenciation, 1’adhésion et la migration. Enfin, de par leur aptitude a former des complexes
avec les autres molécules de la MEC, les PGs sont considérés comme essentiels pour le dépot

de la matrice synthétisée par les CML vasculaires.

d) Les glycoprotéines de structure

La différenciation et les fonctions des différentes cellules vasculaires nécessitent une
interaction directe entre elles et la MEC. Les glycoprotéines de structure assurent ces
interactions. Ces macromolécules sont des protéines sur lesquelles sont greffées de courtes
chaines glucidiques (55). Certaines sont ubiquitaires comme la fibronectine, d’autres ont des
localisations spécifiques comme les laminines des membranes basales. La plupart de ces
glycoprotéines sont des multimeres. Elles ont en commun des domaines structuraux, des
domaines fonctionnels, des sites de fixation aux cellules via les intégrines ou autres récepteurs
dont le plus fréquent contient la séquence Arg-Gly-Asp (RGD) et des sites d’interactions avec

les autres protéines de la MEC.

La fibronectine contribue a 1’organisation de la matrice en favorisant I'adhérence des
cellules a la MEC (56). Elle interagit avec les intégrines et participe a 1’organisation du

cytosquelette. Elle participe, via la formation de complexes fibronectine/intégrine, aux
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processus de communication intercellulaire en stimulant des voies de transduction du signal,
et module ainsi la prolifération, la différenciation et la motilité cellulaire. Les laminines sont
les constituants protéiques majeurs de la lame basale. Ce sont des hétérotrimeres de 850 kDa
formés de chaines a, B et y. Elles participent a la structure des membranes basales dans
lesquelles elles interagissent avec le collagene de type IV et les protéoglycanes a héparane
sulfate (57). Les laminines modulent 1’adhésion, la prolifération, la différenciation et la

polarisation des cellules avec lesquelles elles interagissent via les intégrines.

Cheuk ef al. ont rapporté une forte diminution de I’expression de ’intégrine a5p1 dans
les anévrismes des tissus aortiques et une corrélation avec la densité des cellules musculaires
lisses (58). Etant donné que I’intégrine aSB1 se lie d’une fagon spécifique a la fibronectine et
au collagene, ces résultats suggerent que 1’absence d’activité de I'intégrine aS5B1 pourrait
modifier la liaison des protéines matricielles et altérer 1’architecture de la média conduisant

ainsi a la déformation anévrismale de 1’aorte.

4. Dégradation de la matrice extracellulaire

La dégradation de la MEC au cours des processus pathologiques vasculaires est
étroitement orchestrée par deux systémes protéolytiques, celui de la plasmine constitué¢ des

activateurs du plasminogene, et les métalloprotéinases matricielles (MMPs) (59,60).

Les activités de ces enzymes sont régulées par des cascades protéolytiques dans 1'espace
péricellulaire. Des assemblages multiprotéiques au niveau des structures membranaires
(intégrines, protéinases, €¢léments matriciels, inhibiteurs, activateurs, etc.) participent aussi a
l'activité catalytique (61). Ces protéinases induisent par leur action la formation de peptides
matriciels comme les matrikines, issues de la dégradation de 1’¢lastine, qui régulent a leur tour

I’expression des MMPs et des activateurs du plasminogene (62).

a) Les métalloprotéinases matricielles

Les MMPs sont des endopeptidases dépendantes du zinc appartenant a la grande famille
des protéases. Elles sont fixées a la membrane ou sécrétées. Les MMPs régulent un grand

nombre de processus biologiques par clivage protéique et participent au remodelage tissulaire
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lors de la cicatrisation, a la signalisation intercellulaire, a ’inflammation et a ’angiogenese
(63). Les MMPs sont caractérisées par la présence d’un motif trés conservé de fixation du
zinc au niveau du site catalytique. La famille des MMPs comprend 22 membres divisés en
sous-groupes : les collagénases, les gélatinases, les stromélysines, les matrilysines, les MMPs
associées a la membrane (MT-MMP) et les autres MMPs. Avec ses 22 membres, les MMPs

peuvent dégrader tous les composants de la MEC.

D’un point de vue structurel, les MMPs peuvent étre divisées en deux groupes : les

MMPs sécrétées (A, B, C et E) et les MMPs transmembranaires (D et F) (64).

A Catalytic Hemopexin-like

B ‘ Po_ | Catalytic

¢ (R
I3
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F Pro ‘Fr}[ Catalytic 19G-like }

J

Figure 5 : Structure des MMPs

Parks W. et al., Nature Reviews Immunology 2004 (64)

Toutes les MMPs possedent un signal peptidique N-terminal « SP» qui dirige les
MMPs vers le réticulum endoplasmique au cours de la traduction puis hors de la cellule. 11 est
suivi d’un domaine « Pro » qui maintient I’enzyme dans un état latent jusqu’a son clivage et
I’activation conséquente de 1’enzyme. Le propeptide, qui contient un groupement thiol (SH)
interagit avec le zinc, pour maintenir les MMPs sous une forme inactive appelée zymogene.
Le domaine catalytique contient un site de liaison au zinc. A 1’exception des MMP-7, -26 et -
23, toutes les MMPs possedent un domaine homologue a 1’hémopéxine connecté au site
catalytique par une charniére polypeptidique « Hinge ». Ce domaine modifie 1’affinité de
I’enzyme pour certains substrats, régule son activité protéolytique, la liaison aux TIMPs, les
inhibiteurs des MMPs. La premiere et la derniere répétition du domaine hémopexine sont

reliées par un pont disulfure.
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Les gélatinases (structure E) possédent des domaines répétés liant le collagene sur les
motifs fibronectine « Fn». Le motif « Fr» permet la reconnaissance et 1’activation de
certaines MMPs sécrétées par les protéases de type furine (structure C). Ainsi, la plupart des
MMPs sont constitutivement sécrétées apres leur synthese, sauf les MT-MMPs qui possédent
un domaine transmembranaire (TM) et une courte région cytoplasmique (Cs) ou un domaine
d’ancrage au glycosylphosphatidylinositol (GPI) et sont exprimées a la surface de la cellule
(structure D). La MMP-23 (structure F) est elle aussi transmembranaire et posséde un signal
d’ancrage N-terminal (SA) ainsi qu’un domaine riche en cystéines (Cys) et un domaine de

type immunoglobuline (Ig).

MMP Autre appellation Structure
MMP-1 -8 -13 -18 Collagénase 1, 2,3 et 4 A
MMP-2 -9 Gélatinase Aet B E
MMP-3 -10 -11 Stromélysine 1,2 et 3 A
MMP-7 - 26 Matrilysine 1 et 2 B
MMP-12 Metalloélastase des macrophages A
MMP-14 -15 -16 -17 -24 -25|MT1, 2, 3, 4, 5, 6-MMP D
MMP-19 RAS1-1 A
MMP-20 Enamélysine A
MMP-21 -22 -27 - A
MMP-23 CA-MMP F
MMP-28 Epilysine C

Tableau 2 : Liste des MMPs

Adapté de Sternlicht M. et al., Annual Review of Cell and Developmental Biology 2001 (63)

La structure des MMPs leur confere donc des activités spécifiques pour leurs substrats

matriciels. On distingue (65):

- Les collagénases qui peuvent cliver la triple hélice des collagenes natifs comme les
collagenes de type I, II et III

- Les MMP-2 et -9 qui ont été caractérisées in vitro par leur capacité a cliver les fibres
de collagene dénaturé d’ou leurs noms de gélatinase A et B. Elles clivent le
collagene IV qui est un composant essentiel des membranes basales et sont encore
appelées collagénases de type IV. Les MMP-2 et -9 présentent également une
activité ¢€lastase qui participe a la dégradation des fibres ¢€lastiques de la paroi

artérielle. Les gélatinases sont ¢également capables de libérer des facteurs de
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croissance ancrés dans la MEC mais aussi d’en activer certains comme le TGF-3
(66)

- La métallo-¢lastase macrophagique ou MMP-12 qui hydrolyse surtout 1'élastine

- Les stromélysines qui dégradent puissamment les protéoglycanes et divers ¢léments
de la matrice comme la laminine, la fibronectine, la gélatine et le collagéne. La
stromélysine-1 a aussi la capacité d'activer certaines métalloprotéases comme la
collagénase interstitielle, les gélatinases ou la matrilysine

- Les matrilysines ainsi désignées en raison de leur activité protéolytique vis-a-vis de
la quasi-totalité des constituants de la matrice dont 1’¢élastine

- La MT1-MMP intervient surtout dans I'activation de la progélatinase A et permet de

faciliter les phénoménes de migration cellulaire.

Considérées globalement, les MMPs peuvent dégrader la quasi-totalité des composants
de la matrice extracellulaire et nécessitent un contrdle étroit de leur expression et de leur
activité. Elles sont faiblement exprimées dans les tissus sains alors que leur expression est
augmentée lors des processus de remodelage tissulaire physiologique ou pathologique (67).
La production et I’activité des MMPs peuvent excéder celle de leurs inhibiteurs entrainant la
perte de I'équilibre de la balance MMPs/TIMPs garant de la stabilité¢ et du renouvellement
tissulaire. Elles participent dans ces conditions a des processus divers comme la réparation
tissulaire et la cicatrisation cutanée au cours des blessures, I'embryogenése ou l'involution
utérine, ou encore l'angiogenese (68). Les MMPs sont associées a des é€tats pathologiques
variés comme les arthrites rhumatismales, les phénomenes d'invasion tumorale et de
dissémination métastatique. Dans le cadre des maladies cardiovasculaires, le role capital des
MMPs a ¢té¢ mis en évidence dans I’athérosclérose et également dans la formation et la

progression de ’AAA (59).

b) Les inhibiteurs des MMPs

Une dégradation controlée et coordonnée des composants de la MEC est nécessaire a la
régulation de nombreux processus biologiques. Cette régulation est assurée, entre autres, par

les inhibiteurs des MMps appelés TIMPs. Les quatre TIMPs identifiés a ce jour sont TIMP-1,
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-2 -3 et -4. Ils inhibent l'activit¢ de toutes les MMPs par formation d'un complexe non

covalent avec I'enzyme sous sa forme active (69).

La capacité d’inactivation des MMPs par ces inhibiteurs est cependant limitée. Les
TIMPs forment un complexe équimolaire avec les formes actives des MMPs. 1ls se lient au
domaine catalytique des MMPs et bloquent ’accés au centre actif contenant I’atome de zinc
(69). Ces complexes sont stables et irréversibles. Les TIMPs inhibent 1’activit¢ des MMPs
mais avec un certain degré de spécificité fonction de chaque TIMP. Par exemple TIMP-2 et -3
inhibent la MT1-MMP alors que le TIMP-1 en est incapable (70). Par ailleurs, TIMP-2, -3
et -4 sont capables de lier des ProMMPs comme la ProMMP-2, les TIMP-1 et -3 la ProMMP-
9 (71). En dehors de leur activité inhibitrice des métalloprotéases, les TIMPs sont ¢galement
des facteurs de croissance vis-a-vis d'un grand nombre de cellules (72,73). In vitro, TIMP-1

stimule la croissance des CML, des fibroblastes et des cellules endothéliales (74).

La régulation de I’expression des MMPs/TIMPs est modulée par des facteurs de
croissance, des hormones et des cytokines (75). Seules la MMP-2 et les MT-MMPs sont
exprimées de manicre constitutive dans les tissus sains. Leur expression est fortement régulée
par les interactions matrice-cellule (intégrines) ou les interactions cellule-cellule (couple
CD40-CD40L entre lymphocytes T et CML) (76). Les cytokines jouent un rdle dans la
stimulation ou I’induction de la synthése des MMPs comme I’IL-1p3, le PDGF, le TNF-a (77)
(78). A D'inverse, le TGF-B, les corticostéroides et I’acide rétinoique ont un rdle plutot
inhibiteur de I’expression des MMPs (79-81). L’IL-1B, IL-6, le TGF-B1, les acides
rétinoiques, le facteur de croissance ¢épidermique (EGF) et D'oncostatine stimulent

I’expression de TIMP-1.

¢) Les cathepsines

Les cathepsines sont une classe de protéases lysosomales, elles sont activées par un
environnement acide (82). Chez I’homme, il existe 14 sous-types de cathepsines : A, B, C, D,
F, G, H, K L, O,S,V,Wet X. La plupart sont des cystéines-protéases, le reste étant des
acides aspartique-protéases (D et E) ou sérine-protéases (G). Les cathepsines sont activées par
hydrolyse du précurseur zymogene grace au faible pH trouvé dans le lysosome. Les facteurs
de risque de I’AAA comme le tabagisme, 1'hypertension et l'athérosclérose induisent des

dommages endothéliaux entrainant la sécrétion de cathepsine (83). L'activité des cathepsines
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peut étre modulée par deux facteurs : le pH et la présence d'inhibiteurs endogénes comme la
cystatine C (84). Des facteurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a et 'lFN-y peuvent induire
la sécrétion des cathepsines S et K qui peuvent dégrader I’élastine par les cellules
endothéliales, les macrophages et les CML (85,86). Les cathepsines peuvent activer les
MMPs. Ainsi la déficience en cathepsine S, qui diminue ’activit¢ des MMP-2 et -9 ainsi que

la cathepsine K, protége de la maladie anévrismale chez la souris (87).
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III. L’anévrisme de I’aorte abdominale

1. Généralités

a) Définition

L’anévrisme de 1’aorte abdominale (AAA) correspond a une dilatation progressive de
I’aorte caractérisée sur le plan histologique par un infiltrat inflammatoire local, une
raréfaction des CML et une destruction des fibres élastiques. Les anévrismes peuvent
apparaitre sur tout I’arbre artériel mais la localisation abdominale est la plus fréquente (60%

des cas).

Il existe trois formes anatomiques d’anévrismes (Figure 6). Les anévrismes dits
«vrais » ou fusiformes, sont caractérisés par une déformation des trois tuniques de la paroi
artérielle. Ils se présentent sous la forme d’un fuseau par une dilatation circonférentielle
diffuse. Les anévrismes sacciformes, moins fréquents, ont la forme d’une excroissance
latéralisée. Enfin, les pseudo-anévrismes ou anévrismes disséquant résultent d’une dissection

secondaire a un traumatisme causant la rupture de I’intima et de la média de la paroi

vasculaire, laissant ainsi le sang s’infiltrer et former une poche artificielle.

Sacculaire

Fusiforme
Pseudo-anévrisme

Figure 6 : Schéma des différentes types d’anévrismes de [’aorte

Adapté de www.stanfordhealthcare.org
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b) Diagnostic

La majorité des AAA sont asymptomatiques et sont découverts fortuitement au cours
d’un examen systématique : examen physique de routine, IRM, scanner ou examen
radiologique demandé pour un autre motif. Il n’existe a ce jour aucun marqueur biologique de
la pathologie anévrismale utilisable en pratique courante. La palpation de I’AAA est siire et
n’augmente pas le risque de rupture. Sa sensibilité pour le diagnostic est plutdt faible mais
reste fondamentale (8,88). Les deux examens complémentaires de référence sont
I’échographie Doppler et 1’angioscanner. Les renseignements apportés par ces examens sont
d’ordre quantitatif avec la mesure du diamétre externe adventice-adventice de I’AAA et

qualitatif par mise en €vidence de la morphologie, de la structure et de I’étendue de I’AAA.

L’échographie Doppler est un examen simple, fiable, non invasif et peu coliteux pour le
dépistage, le diagnostic et le suivi de ’AAA. C’est ’examen recommandé pour le dépistage
(89). Sa sensibilit¢ varie de 92 a 99% selon les études et sa spécificité est proche de 100%.
L’angioscanner aortique affine le diagnostic de ’AAA et constitue un excellent examen pré-
opératoire. Il donne a peu preés les mémes résultats que 1’échographie mais de fagon plus
précise. C’est la technique de référence pour les AAA compliqués ou litigieux dont le
diametre est compris entre 40 et 45 mm. Cette technique n’est pas recommandée pour le
dépistage car elle a un cott plus élevé, elle est irradiante et potentiellement toxique du fait de
I’injection de produit de contraste. De la méme maniere, 1’angio-IRM aortique donne des
résultats comparables a ceux de I’angioscanner, avec une moindre toxicité mais un colt plus
¢levé. Son utilisation va dépendre essentiellement de la disponibilité locale (90). Enfin,
’artériographie de 1’aorte abdominale, non systématique du fait de son caractere invasif et de
la possibilité de sous estimation de la taille de I’AAA en cas de thrombus mural, est réservée
aux cas de diagnostics douteux. L’IRM est souvent réalisée a visée anatomique avant un

traitement endovasculaire.

¢) Traitements

La vitesse d’expansion de ’AAA est variable et dépend de sa taille et de sa forme, du
terrain génétique et des facteurs de risque cardiovasculaire. A I’échelle d’un individu, la

croissance de I’AAA est non linéaire et non prévisible ; a I’échelle d’une population, la
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croissance des AAA est plutdt de type exponentiel, d’autant plus élevée que le diametre initial
est grand. A défaut de criteres de prédiction fiables de la rupture de I’anévrisme, deux types
d’interventions sont actuellement pratiquées : la cure chirurgicale et la mise en place

d’endoprothese par voie endovasculaire.

La cure chirurgicale

La chirurgie est généralement recommandée lorsque le diametre de I’AAA dépasse
55 mm, ou si le taux d'expansion est supérieur a 1 cm par an (91). Cette technique est utilisée
depuis les années 50 a la fois pour la prévention de la rupture et pour sa réparation. Elle
nécessite une incision au niveau de ’abdomen du patient. Durant 1’opération, la circulation
dans I’aorte est bloquée de part et d’autre de I’anévrisme. Celui-ci est incisé€ et nettoyé avant
la mise en place de la prothése connectant le tissu aortique sain en amont et en aval de la
partie dilatée. Les complications suivant cette technique de traitement sont accrues lorsqu’elle
est utilisée comme moyen de réparation de la rupture de 1’anévrisme. Pour les interventions
préventives, le taux de mortalité est inférieur a 2%. Ce taux atteint 8% en cas de chirurgie

urgente et 35% en cas de rupture (92).

Traitement endovasculaire

Chez un patient considéré comme inopérable, placer une prothése a l'intérieur de
I’anévrisme par voie endovasculaire jusqu’a I’AAA en passant par ’artére fémorale a été
réalis¢ pour la premiere fois en 1991 par Parodi (93). Ces endoprothéses appelées stents sont
des ressorts métalliques contenant une membrane en polyester qui exclue la poche
anévrismale de la tension artérielle et du flux sanguin. Ainsi, le patient ne subit pas de
laparotomie ni de clampage aortique, et il y a moins de perte sanguine. Cette technique
appelée réparation endovasculaire de ’AAA (EVAR) a été une véritable révolution dans le
traitement des AAA. Malgré quelques échecs techniques, 1’endoprothése est rapidement
devenue un traitement alternatif et méme concurrentiel a la chirurgie conventionnelle (94). Le

traitement endovasculaire des AAA s’est progressivement imposé et des milliers
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d’endoprothéses aortiques ont été implantées a travers le monde. Actuellement, environ un

tiers des patients est traité par une endoprothése pour un AAA aux Etats-Unis (95).

2. Physiopathologie de PAAA

Les études anatomopathologiques ont clairement montré que la paroi artérielle est
fragilisée au niveau d’un anévrisme et que la structure de la média est considérablement
remaniée (figure 7). L’¢épaisseur de la média est divisée par sept (96). Le nombre de fibres
¢lastiques est diminué et leur structure altérée. Les fibres de collagéne sont fragmentées, les
modifications de ces protéines fibreuses alterent les propriétés mécaniques de 1’arteére qui perd
progressivement sa capacité¢ a lutter contre la distension. Des études expérimentales et
cliniques chez I’homme ont montré que des altérations qualitatives et quantitatives de la
composition en collagene étaient associées a une augmentation du diametre de I’aorte et la

formation d’AAA (97).

La paroi artérielle exerce normalement une force de rétraction égale et opposée a la
force de distension : c’est la tension pariétale. Selon la loi de Laplace, la force de distension
(F) est égale au produit de la pression artérielle (P) par le rayon (r) du vaisseau : F=P * r. Au
fur et a mesure que ’artére se laisse distendre, la force de distension augmente puisque le
rayon du vaisseau augmente. Cette augmentation de la contrainte mécanique exercée sur la
paroi artérielle accélere vraisemblablement la dégradation des protéines fibreuses et diminue
la résistance de la paroi a la distension. Ainsi, la présence d’un anévrisme induit un cercle
vicieux aboutissant iné¢luctablement a 1’augmentation de son diametre. Lorsque la force de la
distension devient supérieure a la force de cohésion des fibres de la paroi, I’anévrisme se

rompt.
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Figure 7 : Représentation schématique de la physiopathologie de I’AAA

Davis FM et al., Heart 2014 (98)

On peut considérer d’une certaine maniere que I’AAA résulte de la dégénérescence
athérosclérotique de la paroi artérielle (99). En effet il existe une pathogénie commune aux
deux maladies modulée par des facteurs locaux. Cependant, la majorité des personnes
atteintes d’athérosclérose développent plutot des I€sions sténosantes que des anévrismes. Ces
deux pathologies présentent par ailleurs une différence dans la composition en CML de la
paroi vasculaire. En effet, dans le cas d’un anévrisme, une nette décroissance des CML est
observée avec une infiltration de cellules inflammatoires dans la média tandis que les CML
sont plus abondantes au niveau de la média et de I’intima dans les plaques d’athérosclérose.
Ceci montre le role important des CML dans le remodelage artériel (100). La diminution du
nombre de CML dans la média rend I’AAA vulnérable a I'infiltration inflammatoire et a la

protéolyse.

La surface endoluminale des AAA est souvent recouverte d’un thrombus, d’épaisseur
variable, parfois absent. Ce thrombus est dépourvu de cellules endothéliales, de CML ou de

fibroblastes, mais riche en polynucléaires neutrophiles (PNN) (101).
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a) Dysfonction endothéliale

Les cellules endothéliales qui tapissent la face endoluminale des vaisseaux sont
sensibles a des facteurs chimiques comme les cytokines, 1’angiotensine II et également a des
forces physiques comme le shear stress. Elle régule, entre autres, le flux sanguin en aval en
libérant des substance vasodilatatrices comme le monoxyde d’azote (102) et contrdle le
recrutement pariétal des leucocytes circulants en produisant des chimiokines et des molécules
d’adhérence. Un travail expérimental récent a souligné le role spécifique de I’endothélium
dans le développement de I’AAA induit par I’angiotensine II. Dans un mode¢le chimere, Rateri
et al. ont montré que la déficience en récepteur de 1’angiotensine de type ATla leucocytaire
n’avait aucun impact sur le développement de I’AAA alors que la déficience en AT1aR chez
la souris receveuse était nécessaire pour le développement de la maladie anévrismale.
Finalement, les auteurs ont montré que l’invalidation de ATIlaR spécifiquement dans
I’endothélium réduisait significativement la sévérité de la maladie aortique (103).

L’angiotensine II induit la surexpression du miR-712 chez la souris (homologue humain
miR-205) (104). Le miR-712, notamment synthétisé par les cellules endothéliales, stimule
I’activité des MMPs en inhibant directement I’expression de TIMP-3 et de RECK, un
inhibiteur de protéases. Ainsi, chez des souris traitées par angiotensine II, 1’administration

d’antagomiR-712 ou -205 réduit la sévérité¢ de ’AAA.

b) Remodelage matriciel de I’anévrisme de I’aorte abdominale

L’AAA entraine une dégradation de la MEC aboutissant progressivement a 1’inaptitude
de la paroi a répondre de maniére adaptée aux contraintes mécaniques, ceci se traduit par la
dilatation puis la rupture de la paroi de I’aorte. Des modeles in vitro et in vivo chez 1’animal
ont montré le rdle clé de la balance protéases/anti-protéases dans 1’évolution des AAA (105—
107). Ainsi, ’augmentation locale de 1’activité d’enzymes protéolytiques dégrade les arteres
in vitro et induit des AAA in vivo (108,109). L expression protéique et d’ARNm de la MMP-
9 est plus ¢levée dans les AAA alors que celle de son inhibiteur TIMP-1 peut étre diminuée,
augmentée ou inchangée (110,111). La surexpression locale de TIMP-1 stabilise la

progression de 1’anévrisme dans un modele d’AAA chez le rat (112). Les souris
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hypercholestérolémiques ApoE'/‘ et les souris invalidées génétiquement pour le TIMP-1
présentent une augmentation de la fréquence des AAA (113). Par ailleurs, les souris Timp-1""
normocholestérolémiques développent une maladie anévrismale plus séveére que les souris

controles (114).

La MMP-2 produite par les fibroblastes adventitiels agit de maniére synergique avec la
MMP-9 macrophagique favorisant la survenue des AAA (115). Chez I’homme, la paroi des
AAA contient significativement plus de MMP-2 et -9 comparée a celle des aortes normales.
Les analyses effectuées par zymographie et Western Blot ont montré une augmentation de
I’expression de la MMP-2 pour les petits AAA alors que la MMP-9 est plus élevée pour les
gros AAA (116). L’invalidation du gene codant pour la MMP-9 réduit considérablement la
maladie anévrismale chez 1’animal (107). La doxycycline, un antibiotique de la famille des
tétracyclines, a montré une certaine efficacité en inhibant de maniere non spécifique les
MMPs et en limitant leur expression génique par les CML in vitro (117). Chez ’animal,
I’administration de doxycycline, entraine une diminution de I’activité des gélatinases et une
diminution de la taille des AAA (118). Cependant les essais cliniques utilisant la doxycycline
pour contrdler la balance protéolytique de ’AAA ont montré des effets contradictoires
(119,120). Outre les MMP-2 et -9, I’augmentation de 1’expression des MMP-1 -3 et -12 est

¢galement observée dans I’AAA.

Le thrombus anévrismal fait partie intégrante de la physiopathologie de I’AAA, il est
biologiquement actif. Il favorise la fibrinogenese luminale et la fibrinolyse parié¢tale. Les PNN
y sont retrouvés en grand nombre et produisent une quantité¢ importante de MMP-9 (121). Le
thrombus est un site de stockage et de sécrétion de protéases par les PNN circulants qui
adherent a la fibrine sur la surface endoluminale du thrombus (122). Les MMP-9, -3 et
I’¢lastase retrouvées dans le thrombus anévrismal sont d’origine leucocytaire, elles diffusent
vers la paroi artérielle, participant a la dégradation de la MEC. La surface luminale du
thrombus est un lieu hostile a la survie des CML et des cellules endothéliales. La paroi
aortique située au niveau du site de thrombus est davantage altérée, avec plus d’inflammation
et de protéases (123). En effet, la présence de cellules inflammatoires dans la paroi augmente

la quantité¢ des MMPs et de 1’¢lastase leucocytaire.

L’AAA est caractérisé par une forte activit¢ des activateurs du plasminogene tissulaire
(tPA) et de type urokinase (uPA) ainsi que la plasmine (124). Le systéme fibrinolytique,
véhiculé par le thrombus pariétal, joue un role majeur dans 1’évolution des anévrismes en

activant les MMPs et en aggravant 1’apoptose des CML. Cette évolution est corrélée a
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I’activité de fibrinogenese détectée dans le plasma (complexes thrombine-antithrombine) et a
I’activé de fibrinolyse (produit de dégradation de la fibrine). Le thrombus est le principal site
de stockage du plasminogene, du tPA et, a une moindre mesure, de 'uPA sécrété par les
PNN. Les activateurs sont également présents dans la paroi : I’'uPA des macrophages et le tPA
des fibroblastes vasculaires. A I’interface entre le thrombus et la paroi se concentre une
surface d’activation du plasminogene en plasmine et d’activation des MMPs responsable du
phénoméne de fibrinolyse abluminale et de dégradation de la matrice favorisant la rupture

(122).

¢) Réponse inflammatoire

Les monocytes / macrophages

L’examen anatomopathologique des AAA chez I’animal et chez ’homme a mis en
évidence un infiltrat inflammatoire important et précoce suggérant un role de la réponse
immune dans la physiopathologie de I’AAA. L'inflammation est un élément clé du
développement de I’AAA se traduisant par une vaste infiltration de la média et de I’adventice
par des cellules inflammatoires (125). Bien que plusieurs types cellulaires soient capables de
synthétiser de ’¢élastase, seuls les PNN et les macrophages peuvent produire cette enzyme en
quantité¢ importante. L’¢lastase et les collagénases sont des enzymes sécrétés dans des
conditions d’activation des cellules inflammatoires. Il a ét¢ montré in vitro que le macrophage
¢tait la cellule la plus efficace dans la dégradation de 1’¢lastine insoluble via la MMP-12
(126). Au-dela de Dactivité¢ protéasique se pose la question des circonstances de leur
apparition dans la paroi aortique. Chez I’homme, les macrophages sont la principale
population observée dans la paroi artérielle. Malgré les études approfondies impliquant la
réponse inflammatoire dans 1’anévrisme, le role des monocytes et des macrophages dans la
pathogenese de la maladie n’est pas enticrement connu (6). De plus, les contributions
distinctes des sous-populations de monocytes et de macrophages dans ’AAA sont encore
relativement inexplorées. Toutefois, il a ¢t¢ montré que la déplétion en monocytes réduit la
formation et les complications des AAA chez la souris (127). Des études expérimentales ont
mis en évidence le role important des chimiokines comme CCL2, CXCL4 ou CCL5 dans le

recrutement des monocytes dans la paroi de ’AAA (128). L’inhibition de CCR2 empéche le
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recrutement des monocytes vers le site anévrismal (129). Une étude sur le trafic monocytaire
dans ’AAA a mis en évidence que les deux sous-populations de monocytes, classiques et
non-classiques, sont mobilisées depuis la rate vers le compartiment sanguin puis vers

I’anévrisme en réponse a 1’angiotensine 11 (130).

L’utilisation de modeles de souris a mis en évidence le role crucial des macrophages
dans I’AAA (131,132). Par ailleurs, I’infiltration macrophagique est particulierement précoce
dans la paroi de 1’aorte. Les macrophages de type M1, plutdt pro-inflammatoires, sécretent
des MMPs et des cytokines inflammatoires et induisent I’apoptose de CML in vitro (133). Les
macrophages peuvent €également s’orienter vers un phénotype M2 plutdt anti-inflammatoire et
sont alors impliqués dans la réparation tissulaire. Il a été montré chez 1’animal que
I’haploinsuffisance de Notchl dans des cellules dérivées de la moelle osseuse réduit la
survenue de I’anévrisme et de I’infiltration macrophagique. Dans ce travail, les macrophages
ont un polarisation de type M2 (134). Ces résultats ont €té confirmés récemment avec un
inhibiteur pharmacologique de Notchl qui induit une polarisation macrophagique M2 et une
réduction de la progression de 1’anévrisme aortique (135). Les macrophages sont une source
importante de protéases comme la MMP-9, qui compromettent l'intégrit¢ de la paroi du
vaisseau par la dégradation de la matrice extracellulaire (107). Les souris Mmp-Z'/ et Mmp-9‘/ i
sont protégées contre la dégradation de la paroi aortique et le développement d’anévrisme
(115). Le transfert de macrophages exprimant la MMP-9 chez les animaux déficients en
MMP-9 induit des anévrismes. Cela confirme d’une part le role pathogéne de la MMP-9 et
montre d’autre part que les macrophages constituent la principale source de MMP-9. De plus,
il a été rapporté que la MMP-9 est également requise pour favoriser la migration des
macrophages sur le site inflammatoire (136). Les produits de fragmentation des fibres
¢lastiques ont une activité chimiotactique in vitro sur les macrophages et les autres cellules

inflammatoires (137).

Les lymphocytes

La paroi anévrismale contient des macrophages mais également des acteurs de la
réponse adaptative, les lymphocytes T essentiellement de type CD4" et des lymphocytes B
(138). Les lymphocytes T CD4" infiltrés dans la média et I’adventice présentent un phénotype

mémoire activé et produisent des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'TFN-y et
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I’IL-5 (139). Chez I’animal, 1’absence de lymphocytes matures s’accompagne d’une réduction
significative de la maladie anévrismale confirmant leur role pathogene (140). Un taux ¢€levé
d’IFN-y ainsi qu’une surexpression du facteur de transcription T-bet ont été retrouvés dans la
paroi anévrismale humaine suggérant une forte implication des lymphocytes de type Thl
(141). La production d’IFN-y par les cellules Thl CD4" augmente I’inflammation de la paroi
et expression des MMPs (140). Il a également été montré que I’IL-17 produite par les
lymphocytes de type Th17 favorise le développement de I’AAA chez la souris (142).

Les lymphocytes CD4 " de type Th2 sont également impliqués dans la physiopathologie
de I’anévrisme (143). Les cellules Th2 sécretent de 1’'IL-4 qui polarise les macrophages vers
un phénotype M2 et stimulent la production de MEC par les fibroblastes (144,145). Les
lymphocytes T régulateurs (Trg) sont induits par I’'Il-2 et TGF-B1. Leur fonction principale
est de contrdler les lymphocytes T autoréactifs par de nombreux mécanismes parmi lesquels
la production d’IL-10 et de TGF-B1. Chez ’animal, dans différents modeles, Ait-Oufella et
al. ont rapporté que la déficience ou la déplétion en lymphocytes T, aggrave la maladie
anévrismale. La reconstitution du pool de cellules T, prévient cette aggravation. Cependant,
le transfert de T, isolés de souris //-10 " n’a aucun effet protecteur suggérant que la
protection vasculaire est médiée par la production d’IL-10 (146). Chez ’homme, il a été
rapporté une proportion plus faible de Ty, circulants chez les patients atteints d’AAA par

rapport a des sujets indemnes de maladie vasculaire (147).

Les lymphocytes B sont retrouvés dans I’AAA au niveau de l'adventice mais leur role

dans la physiopathologie de I’AAA est peu connue (138).

Les neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles sont présents dans le thrombus endoluminal. Une
proportion plus faible infiltrant la paroi vasculaire a été identifiée. Des expériences chez la
souris ont montré que 1’induction d’une neutropénie diminue la taille des anévrismes (148).
Ce résultat a été confirmé chez des souris déficientes en L-sé€lectine, une protéine impliquée
dans 1’adhésion des neutrophiles aux tissus (149). Ces études suggerent un role pathogene des
polynucléaires neutrophiles dans le développement de 1I’AAA. Par ailleurs, d’autres
expériences ont montré que la dipeptidyl peptidase I (DPPI), une cystéine protéase importante
pour I’activation de I’¢élastase neutrophilique, de la cathepsine G et de la protéinase 3, est

nécessaire au recrutement des neutrophiles dans I’AAA (150).
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Les mastocytes

Les mastocytes sont des cellules inflammatoires impliquées dans I’hypersensibilité
immeédiate et les réactions allergiques chroniques. Ces cellules ont ét¢ trouvées dans des
anévrismes humains, principalement dans la média et l'adventice (151). Les mastocytes
sécretent de la chymase qui active les MMP-2 et -9 et d'autres enzymes dégradant la MEC,
favorisant ainsi la formation de ’AAA (152,153). Parallelement, les mastocytes peuvent
produire des cytokines pro-inflammatoires comme I'[L-6 et I’'INF-y et des chimiokines
comme MCP-1, ils jouent donc un role direct et indirect dans la formation de I’anévrisme en
entretenant ’inflammation vasculaire (154,155). De plus, la déficience génétique en

mastocytes chez la souris protége contre la formation d'AAA (156).

Les cytokines

Selon leur nature, les cellules immunitaires sécrétent des facteurs pro- et anti-
inflammatoires dans la paroi vasculaire qui influencent négativement ou positivement la
progression de ’AAA. Dans le plasma de patients atteint d’AAA, le TNF-a est retrouvé en
plus grande concentration par rapport a des sujets sans maladie anévrismale (157). Dans la
paroi, plusieurs cytokines pro-inflammatoires sont impliquées dans le développement de
I’AAA. Ainsi, les IL-1p, -6, -17 et -23 sont plus exprimées dans les tissus d’AAA par rapport
aux tissus sains chez I’homme (98). De plus, ’invalidation génétique des IL-17, -23 et de

I’IL-1 atténuent la formation des AAA (142,158).

La déficience génétique en IL-10 aggrave la maladie anévrismale suggérant un role
protecteur. Les travaux du laboratoire ont montré que 1’action protectrice des lymphocytes

Treg €st médiée par la production d’I1-10 (146).

Bien que son role soit encore 1’objet de débat, plusieurs travaux suggerent que le TGF-
protége contre la maladie anévrismale. En effet, la neutralisation systémique du TGF-
entraine une augmentation de I’incidence et la sévérité des AAA. Sur le plan histologique, la
neutralisation du TGF-B induit une augmentation de I’apoptose des CML, une fragmentation

de I’¢élastine et une augmentation de l'infiltration inflammatoire pariétale (127). Dans un
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modele d’AAA chez le rat, la surexpression locale de TGF- stabilise ’AAA préexistant
(159). De plus, la surexpression du TGF-f induite par I’administration de cyclosporine A chez
le rongeur induit une stabilisation de ’AAA en inhibant la protéolyse et en favorisant la

réparation dans la paroi vasculaire (160).

3. Les modéles animaux d’AAA

Les animaux ont permis de développer des modeles d’AAA dont certains aspects
physiopathologiques se rapprochent de la maladie humaine sans toutefois la reproduire
parfaitement. Les différents modéeles expérimentaux d’AAA développés chez le lapin, le porc,
le rat et la souris ont permis d’améliorer la compréhension de la maladie afin de trouver de
nouveaux traitements (Annexe 1 : Tableau des cibles thérapeutiques de I'AAA). La souris est
devenue I’animal de choix pour plusieurs raisons : la petite taille, le cott, la capacité¢ de
comparer des fonds génétiques bien documentés et la facilité¢ d’¢élevage permettant de croiser
des souris dont un ou plusieurs genes sont surexprimés ou invalidés. La souris
hypercholestérolémique déficiente en apolipoprotéine E (4poE” g ") développe spontanément en
vieillissant des 1ésions d’athérosclérose parfois associées a des dilatations anévrismales au

niveau de 1’aorte abdominale qui miment la pathologie humaine (161).

a) Modé¢le de perfusion d’élastase

Dées 1982, I’activité €lastase a ét€¢ mesurée dans la paroi d’AAA. Cette activité était lice
a I’évolution anévrismale puisqu’elle était significativement plus €levée par rapport aux aortes
saines. Ensuite, des travaux sur le rat ont démontré que la perfusion d’¢lastase pancréatique
dans la lumiére aortique entrainait une dilatation de I’artére formant un sac anévrismal (109).
Dans ce modéle, les auteurs ont montré une dilatation de 1’aorte de 1’ordre de 30% dés la
deuxiéme heure suivant la perfusion d’¢lastase, alors que la fragmentation de la média est
encore minime (162). L’AAA se développe et continue a croitre jusqu’au 5™ jour aprés
I’induction, bien aprés la disparition de I’activité¢ de 1’¢élastase, ce qui suggere que 1’¢lastase

perfusée n’est pas, a elle seule, responsable de la dégradation de la MEC. Ce modele de
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perfusion d’¢lastase au niveau de 1’aorte abdominale a ensuite été adapté sur d’autres

animaux, le porc, la carotide de lapin et la souris (107,163,164).

L’adaptation de ce modele chez la souris a permis de mieux comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de la dilatation de I’aorte apres perfusion
d’¢lastase (165). La perfusion d’élastase pancréatique est une technique chirurgicale qui
consiste a faire des ligatures temporaires autour de I’aorte proximale et distale puis a injecter
I’¢lastase dans la lumicre avec une pression de 100 mmHg pendant 5 minutes. Ce mod¢le
expérimental d’AAA présente néanmoins certains inconvénients, le principal étant que la
dilatation de 1’aorte ne conduit pas a sa rupture. Ensuite, I’augmentation du diametre est
rapide et induit D’infiltration de nombreux PNN dans la paroi aortique, alors que chez
I’homme, les AAA se développent sur plusieurs années et contiennent peu de PNN en dehors
du thrombus (166). De plus, I’expression des MMPs dans les parois riches en PNN est assez
¢loignée de la pathologie humaine. Malgré ces limites, la perfusion d’élastase est un modele
d’¢étude locale de dégénérescence anévrismale d’une aorte native qui permet I’étude du rdle
des protéases dans la dégénérescence anévrismale. Il est utilis¢é dans des approches

thérapeutiques pré-cliniques (167).

Ce modele est bien établi mais la perfusion d'¢lastase présente des difficultés techniques
comme l'exclusion de toutes les arteres collatérales de l'aorte par ligature, la cathétérisation
d’une aorte murine, et ensuite la fermeture de celle-ci sans induire de sténose. Ces défis

techniques ont limité la généralisation de ce modele.

b) Application d’élastase péri-aortique

Plus récemment, un autre modele expérimental d’AAA a ¢été¢ développé chez la souris
(168). Il consiste en 1’application d’¢lastase pancréatique autour de 1’adventice, c’est a dire
autour de l’aorte abdominale pendant 10 minutes. Ce modele induit la formation d'un
anévrisme présentant une dégradation des lames ¢€lastiques, une augmentation de la présence
de macrophages activés, une diminution de I’expression de la protéine alpha du muscle lisse
(a-SMA), et une augmentation de l'activit¢ des MMPs. Par ailleurs, ce modele ne surexpose
pas l'aorte a des niveaux toxiques d’¢lastase pancréatique avec destruction de la surface de
l'adventice de l'aorte ni a une dilatation mécanique induite par la pression de 100 mmHg

exercée lors de la perfusion d’¢lastase. Le modele d’application d’¢lastase péri-adventitielle
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permet une étude plus approfondie du role des MMPs dans la maladie anévrismale. Il présente
I’avantage d’étre plus facile a réaliser puisqu’il ne nécessite pas de ligatures et de
cathétérisation de 1’aorte, qui est une étape critique de la perfusion d’élastase pancréatique
(figure 8). Les anévrismes fusiformes développés par l'application d’élastase péri-aortique ont

des similitudes avec les anévrismes humains méme s’ils ne se compliquent jamais de rupture.

Figure 8 : Photos de la technique d’application d’élastase péri-aortique

¢) Application de CaCl, péri-aortique

Le modele d’AAA par application péri-aortique de chlorure de calcium (CaCl,) a été
initialement développé puis appliqué a la souris en 2001 (169,170). La technique est similaire
au modgele élastase et consiste en I’application de CaCl, pendant 15 min sur la paroi externe
de I’aorte abdominale depuis ’artére rénale jusqu’a la bifurcation iliaque. Ce modéle conduit
a des dilatations de l’aorte de plus de 50% aprés 5 a 10 semaines (171). L’examen
histologique montre des calcifications, une dislocation et une fragmentation des fibres
¢lastiques de la paroi ainsi qu’un infiltrat inflammatoire. Les inconvénients de ce modele se
rapprochent de celui de 1’élastase a I’exception de la progression plus lente de la maladie dans

le modéle utilisant du CaCl,.
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d) Les souris hypercholestérolémiques

L’apolipoprotéine E (ApoE) est le ligand d’un récepteur hépatique permettant
I’hydrolyse des lipoprotéines de trés basse densité (VLDL). Ainsi, la souris ApoE”" présente
des taux plasmatiques de VLDL et de triglycérides supérieurs a ceux de la souris C57BL/6
sauvage et un taux de cholestérol HDL inférieur (172). Sous régime normal, la souris ApoE” o
développe des stries lipidiques comportant des cellules spumeuses deés 6 a 10 semaines d’age.
Les souris LDLr"", déficientes en récepteurs des lipoprotéines de faible densité, représentent
un mod¢ele d’hypercholestérolémie familiale. Sous régime normal, les souris LDLF" ont un
profil lipidique similaire a la souris sauvage C57BL/6 et ne développent pas de Iésions
d’athérosclérose. En revanche, sous un régime riche en matiéres grasses, le cholestérol
plasmique des souris LDLF" est multiplié par quatre et elles développent des plaques
d’athérosclérose (173). Les souris hypercholestérolémiques ApoE” " et LDLr" développent en
vieillissant des 1ésions d’athérosclérose parfois associées a des dilatations anévrismales au

niveau de 1’aorte abdominale qui miment la pathologie humaine.

e) Infusion d’angiotensine 11

L'angiotensinogeéne est synthétisé par le foie et clivé par la rénine en angiotensine I,
inactive. Celle-ci est ensuite transformée en angiotensine II (Ang II) par l'enzyme de
conversion de l'angiotensine sécrétée au niveau pulmonaire (figure 9). L’ Ang II, peptide clé
du systéme rénine-angiotensine-aldostérone, joue un role fondamental dans la régulation de la
pression artérielle (174). L’Ang II agit en se fixant sur les récepteurs transmembranaires
ATIR et AT2R qui ont des roles antagonistes. L’AT2R est responsable de la vasodilatation,
I’inhibition de la croissance cellulaire et I’apoptose. L’ATIR favorise I’augmentation de la
pression artérielle par différents mécanismes: la vasoconstriction des artérioles,
I’hypertrophie et I’hyperplasie vasculaire, la rétention d’eau en stimulant la sécrétion de la
vasopressine et la sensation de soif. L aldostérone synthétisée par le rein en réponse a 1I’Ang 11

joue également un role crucial dans le maintien de la volémie et la pression artérielle.
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Figure 9 : Schéma du systeme rénine - angiotensine - aldostérone

Weber KT, New England Journal of Medicine 2001 (174)

L’infusion d’Ang Il chez les souris ApoE” ou LDLr" est un modéle d’AAA
fréquemment utilisé car il associe des facteurs de risque de maladie anévrismale identifiés
chez I’homme, 1’hypertension artérielle et I’hypercholestérolémie (20,175,176). La technique
consiste en I’infusion continue d’Ang II a 1ug/min/kg pendant 28 jours. Dans ce modéle, le
développement de ’AAA peut conduire a sa rupture qui survient entre J3 et J8. La rupture
survient a la suite d’une dissection de la média au niveau supra-rénal et entraine la mort dans
52 10% des cas (177). L’incidence d’AAA est plus fréquente chez les males, elle est estimée
a 70-80% a J28. Aucune différence n’a été notée entre les modéles ApoE” ou LDLr" tant sur
I’incidence que sur la sévérité de la maladie anévrismale (161). Ces modéles d’AAA induit
par l’infusion d’Ang II chez les souris hypercholestérolémiques sont caractérisés par la
présence, inconstante, d’un thrombus. Cependant, chez ’homme I’AAA se développe au
niveau sous-rénal et le thrombus est endoluminal alors que dans ce modele murin I’anévrisme
est localisé au niveau supra-rénal et le thrombus est situé entre la média et I’adventice dans un

tableau associant dissection et anévrisme.
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I a également ét¢é montré que Dinfusion d’Ang II chez la souris C57BL/6
normocholestérolémique induit trés rarement des AAA (106). L’ajout d’un régime riche en

matieres grasses augmente 1’incidence des AAA au bout de plusieurs mois (24).

f) Infusion d’angiotensine II et neutralisation du TGF-

Le role du TGF-B dans la pathologie anévrismale fait actuellement 1’objet d’un débat.
Dans les pathologies anévrismales syndromiques comme la maladie de Marfan une
augmentation de I’activit¢ TGF- a été¢ mise en évidence chez I’animal et chez I’homme sans
toutefois qu’un lien causal soit ¢tabli (178-180). A contrario, des travaux
physiopathologiques suggerent plutot un role protecteur du TGF-B. Chez [’animal,
I’invalidation de la signalisation du TGF-f spécifiquement dans les CML induit une
pathologie aortique chez la souris (181). Notre équipe a montré que la neutralisation
systémique de I’activité du TGF-B par injection répétée d’anticorps anti-TGF-3 augmente de
facon majeure I’incidence et la sévérité des AAA chez des souris C57BL/6 sous Ang II (127).
De plus, dans ce modele la mortalité par rupture atteint 80% a J28. Sur le plan mécanistique,
la neutralisation de I’activité¢ du TGF-B induit une augmentation de 1’apoptose des CML, une
augmentation de Dinfiltration inflammatoire dans la paroi aortique et une dégradation

accélérée de la matrice extracellulaire, en partie liée a ’activité de la MMP-12.

Ces derniers résultats constituent des arguments solides en faveur d’un role protecteur

du TGF-p dans la maladie anévrismale (182).
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IV. Thérapie cellulaire

1. Historique

Les premieres expériences de thérapie cellulaire utilisant des cellules totales de moelle
osseuse ont été réalisées au début des années 1950 chez la souris, puis en 1957 chez ’homme
(183). Désormais, [Dactivit¢ de thérapie cellulaire utilisant des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) fait partie intégrante de l'arsenal thérapeutique utilisé chez les
patients atteints de pathologies onco-hématologiques malignes en rechute ou réfractaires aux
traitements conventionnels (184). Les sources de CSH utilisées sont la moelle osseuse, le sang
placentaire et le sang périphérique aprés la mobilisation périphérique des CSH avec des
facteurs de croissance comme le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor). La grefte
de CSH est effectuée sur des patients présentant une affection maligne du tissu
hématopoiétique traités par chimiothérapie ou radiothérapie éradicatrice. Ainsi, aprés le
traitement my¢loablatif détruisant la moelle osseuse, la greffe de CSH vise a reconstituer le
systtme hématopoiétique. Dans le cas d’une greffe allogénique, les cellules du donneur
présentent des disparités HLA (human leukocyte antigen) avec celles du receveur. Ce type de
greffe vise a ¢liminer les cellules malignes, cet effet est appelé GvL « Graft versus
Leukaemia », mais il est également associ¢ a une réponse de type GvH « Graft versus Host »

(185).

Plus récemment, la thérapie cellulaire s’est développée dans d’autres pathologies

chroniques non malignes.

2. Les cellules souches et thérapies innovantes

Les cellules souches sont des cellules capables de s’auto-renouveler et de se différencier
en plusieurs types cellulaires. En fonction de leur capacité de différenciation, on distingue les
cellules souches totipotentes, pluripotentes et multipotentes (figure 10). Les cellules souches
embryonnaires sont totipotentes jusqu’au stade 8 cellules, elles sont capables de produire tous

les types cellulaires y compris les trois feuillets embryonnaires. Au cours du développement
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embryonnaire, les cellules souches deviennent pluripotentes, c’est a dire qu’elles peuvent se
différencier en plusieurs types cellulaires mais ne peuvent pas engendrer un étre humain en
entier. A la fin du développement feetal et jusqu’a I’age adulte, I’homme dispose d’un stock
de cellules souches multipotentes qui contrdlent la production continue de plusieurs types de
cellules différenciées. Ces cellules souches ont des facultés régénératives nécessaires au
renouvellement cellulaire des tissus tels que I'épiderme, la gencive, le sang, la muqueuse
gastro-intestinale, etc. Elles jouent €galement un rdle crucial dans la réponse a une 1ésion
tissulaire, au cours de laquelle elles deviennent activement engagées dans des processus de
réparation. Il existe également une catégorie de cellules souches dites unipotentes qui sont

douées d’auto-renouvellement mais sont déja engagées dans une voie unique de

différenciation.
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Figure 10 : Evolution du potentiel de différenciation des cellules souches au cours de la vie

Source INSERM

Les cellules souches ont la propriét¢ de se multiplier et de se différencier pour
remplacer les cellules d’un tissu 1ésé. Cependant leur capacité de réparation naturelle n’est

parfois pas suffisante et entraine un remodelage pathologique du tissu originel. Le principe de
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la thérapie cellulaire est donc d’utiliser les propriétés réparatrices des cellules souches pour
restaurer la fonction initiale de I’organe endommagé. Ainsi, plusieurs types de cellules
souches ont été identifiées comme ayant un potentiel régénérateur dans le traitement de

différentes pathologies.

a) Les cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires (CSE) ont été isolées et mises en culture au début
des années 1980 chez la souris et a la fin des années 1990 chez ’homme (186,187). Elles ont
un fort potentiel réparateur et peuvent se différencier in vitro vers tous les types cellulaires.
L’utilisation de CSE en thérapie cellulaire a déja donné lieu a plusieurs essais cliniques. Cette
approche consiste a obtenir des cellules spécialisées saines et fonctionnelles a partir de CSE,
puis a les injecter a un patient pour régénérer un organe ou restaurer sa fonction. Par exemple,
des CSE humaines différenciées en €pithélium pigmentaire rétinien ont été transplantées chez
des patients atteints de dystrophie maculaire de Stargardt ou de dégénérescence maculaire li¢e
a I’age (188). Dans le domaine de la cardiologie, 1’équipe du Pr. Ménasché a greffé des
cellules cardiaques dérivées de CSE chez une patiente atteinte d’insuffisance cardiaque sévere
(189). Plusieurs autres projets de thérapie cellulaire utilisant les CSE sont en cours de
développement. Cependant, la greffe de cellules dérivées de CSE présente des limitations.
Outre le caractere allogénique des CSE qui peut entrainer le rejet des cellules greffées, 1’effet
indésirable majeur est le risque de tumorigenese li¢ aux mutations induites par I’amplification
des CSE pour obtenir la lignée puis la différenciation cellulaire (190,191). De plus, le
prélevement de CSE pose des problemes d’ordre éthique puisqu’il nécessite la destruction

d’un embryon humain viable.

b) Les cellules souches pluripotentes induites

La reprogrammation de cellules différenciées en cellules souches pluripotentes induites
(1IPSC) consiste en la réactivation génétique des signaux d’immaturité et de prolifération
caractéristiques d’une cellule pluripotente. La méthode de reprogrammation standard est celle

développée par Shinya Yamanaka en 2006, elle consiste en I’introduction des quatre genes
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surexprimés dans les cellules souches embryonnaires : Oct3/4, Sox2, c-Myc, et K1f4 (192). La
réactivation de la pluripotence des iPSC éteint les genes de différenciation exprimeés par les
cellules naives, souvent des fibroblastes. Depuis sa description, la méthode a évolu¢ et ne
nécessite plus de vecteurs viraux intégratifs mais des plasmides ou des virus de Sendai. Ces
derniers étant transitoirement exprimés dans la cellule, ils n’entrainent pas de risque de
mutation et d’expression prolongée des genes car ils sont éliminés au fur et a mesure des
divisions (193). L’intérét des iPSC par rapport aux CSE est la possibilité d’utiliser des
cellules autologues limitant les problémes de rejet et d’utilisation d’immunosuppresseurs.
Plusieurs essais précliniques sont en cours de développement. Cependant, I’utilisation de
cellules dérivées d’iPSC en thérapie cellulaire présente des limites qui sont, d’une part le
risque de formation de tératome par la présence d’une fraction résiduelle de cellules non
différenci¢es et d’autre part la présence d’anomalies génétiques et €pigénétiques dans les

cellules apres la différenciation (194).

c) Les cellules souches mésenchymateuses

Apres la naissance, des cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont présentes dans
plusieurs tissus comme la moelle osseuse, le tissu adipeux, le sang de cordon, le périoste et le
foie feetal. Elles sont issues du mésoderme et possedent une activité d'auto-renouvellement et
de différenciation qui est controlée par le microenvironnement avoisinant. Le terme de CSM
désigne des cellules souches adultes ayant un potentiel de différenciation en divers types
cellulaires comme les ostéoblastes, les chondrocytes et les adipocytes principalement (195).
Ces cellules ont été caractérisées par leur capacit¢ a adhérer au plastique avec une
morphologie de fibroblaste, leur faculté a proliférer et leur expansion clonale aboutissant a
une « unité formant colonie » de fibroblastes (CFU-F). Actuellement, les CSM issues de la
moelle osseuse sont les cellules souches multipotentes les mieux caractérisées (196). Les
CSM ne présentent pas de marqueurs spécifiques a leur surface, cependant, elles expriment
les marqueurs CD73, CD90 et CD105 mais n’expriment pas les CD34, CD45, CD14, CD79a
et HLA-DR (197).

Les CSM ont des propriétés anti-inflammatoires par la sécrétion de facteurs solubles
comme le TGF-B, la prostaglandine E2 (PGE2) ou I’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) mais

¢galement par le biais de contact direct avec les cellules environnantes (figure 11). Elles
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inhibent la prolifération des lymphocytes T, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et
régulent 1'équilibre Th1/Th2 ainsi que les fonctions des lymphocytes Tieg (198,199). Les CSM
favorisent la survie des lymphocytes B mais peuvent également inhiber leur prolifération et la
sécrétion d'anticorps (200). Les CSM inhibent la maturation, l'activation et la présentation

antigénique des cellules dendritiques (201). Elles empéchent €galement 1’activation des
cellules NK (202).
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Figure 11 : Effets des CSM sur les cellules immunitaires

Gao F. et al., Cell Death and Disease 2016 (203)

De nombreuses approches thérapeutiques utilisant les CSM sont en cours de
développement sur des maladies inflammatoires tel que 1’asthme, la tendinite, ’AAA,
I’infarctus, les lésions traumatiques de la moelle €piniere ou encore 1’accident vasculaire
cérébral (204,205). La caractérisation progressive du potentiel des CSM a conduit a leur
utilisation dans des essais cliniques dans le traitement de maladies telles que la GvH, la
transplantation d'organes, le diabete, la sclérose en plaques et la maladie de Crohn (203). Des
informations concernant les essais cliniques utilisant les CSM sont détaillées dans 1’annexe 2.

A ce jour, plus de 300 études explorant les effets thérapeutiques des cellules souches
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mésenchymateuses ont été enregistrées sur la base de données des essais cliniques (206). Les
CSM présentent I’intérét de pouvoir étre utilisées de manicre autologue afin d’éviter les rejets
de greffe mais leur effet immunosuppresseur permet aussi des traitements allogéniques. Les
principales sources de CSM utilisées chez I’homme sont dérivées de moelle osseuse, de sang

de cordon et dans une moindre mesure de tissu adipeux.

d) Le potentiel thérapeutique des fibroblastes gingivaux

Les fibroblastes

Les fibroblastes sont connus depuis longtemps mais restent mal caractérisés. Ces
cellules sont présentes dans la plupart des tissus et sont les plus abondantes des tissus
conjonctifs. Les fibroblastes régulent le développement, I'organogenése, 1'homéostasie et la
réparation des tissus. Ce sont des cellules clés, autant dans des situations physiologiques que
pathologiques. Les fibroblastes jouent un rdle majeur dans la cicatrisation tissulaire,
lI'inflammation, la fibrose et le cancer (207). Une des fonctions principales des fibroblastes est
la sécrétion de MEC comme les fibres de collagene, d’¢lastine ainsi que des glycoprotéines.
Les fibroblastes participent au remodelage de la MEC, assurant I’intégrité structurelle des
tissus et créant un microenvironnement nécessaire a la survie des cellules avoisinantes telles
que les cellules vasculaires, inflammatoires, épithéliales et des cellules souches spécifiques de
tissus (208). Les fibroblastes interagissent avec les cellules du microenvironnement en
sécrétant ou en libérant de la MEC, des facteurs de croissance et des cytokines, ils
interagissent par contact avec des cellules du microenvironnement et créent des réseaux de

communication cellulaire complexes.

Les fibroblastes sont un groupe hétérogene de cellules ayant des propriétés et des
fonctions distinctes (209). En effet, que ce soit dans les tissus ou en culture, il existe différents
types de cellules « fibroblaste-like » comme les myofibroblastes, les fibrocytes, les péricytes
et les cellules souches mésenchymateuses. De plus, les fibroblastes peuvent subir des
changements liés au vieillissement ou a une agression. Leur phénotype est modulé par des

facteurs génétiques et environnementaux (210).
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Les fibroblastes gingivaux

La plupart des cellules de la muqueuse buccale et des tissus autour des dents
proviennent de la créte neurale cranienne (211). En revanche, les cellules des autres tissus
comme la peau du tronc, ’appareil circulatoire musculaire, squelettique et les cellules
sanguines dérivent du mésoderme. Les fibroblastes présents dans le tissu conjonctif de la
muqueuse buccale ont un profil d'expression génique distinct des fibroblastes dermiques (212)
(213). 11 est probable que 1'origine embryonnaire puisse expliquer une partie des différences
phénotypiques et fonctionnelles entre les fibroblastes dermiques et ceux de la gencive, comme
la vitesse de réparation et de guérison. La réponse des fibroblastes gingivaux (FG) aux
blessures de la muqueuse buccale est différente et n’entraine pas la formation de cicatrice
(214). Des blessures expérimentales, réalisées au niveau de la muqueuse gingivale ou
masticatoire kératinisée du palais, ont abouti a des cicatrices cliniques et histologiques
significativement réduites par rapport aux blessures cutanées similaires, ces derniéres ayant
entrainé la formation de cicatrices hypertrophiques. De plus, la vitesse de réparation est plus
rapide au niveau de la muqueuse buccale (215,216). Ces propriétés de cicatrisation de la
gencive sont attribuées aux FG et montrent leur fort potentiel dans des applications

thérapeutiques régénératrices (Tableau 3).

Fibroblastes Gingivaux Fibroblastes Dermiques
Originaires de la crétre neurale Originaires du mésoderme
Profil d'expression différent des genes HOX pendant I'embryogénese
Synthese qualitative et quantitative différente des molécules de la MEC
Expression différente des intégrines
Interactions différentes avec la MEC
Production de médiateurs et réponse inflammatoire différentes

Rapide Remodelage du réseau de fibrine Lent

Rapide Invasion dans une matrice de collagene Lente

Rapide Réparation du tissu lésé Lente
Non Cicatrice Oui

Tableau 3 : Comparaison des fibroblastes gingivaux et des fibroblastes dermiques

Adapté de Fournier B. et al., Stem Cells and Development 2013 (217)

Les FG ont des fonctions liées a la spécificité de la cavité buccale. La gencive sépare
I’interface entre les dents et la muqueuse buccale. Elle participe activement a la réponse et a

la tolérance immunitaire. Le renouvellement cellulaire y est trés rapide (218). La composition
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de la MEC de la gencive et le phénotype des FG ressemblant a des cellules de peau fcetales

apportent un avantage fonctionnel important dans la cicatrisation des plaies (219,220).

Phénotype

Les cellules du tissu conjonctif gingival ont la méme origine embryonnaire, elles
expriment des marqueurs de la créte neurale comme la nestine, la tubiline BIII et la protéine
acide fibrillaire gliale (GFAP) in vitro (221). Une étude chez la souris a mis en évidence que
la majorité des cellules de la gencive dérivent de la créte neurale mais qu’une faible
proportion de celles-ci dérivent du mésoderme (222). Ainsi, lorsque la gencive est mise en
culture a partir d’une biopsie, 90% des cellules adhérentes sont positives pour le gene
rapporteur de la créte neurale Wntl.

Les FG expriment un large panel de marqueurs de différentiation comme le CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105 et la vimentine (Tableau 4). A I'inverse, ils n’expriment pas le
CD34, CD200 et le HLA-DR. Les fibroblastes et les CSM sont présents dans la plupart des
tissus, y compris dans la gencive. Ces deux types cellulaires ont une morphologie similaire et
partagent certaines caractéristiques. Les interactions entre les FG et les CSM de la muqueuse
buccales restent indéterminées. Par ailleurs, il a été suggéré que les cultures ex vivo des CSM
et des fibroblastes ne peuvent pas étre distinguées par leur morphologie, leurs marqueurs de
surface et leur potentiel de différenciation (223). Cependant, les FG présentent quelques
différences phénotypiques avec les CSM, notamment une plus faible expression du CD146 et

de 'a-SMA (217).
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Cellules
FG souches MSC
gingivales
CD29 + + +
CD34 - - -
CD44 + + +
CD73 + + +
CD90 + + +
CD105 + + +
CD146 Low Low High
CD138 Variable | Variable | Variable
CD200 - - Low
CD271 Variable - +
HLA-DR - - -
STRO-1 Low + +
a-SMA Variable - +
Vimentine High + +
Phosphatase alkaline + - +

Tableau 4 : Comparaison phénotypique des FG, des cellules souches gingivales et des CSM
Adapté de Fournier B. et al., Stem Cells and Development 2013 (217)

Capacité de différenciation

Les FG sont une source de cellules souches multipotentes Ils présentent une capacité de
différenciation vers trois grandes lignées mésenchymateuse : ostéoblaste, chondrocyte et
adipocyte (224). 11 a également €ét€¢ montré que les FG peuvent se différencier in vitro vers des
lignées non mésenchymateuses avec un phénotype neurone-like exprimant la tubuline-$3
(225). Les CSM et les FG humains peuvent €tre isolés a l'aide des mémes protocoles et leurs
besoins nutritifs in vitro sont identiques. Par ailleurs, la culture de FG contient une faible
proportion de CSM, surtout aux passages précoces de la culture primaire. Cependant, il n’a

pas encore ¢té démontré que la capacité de différenciation des FG soit influencée par les
CSM.
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Remodelage de la matrice extracellulaire

Les FG participent activement au renouvellement de la MEC de la gencive. Le
collagene subit un renouvellement trés rapide dans le tissu gingival et les FG sont
responsables de la synthese de collagéne de type I, Il et V (226). L ¢lastine est abondamment
exprimée par les FG et s'accumule seule ou au niveau des vaisseaux sanguins de la gencive
(227,228). De plus, la plupart des composants microfibrillaires nécessaires a I’assemblage du
réseau ¢lastique comme la fibuline-5 et les fibrilline-1 et -2 sont produites par les FG
(229,230). Alors que les fibres élastiques de la peau présentent des altérations liées au
vieillissement, celles de la gencive restent relativement stable (231). Des mesures d'¢lasticité
a partir de tissus de porcs indiquent que 1’¢lasticité de la gencive est plus élevée que celle de
la peau avec une résistance d'environ 20 kPa et 8kPa respectivement (232). Par ailleurs, ces
cellules sont sensibles aux contraintes mécaniques de la MEC via les récepteurs aux
intégrines qui modulent le profil d’expression génique et orientent la différenciation des FG
(233). Ils produisent diverses molécules de la MEC comme les protéoglycanes, les
glycosaminoglycanes et la Ténascine C. Les FG sécrétent également des facteurs de
croissance différents des fibroblastes dermiques, mais 1'abondance de ces molécules dans la

gencive n’est pas connue (234).

Lorsque la gencive subit une agression, les FG sont activés et migrent vers le site 1ésé
en synthétisant de nouveaux composant matriciels. La cicatrisation de la plaie gingivale est
rapide et associée a une réponse inflammatoire peu importante par rapport a une blessure de la
peau (215,235). Pendant cette phase, un tissu de granulation se forme, la fibronectine est
dégradée puis remplacée par du collagéne de type III. Les FG proliferent pendant la
cicatrisation, puis, sous l’influence de cytokines comme le TGF-B1, se différencient en
myofibroblastes exprimant 1’a-SMA. Cette phase de remodelage peut durer plusieurs
semaines selon la taille de la plaie. Par ailleurs, dans la muqueuse buccale 1ésée, le niveau de
TGF-B3 ayant une activité¢ anti-fibrosante est ¢levé par rapport au TGF-B1 pro-fibrosant
(236,237). Durant la phase de cicatrisation, le collagene de type III est progressivement
remplacé par le type 1, la digestion du collagene existant et la synthése de nouvelles fibres est
réalisée par les FG. Pendant cette phase, la balance des MMPs et des TIMPs joue un role
crucial, les FG synthétisent les TIMP-1 et -2 qui inhibent D’activit¢ des MMP-1 -8 et -9

synthétisées par les cellules inflammatoires principalement. Par ailleurs, les FG expriment
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¢galement les MMP-1 -2 et -13 (238,239). L’activit¢ spécifique des FG dans la gencive

permet une réparation rapide du tissu sans cicatrice ni fibrose apres une blessure (217).

Propriétés immunomodulatrices des FG

Dans la cavit¢ buccale, la gencive protege les tissus sous-jacents contre I’effet
d’accumulation constante de biofilm microbien a l'interface entre la gencive et les dents. Les
FG sont la premicre ligne de défense contre ce biofilm, ils interagissent avec les
microorganismes, les molécules d'origine microbienne et les cellules immunitaires. Les FG
communiquent directement avec les cellules immunitaires en établissant des contacts
cellule-cellule, ou indirectement par la sécrétion de facteurs solubles (240,241). Comme les
CSM, les FG ont des propriétés immunosuppressives qui contribuent a 1’efficacit¢ de la
régénération de la gencive (242). Lorsque des FG sont injectés dans la circulation, ils
préviennent le rejet de greffe de peau allogénique, I'hypersensibilité de contact, la colite

expérimentale, et 1'arthrite chez la souris (243).

Les FG peuvent induire l'apoptose des lymphocytes T activés (222), inhiber la
prolifération des lymphocytes T effecteurs et inversement induire I’expansion des
lymphocytes T régulateurs (244). Ils peuvent également bloquer D’activation des
monocytes/macrophages, des cellules dendritiques et des mastocytes (245,246). Les FG
peuvent orienter le phénotype des macrophages M1 pro-inflammatoires vers un phénotype
M2 anti-inflammatoire réparateur (247). Ces fonctions immuno-modulatrices peuvent étre
attribuées, entre autres, a la libération de facteurs solubles comme, I’IL-10, la PGE2 ou
I’induction d’enzyme comme IDO (figure 12). Les lymphocytes T, en produisant de I’IFN-y,
peuvent a leur tour induire I’expression du HLA de classe II et d’IDO par les FG (244).

56



Thérapie cellulaire

( Basophil / Mast cell
S o
Tlymphocyte  (“)Tcells

proliferati
VLA4 ‘ofo,
M
CD44

TGF-B1

PGE2 Bradykinin Histamine

H1R

IFN-y

________

v
[VCAM-

IL-6 s Cell-cell contact

VEGF

1%

Osteoclast
e===f] |nhibition

=2 Induction

Monocyte / Macrophage

Dendritic cell

Figure 12 : Immunomodulation induite par les fibroblastes gingivaux

Hakkinen L. et al., Cytotherapy 2014 (225)

Utilisation des FG a des fins thérapeutiques

Bien que les thérapies utilisant des cellules souches soient, pour la plupart, encore au
stade expérimental ou en phase clinique I/II, les fibroblastes dermiques sont utilisés en
pratique clinique depuis des décennies dans diverses pathologies comme la greffe cutanée
pour les grands brilés et la chirurgie reconstructrice faciale (248,249). Concernant ces
traitements, il €t¢ montré chez le porc que le transfert allogénique de fibroblastes dermiques
entrainait de moins bons résultats en terme d’infiltration inflammatoire et de cicatrisation que
la greffe autologue (250). Ainsi, Dlintérét des banques de fibroblastes dermiques
cryoconservés est limité méme si les cellules gardent leur capacité de re-épithélialisation

apres la décongélation (251). D’une maniere générale, les problémes rencontrés par la grefte
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de fibroblastes dermiques sont leur faible intégration au tissu, la formation de cicatrices et le

manque de régénération de I’architecture et de fonction de la peau (252).

En raison de leurs propriétés trés intéressantes, les FG pourraient étre préférés aux
fibroblastes dermiques pour des applications thérapeutiques nécessitant la régénération du
tissu conjonctif et des muqueuses épithéliales. Ainsi, les FG pourraient améliorer la réparation
du derme et réduire la formation de cicatrices apres un traumatisme, ces deux aspects sont les
problémes cliniques majeurs des thérapies régénératives cutanées (253). Les études qui
utilisent des FG sont en majorité au stade préclinique mais elles présentent d¢ja des avantages
comparées a la greffe de fibroblastes dermiques ou la greffe de CSM. Une approche de
thérapie cellulaire dans la cavité buccale utilisant des FG cultivés puis réinjectés dans la
gencive a montré, trois mois apres la greffe, une augmentation du tissu gingival. L’analyse
histologique a révélé un tissu entierement kératinis€ sur tous les sites traités (254). Des
transferts hétérotopiques de FG ont également ¢té réalisés dans des applications extra-orales
chez ’homme. Un traitement autologue au niveau de cordes vocales 1ésées a €té réalisé chez 5
patients. La greffe entrainait une amélioration de la qualité tissulaire et des ondes vocales
apres 12 mois sans aucun effet indésirable (255). L’efficacité des FG a ¢été testée in vitro dans
la régénération de la trachée (256). Ainsi, la co-culture de FG avec des cellules épithéliales de
la trachée a induit une différenciation épithéliale organisée sous forme d’une couche stratifi¢e
proche de la structure anatomique alors que la co-culture avec des CSM entraine une

prolifération importante et la formation d’un épithélium de plusieurs couches.

Plus récemment, une étude a comparé 1’efficacité de réparation des CSM et des FG sur
des souris briilées par irradiation. Les résultats ont révélé le développement précoce d’un
épiderme é€pais entierement régénéré avec apparition de follicules pileux chez les souris
traitées avec les FG, bien plus tot que chez les souris traitées avec des CSM (257). La
réparation tissulaire était accélérée dans le groupe trait¢ avec les FG. Les analyses plus
approfondies ont montré que le traitement par FG était associ¢ a une meilleure architecture
collagenique, une moindre production de MMPs, et une sécrétion plus importante de facteurs
de croissance (VEGF, ’EGF et le FGF7) par rapport au groupe recevant des CSM. La
réponse inflammatoire locale induite par ’irradiation était modulée par les deux approches de
thérapie cellulaire avec une diminution de [’infiltration inflammatoire cutanée et une
polarisation macrophagique vers un phénotype M2. Cependant il n’existait pas de différence

entre 1’utilisation de FG et de CSM.
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L’ensemble des résultats suggere que les FG sont une source prometteuse de cellules
souches pour la thérapie cellulaire. Sur le plan pratique, le prélévement de gencive est moins
invasif que celui des CSM dérivées de moelle osseuse ou de tissu adipeux, de plus, I’isolation

et la prolifération des FG sont plus simples et rapides (258).
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3. Thérapie cellulaire de ’anévrisme de I’aorte abdominale

La physiopathologie de I’AAA est complexe et integre un déséquilibre entre la synthese
et la dégradation de la MEC, en particulier du collagéne et de 1’¢lastine ainsi qu’une
composante inflammatoire locale. Plusieurs agents pharmacologiques ayant des fonctions
anti-inflammatoires comme les statines ou une activité inhibitrice des métalloprotéases
matricielles comme la Doxycycline ont été testés. Chez ’animal, la Doxycycline réduit
I’activité des MMPs et la sévérité de la maladie anévrismale (120,259). Malheureusement,
chez I’homme les résultats positifs n’ont pas €té confirmés (260). De la méme maniere, un
traitement prolongé par statines n’a pas montré de bénéfice en terme de progression
anévrismale chez ’homme (261,262). De plus, ’administration de traitements systémiques

expose les patients a des effets secondaires potentiels.

Une approche plus récente est basée sur une action vasculaire locale en utilisant les
propriétés régénératives des cellules multipotentes. Plusieurs types de cellules ont été testés a

visée thérapeutique dans différents modeles animaux d’AAA.

a) Les cellules musculaires lisses

Dans la paroi anévrismale, les observations anatomopathologiques ont montré une
augmentation de I’apoptose des CML dont le nombre est diminué (109,263). La raréfaction
des CML dans la média participe probablement a la dilatation anévrismale dans la mesure ou
ces cellules synthétisent des ¢éléments de soutien de la matrice extracellulaire comme le

collagene de type I (264,265).

Allaire ef al. se sont intéressés au role des CML dans la physiopathologie de ’AAA en
utilisant un mod¢le de xénogreffe d’aorte de cochon d’inde décellularisé chez le rat (266). Les
auteurs ont montré que ’ensemencement direct par voie endoluminale de 10.10° CML
vasculaires syngéniques prévenait la formation d’AAA, la dégradation de 1’¢lastine et
I’infiltration macrophagique (100). Ils ont aussi mis en évidence que malgré une localisation
intimale des CML vasculaires, elles exercaient un effet paracrine protecteur au niveau

adventitiel en inversant la balance MMP/TIMP vers un profil anti-protéolytique. Dans ce
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modele, la stabilisation de I’anévrisme était associée a une augmentation de I’expression du

TGF-B1 dans I’intima, mais pas du TGF-B2 et TGF-3 (267).

Ces résultats indiquent que 1’administration endovasculaire de CML protége contre la
progression de ’AAA par la sécrétion de TGF-B1 dans la paroi. Cependant, la susceptibilité
des CML a I’apoptose dans le contexte de I’AAA et la difficulté d’obtention d’un nombre
suffisant de cellules a partir d’une biopsie humaine limitent 1’application de cette approche de

thérapie cellulaire.

b) Les cellules souches mésenchymateuses

Implantation de « feuillets cellulaires »

Plusieurs études utilisant des CSM pour traiter ’AAA chez 1’animal ont ¢été réalisées
avec différentes modalités techniques. Tout d’abord, Hashizume et al. ont utilis¢ le modé¢le
d’AAA induit par I’Ang II chez la souris ApoE" o pendant 28 jours. Les CSM dérivées de
moelle osseuse €taient implantées a JO autour de I’aorte abdominale apres laparotomie. Les
cellules étaient préparées avec des boites de culture a surface Upcell® permettant de décoller
les cellules sans traitement enzymatique et de les récolter sous forme de « feuillets
cellulaires » (268). Apres 4 semaines d’infusion d’Ang II, le diametre de 1’aorte abdominale
des souris traitées avec les CSM était significativement plus petit que celui des souris non
traitées. Par ailleurs, 1’activité des MMP-2 et -9 était plus faible chez les souris traitées, alors
que I’expression de TIMP-1 était augmentée. Les cytokines pro-inflammatoires 1L-6, MCP-1
et TNF-a analysées étaient aussi plus faibles dans le groupe ayant recu les CSM. De plus, la
dégradation de I’¢lastine était diminuée. Les résultats de cette étude suggerent que le transfert
de «feuillets cellulaires » de CSM dérivées de moelle osseuse inhibe la réaction

inflammatoire induite par I’Ang I1.
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Implantation péri-adventitielle d’une prothése

Le modéele de perfusion d’élastase chez la souris a ¢galement été utilisé dans une
stratégie de thérapie cellulaire utilisant des CSM dérivées de tissu adipeux. La méthode
d’implantation des cellules consistait en la mise en place d’une prothése spongieuse Ivalon®
autour de Daorte reliée a un cathéter sous cutané (167). Aprés 5 jours, 10° CSM étaient
injectées par le cathéter et délivrées dans la prothése Ivalon® au niveau péri-adventitiel. 14
jours apres la perfusion d’élastase, le diametre des AAA était réduit chez les souris traitées
avec les CSM par rapport aux animaux ayant regu une solution saline. L’analyse histologique
a montré une diminution de I’infiltration monocytaire et une préservation des fibres €lastiques
dans les aortes des souris traitées. Dans cette étude, les auteurs n’ont pas montré la présence

des cellules greffées, par ailleurs, I’injection de 10° cellules parait relativement faible

comparée aux ¢tudes décrites précédemment.

Administration par voie intravasculaire

Pour traiter ’AAA de maniere moins invasive, cette méme €quipe a transtéré des CSM
dérivées de moelle par des injections intraveineuses répétées dans le modele d’AAA induit
par I’Ang II chez la souris ApoE o (269). Les souris recevaient 10° CSM par semaine a partir
de I’'implantation des pompes osmotiques délivrant I’Ang II. Apres 28 jours, I’incidence et la
taille des AAA étaient réduites chez les souris injectées avec des CSM par rapport au groupe
contrdle ayant regu une solution saline. L’infiltration macrophagique et I’activité des MMP-2
et -9 étaient diminuées dans le groupe traité, cependant la quantité de TIMP-1 dans la paroi
¢tait identique entre les deux groupes. Trés peu de cellules injectées ont été retrouvées dans la

paroi vasculaire suggérant plutot un effet anti-inflammatoire systémique.

Une équipe a testé I’efficacité des CSM dérivées de moelle osseuse selon le sexe des
souris dans le modéle de perfusion d’élastase (270). Trois injections intraveineuses de 3.10°
CSM isolées de souris males ou femelles ont été réalisées 1, 3 et 5 jours apres induction de
I’AAA sur des souris males. Les animaux ont été sacrifiés 14 jours apres la perfusion
d’¢lastase. La croissance des AAA a été inhibée chez les souris traitées avec les CSM. Par
ailleurs, les cellules issues de souris femelles se sont avérées plus efficaces que les CSM

issues de souris males. Les tissus des souris traitées avec des CSM femelles présentent une
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diminution du TNFa, de I'IL-1p et de MCP-1, alors qu’aucune différence n’a été observée

dans les tissus de souris traitées avec des CSM males.

Une autre ¢étude utilisant des CSM humaines dérivées de sang placentaire a été réalisée
chez la souris pour traiter I’AAA induit par perfusion d’élastase (142). Une seule injection
intraveineuse de 10° CSM était réalisée le jour de I’induction de ’AAA. Les auteurs ont
montré que I’infiltration macrophagique et lymphocytaire ainsi que la destruction des fibres
¢lastiques étaient réduites chez les souris ayant recu les CSM. Par ailleurs, ils ont aussi mis en
évidence une diminution de la production de la cytokine IL-17, suggérant un effet paracrine
de la sécrétion de facteurs solubles comme le TGF-f, le facteur de croissance hépatocytaire
ou le PGE2 par les CSM. La relevance clinique d’une xénogreffe, c’est a dire une injection de
cellules humaines chez la souris immunocompétente est discutable tout comme sa pertinence

clinique.

Implantation par cathétérisation

Allaire et al. ont comparé I’effet des CSM dérivées de moelle osseuse a des CML
vasculaires dans le modele de xénogreffe d’aorte de cochon d’inde chez le rat (271). La
perfusion endovasculaire d’un million de CSM était plus efficace que la perfusion de CML

vasculaires sur la maladie aortique et sur le contrdle de la balance MMP-9/TIMP-1 (272).

Le transfert de CSM par cathétérisation a également été réalisé chez le porc dans un
modele d’AAA fusiforme induit par la technique EVAR (réparation endovasculaire de
I’AAA) suivi de I’ouverture longitudinale de I’aorte abdominale et de sa suture avec un patch
Dacron® (273). Les CSM (10.10° cellules) dérivées de tissu adipeux étaient injectées dans le
sac anévrismal entre 1I’endoprothese et 1’aorte. Les résultats de cette étude ont montré que les
CSM ¢taient présentes 3 semaines apres I’implantation et qu’elles exercaient une
immunosuppression locale comparé au groupe non traité. Cette méme équipe a continué¢ de
développer cette stratégie de thérapie cellulaire (274). Ainsi, ils ont inclus 10° CSM dérivées
de tissu adipeux de porc male dans une matrice de fibrine. Ensuite, la matrice de fibrine
contenant les CSM a ¢été implantée, apres la pose de I’endoprothese et de la suture du patch
Dacron®, dans le sac anévrismal de porcs femelles. A trois mois, les cellules males (portant le
chromosome Y) ont ét¢ retrouvées par hybridation in situ. Les analyses histologiques ont

confirmé la diminution de I’'inflammation pariétale, une fibrose dans le sac anévrismal sans
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calcification et une régénération des fibres ¢€lastiques chez les animaux traités, trois mois
apres intervention. Ces résultats suggerent que 1’administration de CSM dans le sac

anévrismal stabiliserait ’AAA apres un traitement EVAR.

Injection directe dans la paroi de ’aorte

Chez le porc, une autre approche de thérapie cellulaire a été réalisée par implantation
directe de CSM dérivées de la moelle osseuse dans la paroi apres induction de ’AAA (163).
L’implantation de 10.10° CSM marquées a été réalisée avec succés et montrait la présence des
CSM une semaine apres la greffe. Par ailleurs, le niveau d’expression du VEGF était
augment¢ trois jours apres 1’implantation des cellules suggérant un réle des CSM dans la

réparation tissulaire et I’angiogenése.

¢) Les fibroblastes gingivaux

Lafont ef al. ont testé I’effet des FG sur ’activité des MMPs dans un mode¢le de culture
ex vivo d’anneaux aortiques de lapin. Apres 21 jours de co-culture, I’activité des MMP-1, -3
et -9 était réduite et la sécrétion de TIMP-1 augmentée (275,276). Ex vivo, les FG inhibaient
également la MMP-7 par un mécanisme dépendant de la sécrétion de TGF-B1 (277). En effet,
lorsque les FG étaient traités avec un siRNA ciblant le TGF-B1 ou s’ils surexprimaient la
décorine, un inhibiteur du TGF-B1, I’expression de la MMP-7 était rétablie. L’inhibition de la
dégradation d’anneaux aortiques de lapin en culture a apporté la preuve de concept que les

propriétés réparatrices des FG peuvent €tre transposées a un autre organe.

L’¢équipe d’Antoine Lafont a ensuite développé un modele expérimental d’anévrisme de
la carotide chez le lapin (164). L’anévrisme était induit par la perfusion de 3U d’élastase
pendant 15 minutes et entrainait une dilatation de 50% de la carotide associée a une
destruction des fibres ¢élastiques et une infiltration de macrophages apres 4 semaines. De plus,
I’activité de la MMP-9 était augmentée par rapport a la carotide controle non perfusée a
I’¢lastase. Ce modele a ensuite été utilis¢é afin de développer une approche de thérapie
cellulaire utilisant les FG pour déterminer si D’effet protecteur observé ex vivo était

transposable in vivo. Quatre semaines aprés la perfusion d’élastase, 10° FG de lapin ont été
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transférés directement dans la lumiere artérielle pendant 15 minutes sous pression (278). Le
transfert de FG a permis de réduire significativement le diameétre de 1’anévrisme de la carotide
de lapin un mois apres la thérapie cellulaire avec une stabilisation du diametre apres trois
mois. Cette réduction a été attribuée a une régénération du réseau élastique, préalablement
détruit lors de I’induction de ’anévrisme par 1’¢lastase porcine. Pour détecter les cellules
aprés D’implantation, des FG humains ont été greffés et un anticorps anti-Lamine A/C
humaine a permis de retrouver les FG dans 1’adventice 3 mois pres le traitement. L’analyse
histologique des anévrismes a montré une diminution des cellules inflammatoires CD45" dans
le groupe traité avec les FG. Les taux tissulaires de cytokines pro-inflammatoires (IL1-f et
IL-6) étaient plus faibles et les taux de médiateurs anti-inflammatoires (TGF-f et IL-4) étaient
plus ¢levés dans les carotides traitées avec les FG, un mois et trois mois apres la greffe.
L’activité de la MMP-9 ¢était diminuée en présence de FG et I’activit¢ TIMP-1 augmentée.
Sur le plan histologique, le transfert de FG était associé a une densité d’élastine supérieure
aux carotides controles. Ces résultats montrent que les FG ont un effet protecteur contre la

dégradation de la paroi vasculaire dans un modele in vivo de dilatation de carotide de lapin.
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Présentation du projet de these

L’anévrisme de I’aorte abdominale (AAA) correspond a une dilatation progressive de
I’aorte dont la complication souvent mortelle est la rupture. Les AAA sont la conséquence
d’un remodelage pathologique expansif de la paroi aortique caractéris€¢ par une perte des
CML, une destruction de la matrice extracellulaire et une inflammation locale chronique (6).
Actuellement, le traitement de ’AAA repose sur la chirurgie et la pose d’endoprothese par
voie endovasculaire (94). Ce traitement associ¢ a une morbi-mortalité non négligeable ne

traite pas les mécanismes de destruction de la paroi mais uniquement ses conséquences.

La capacité de réparation tissulaire est trés variable d’un organe a un autre, la paroi
artérielle est un exemple de réparation insatisfaisante. A 1’opposé, la gencive est capable
d’une réparation parfaite semblable a la réparation embryonnaire, sans cicatrice ni fibrose.
Cette facult¢ est attribuée aux FG. Ces cellules ont ¢également des propriétés
immunomodulatrices permettant une certaine tolérance au niveau du tissu gingival. Les
travaux d’Antoine Lafont ont permis de démontrer qu’il était possible de transposer les
capacités réparatrices des FG au niveau artériel (276,277). Les FG humains limitent la
dilatation carotidienne chez le lapin. Cependant, la pertinence clinique de ce modéele de

xénogreffe est discutable pour la pathologie anévrismale aortique.

L’objectif de ce projet était de développer une approche de thérapie cellulaire afin de
limiter la progression de la maladie anévrismale aortique chez la souris en utilisant une

allogreffe locale de fibroblastes gingivaux.

- La premicre €tape du projet consistait a isoler et cultiver de fagon optimale les FG
murins. Ensuite, nous avons caractérisé le profil de production de cytokines pro- et
anti-inflammatoires et également la production de TIMP-1.

- L’étape suivante consistait a standardiser et optimiser la transplantation péri-aortique
de FG chez la souris. Nous avons choisi de les déposer localement, autour de 1’aorte
abdominale aprés avoir induit I’AAA par application péri-aortique d’¢lastase chez la
souris ApoE'/ " (168). Les FG ¢taient maintenus localement dans un hydrogel
biocompatible, le Chitosan. Il s’agit d’un polysaccharide, utilis¢ en thérapies

périodontales reconstructrices, compos¢ de chaines de D-Glucosamine biodégradable.
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Le chitosan possede des propriétés hémostatiques, antimicrobiennes (279). Enfin, il

n’altére pas la survie des FG en culture (280,281).

Les premiers essais de thérapie cellulaire avaient pour objectif de suivre in vivo les
cellules aprés I’implantation. Pour ce faire, nous avons utilisé des FG de souris Rosa™"™ qui
expriment la protéine fluorescente Tomato. Nous avons montré que les FG survivent in vivo
et s’organisent sous forme d’une épaisse couche péri-adventitielle, 7 jours et 14 jours apres
I’induction de ’AAA (figure 14). Le remodelage artériel a également été¢ analysé par des
colorations histologiques, 1’Orcéine mettant en évidence le réseau €lastique et le Rouge Sirius
le collageéne. Des aortes ont également été congelées 7 jours apres I’induction de I’AAA pour
analyser le niveau d’expression des MMP-2 et -9, de TIMP-1 de I’'IL-10, du TGF-f et du
collagene de type III. L’activité des métalloprotéases in vivo a ét€ mesurée par tomographie

en fluorescence par imagerie VisEn™. Le diameétre des aortes a été mesuré apres 28 jours de

traitement afin de confirmer la capacité des FG a limiter le remodelage expansif de ’AAA.
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Figure 14 : Protocole dans le modele d’application péri-aortique d’élastase

Les MMP-2 et -9 jouent un réle majeur dans le développement de I’AAA. Le modele
expérimental d’application péri-aortique d’élastase chez la souris reproduit cet aspect de la
pathologie humaine (168). Par ailleurs, les FG sécretent du TIMP-1 en grande quantité et
inhibent fortement la dégradation d’aortes anévrismales humaines en co-culture via la
formation de complexe MMP-9/TIMP-1 (278). Nous avons donc utilis¢ des FG isolés de
souris Timp-1"" afin d’étudier spécifiquement son réle dans la protection vasculaire induite

par les FG.
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Enfin, nous avons testé 1’efficacité des FG dans un autre modele d’AAA chez la souris
normocholestérolémique développé au laboratoire. Ce mod¢le associant infusion d’Ang II et
injection d’anticorps neutralisant anti-TGF-f est caractérisé par la survenue fréquente de
rupture 1étale (127). Dans ce modele d’AAA, I'implantation des FG a ¢été réalisée 7 jours
aprés I’induction de ’AAA (figure 14). L’utilisation de ce modele a eu pour objectif de
déterminer la capacité des FG a inhiber la formation, la progression et surtout la rupture de

I’AAA.
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Figure 14 : Protocole expérimental du modele Ang Il et anti-TGF-f
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Abstract

Background. Abdominal aortic aneurysm (AAA), frequently diagnosed in old patients, is
characterized by chronic inflammation, vascular cell apoptosis and metalloproteinases-
mediated extracellular matrix destruction. Despite improvement in the understanding of the
pathophysiology of the aortic aneurysm disease, no pharmacological treatment is yet available
to limit dilatation and/or rupture.

Objectives. We previously reported that human gingival fibroblasts (GFs) can reduce carotid
artery dilatation in a rabbit model of elastase-induced aneurysm. Here, we sought to
investigate the mechanisms of GF-mediated vascular protection in two different models of
aneurysm growth and rupture in mice.

Methods and Results. /n vitro, mouse GFs proliferated and produced large amounts of anti-
inflammatory cytokines and tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (Timp-1). GFs deposited
on the adventitia of abdominal aorta survived for as long as 14 days, proliferated and
organized as a layer structure. Furthermore, GFs locally produced I1-10, TGF-$ and Timp-1.
In a mouse elastase-induced AAA model, GFs prevented both macrophage and lymphocyte
infiltration, elastin degradation and aneurysm growth. Specific invalidation of Timp-1 in GFs
abolished the beneficial effect of cell therapy. In an Angiotensin II/anti-TGF-3 model of
aneurysm rupture, GF cell-based treatment limited aortic dissection, prevented abdominal
rupture and increased survival.

Conclusion. GF cell-based therapy is a promising approach to inhibit aneurysm progression

and rupture through the local production of Timp-1.

Key words: Abdominal aortic aneurysm, remodeling, cell therapy, gingival fibroblasts,

metalloproteases
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Introduction

Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a common vascular disease of the aorta,
characterized by medial degeneration and chronic aortic wall inflammation. Ruptured AAA is
one of the leading causes of death particularly in men and women aged over 60 years '
Despite recent advances in the understanding of its pathophysiological mechanisms, medical

therapeutic options limiting aneurysm growth and/or rupture are still limited *.

The physiopathology of non-syndromic AAA is complex, including elastin and collagen
destruction, smooth muscle cell apoptosis and infiltration of inflammatory cells ***. Several
experimental studies have documented the importance of the inbalance between
metalloproteases and metalloprotease inhibitors in the progression of the disease. Matrix
metalloproteinase-(MMP)-2 and MMP-9 are abundantly expressed in the aneurysmal wall
while Tissue Inhibitor of MetalloProteinases (TIMPs) levels are decreased °. In mouse,
genetic invalidation of Mmp-2 or Mmp-9 prevented the development of the aortic aneurysmal
lesions. In addition, in apoFE" ” mice, Mmp-9 genetic invalidation protected against
atherosclerotic media destruction and ectasia °. Similarly, overexpression of Mmp-9 inhibitors
such as plasminogen activator inhibitor 1 and Timp-1 induced arterial aneurysm stabilization
in rats ' . Despite encouraging beneficial results, these gene transfer strategies are uneasy to
develop in human. Our group and others proposed original local cell therapy approaches.
Allaire et al. reported that endovascular transplantation of vascular smooth muscle cells
(VSMCs) prevented AAA progression in a rodent model. Later, the same group showed that
the endovascular seeding of bone marrow mesenchymal stem cells decreased AAA diameter

%, However, the isolation of bone marrow cell

expansion more efficiently than VSMCs
remains an outsized procedure requiring local and/or general anesthesia and bone punction
and/or biopsy. Use of fibroblasts from oral mucosal gingiva represents a promising alternative
for cell therapy because of the high regeneration potential, fetal-like phenotype and anti-
inflammatory properties of gingival fibroblats (GFs) '°. GFs have been used successfully to
repair vocal fold scarring ', tracheal injury '* and to correct urethral strictures . Recently,
we developed a cell-based treatment using GFs. In vitro, GFs produced TIMP-1 and anti-
inflammatory cytokines such as IL-10 and TGF-p '*. In vivo, human GF endovascular
engraftment in rabbit carotid artery, after elastase infusion, resulted in a significant reduction
of local dilation. Local GF deposition was associated with a decrease of the Mmp-9/Timp-1

15

ratio Despite encouraging conclusions, the relevance of these findings remains

questionable for several reasons. First, the experimental protocol included a xenograft of
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human GF in rabbit vascular tissue. Second, observations were done in a model of carotid
dilation that is far from aortic aneurysm physiopathology. Finally, the mechanisms of arterial

protection induced by GF cell-based treatment have not been directly addressed.

In this study, we developed a cell therapy approach using allograft of GFs in two
different mouse models of AAA. We showed that mouse GFs when deposited on the
adventitia around the abdominal aorta were able to survive and proliferate, and organize in an
adventitial layer structure. GFs limited vascular wall degradation, innate and adaptive
immune cell infiltration and prevented aneurysm progression and rupture. Genetic

invalidation of Timp-1 in GFs abolished their vascular protective functions.
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Methods

Animals. Experiments were conducted according to the guidelines formulated by the
European Community for experimental animal use (L358-86/609EEC) and were approved by
the Ethical Committee of INSERM and the French Ministry of Agriculture (agreement A75-
15-32). C57BL/6] Timp-1"" mice were purchased from The Jackson Laboratory. We used
male mice between 8 and 10 weeks of age. C57BL/6J and Apoe” mice were from Charles
River. Mouse anti-human TGF-B (B1, B2, and B3) (clone 2G7) was provided by Didier
Fradelizi (Institut Cochin, Plate-forme d’imagerie du petit animal, Hopital Cochin, Paris,
France), and efficacy was demonstrated previously '°. Angiotensin II was purchased from

Sigma-Aldrich, and ALZET osmotic pumps were from Charles River Laboratories.

Characterization of aneurysmal lesions. Both cryostat and paraffin-embedded aortic
sections were used. Elastin staining was visualized using orcein, and the number of elastin
lamellae was quantified by a researcher blinded to the experimental protocol (4
measurements/section, 8 sections/animals). Sections were stained for collagen using Sirius
Red, T lymphocytes using anti-CD3 antibody (Dako), and macrophages using anti—-mouse
CD68 antibody (Serotec). The percentage of cellular area with positive staining was

quantified using Histolab software (Microvision).

Chitosan hydrogel. Chitosan hydrogel was prepared as described by Fatimi et al. '’. Briefly,
chitosan solution was made by dissolving 2 g of chitosan powder (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) in aqueous hydrochloride solution and deionized water at room temperature under
constant magnetic stirring for 24 h. Chitosan solution was sterilized by autoclaving at 121°C
for 20 min and kept at 4°C. B-glycerophosphate (B-GP) 12% solution was prepared by
dissolving B-GP powder in Opti-MEM medium and sterilized using a 0.22 um filter. B-GP

solution was mixed with chitosan solution at ratio 1:2 respectively before immediate use.

Culture of mouse gingival fibroblasts. Mouse GF were isolated from gingiva of males
C57BL/6J genetic background mice (6 week-old) and cultured in 75 cm? culture flasks in
DMEM/F12 medium with 20% Fetal Calf Serum (FCS), 4 ng/mL of Fibroblast Growth
Factor-2 (FGF-2), 200 UI/mL penicillin, 200 pg/mL streptomycin, 2.5 pg/mL amphotericin
B. Medium culture was changed every two days (supplemental figure 1). After 12 days, GF
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were trypsinized and replated at 1.10° cells per 150 cm® culture flasks in DMEM/F12 10%
FCS supplemented with 4 ng/mL FGF-2, 100 Ul/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin,
1,25 pg/mL amphotericin b. GF were cultured until 90% confluence and expanded to passage
3 before in vivo transfer. At passage 3, GF were trypsinized, counted with viability dye
Trypan blue (Countess™ Automated Cell Counter, Invitrogen) and centrifuged three times
with DMEM/F12 10% FCS, DMEM/F12 0% FCS and opti-MEM 0% FCS respectively. Cell
pellet was suspended in conditioned media, 25x10° GF were mixed in 1000 pL chitosan

hydrogel and 100 uL was laid down around the abdominal aorta.

Mouse models of abdominal aneurysm.

Elastase-induced AAA. Surgical procedure and treatment were performed on 8-week old
males C57BL/6J Apoe’/ “mice (Charles River, France) fed a chow diet (A03-10, Safe, France)
as previously reported '*. Animals were anesthetized with 2% Isofluran, placed on a heating
pad and received 0.05 mg/kg subcutaneous buprenorphine. After median laparotomy, the
abdominal aorta, from the left renal vein to the iliac bifurcation, was exposed and bathed in 10
pL of filtered porcine pancreatic elastase (E1250; Sigma-Aldrich) during 5 min. The aorta
was flushed three times with 0,9% NaCl to stop reaction. Chitosan hydrogel with 2.5x10° GF
or without GF (Control) was deposited on the adventitia around the abdominal aorta, and
abdominal content was replaced. The peritoneal cavity was closed with 7-0 polyamide suture
(Cardionyl, peters surgical), and skin with 7.5 mm Michel suture clips (Fine Science Tools,
Germany). Mice received 0,05 mg/kg buprenorphine in 1 mL subcutaneous 0.9% NaCl
administration and placed in Isofluran box for 15 min until chitosan hydrogel is solidified.

Mice were sacrificed at day 3, 7, 14 or 28 days.

Angiotensin II/anti-TGF-p AAA model. AAAs were induced in normocholesterolemic
C57BL/6J mice by subcutaneous infusion of Angiotensin II (Sigma-Aldrich) at 1000
ng/kg/min for 28 days (mini-pumps Alzet, Charles River), along with systemic neutralization
of TGF-B (i.p. injection of 500 g, 3 times per week; Biotem), as previously described '°. A 5-
point grading system was used to classify aneurysms based on Daugherty’s definition'. At
day 7 of Angiotensin II infusion, a laparotomy was performed, AAA stage was recorded and

chitosan hydrogel (with or without 2.5x10° GF) was engrafted around abdominal aorta, upper
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celiac trunk. Surviving mice were sacrificed at day 28. Survival was analyzed according to the

site of rupture (abdominal or thoracic).

Fluorescent tomography. Mice were anesthetized with isofluran and received intravenously
150ul of a fluorescent imaging probe MMPsense 680 (NEV 10126, PerkinElmer) 24 hours
before sacrifice. This agent is optically silent in its unactivated state and becomes highly
fluorescent following activation by matrix metalloproteinases (MMPs) including MMP-2, -3,
-9 and -13. Images were acquired using a fluorescence molecular tomography system (FMT

2500TM, VisEn Medical).

Flow cytometry. Stainings included the following antibodies: Alexa Fluor 647 anti-CD29
(HMBI1-1, BioLegend), Alexa Fluor 700 anti-CD44 (IM7, BioLegend), Alexa Fluor 488 anti-
CD90.2 (30-H12, BioLegend), PE/Cy7 anti-CD105 (MJ7/18, BioLegend), PE anti-CD138
(281-2, BD Biosciences), PerCP anti-CD45 (30-F11, BD Biosciences). Forward scatter (FSC)
and side scatter (SSC) were used to gate live cells excluding debris and cell aggregates in total
cells. Cells were acquired using a BD LSRII Fortessa flow cytometer (BD Biosciences) and

analyzed with FlowJo™ (TreeStar, Inc.).

ELISA. For cytokines and proteins measurements, GF were cultured in flask until 90%
confluence, medium was changed by OptiMEM 0% FCS during 24h and supernatant
harvested. 11-4, 11-10, Tgf-B, Timp-1 production in the supernatant was measured using

specific ELISAs (BD Biosciences and R&D Systems).

Quantitative real-time PCR. Quantitative real-time PCR was performed, after Trizol RNA
extraction and RT-PCR, on an ABI Prism 7700 (Applied Biosystems™) in duplicate for each
sample. GAPDH cycle threshold was used to normalize gene expression :(F:5° -CGT CCC
GTA GAC AAA ATG GTG AA- 3’; R:5’-GCC GTG AGT GGA GTC ATA CTG GAA CA-
3’). The following primer sequences were used: I1-10 (F:5 — CTC CTA GAG CTG GGG
ACT GCC TTC A - 3’; R:5° — CTG GGG CAT CAC TTC TAC CAG GTA AAA - 3°),
Timp-1 (F:5’- CCC CCT TTG CAT CTC TGG CAT CT -3’; R:5” — GCG GTT CTG GGA
CTT GTG GGC ATA -3°), Col3al (F:5’- ACC CCG AAC TCA AGA GTG GAG AA -3’;
R:5’ — GAC AGT CAT GGG GCT GGC ATT TA -3°) , Mmp-2 (F:5’- CCG AGA CCG CTA
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TGT CCA CTG T -3°; R:5° — CCG GTC ATC ATC GTA GTT GGT TGT -3’), Mmp-9
(F:5°- CCG TCA TTC GCG TGG ATA AGG AGT-3’; R:5°- GTA GCC CAC GTC CAC
CTG GTT-3’), TFG-bl (F:5’- CGG AGA GCC CTG GAT ACC AAC TA-3’; R:5’- GCC
GCA CAC AGC AGT TCT TCT CT-3"). Relative expression was calculated using the 2-
delta-delta CT method.

Statistical analysis. Values are expressed as percentage or mean = SEM when appropriate.
Statistical tests included Mann-Whitney, Chi-squared, and Fisher’s exact tests. Kaplan-Meier
survival curves were constructed and analyzed using log-rank (Mantel-Cox) test. P values of

less than 0.05 were considered significant.
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Results
In vitro characterization of mouse gingival fibroblasts

We first developed a protocol to isolate and culture mouse gingival fibroblasts (GFs)
(Figure 1A). In vitro, GFs proliferated but were spherical and exhibited no, or very few,
pseudopodia extension. However, in a Fibroblast Growth Factor-2-rich medium, GFs showed
extended pseudopodia and exhibited elongation, and cell survival was improved
(supplemental figure 1). Interestingly, mouse GFs exhibited characteristics of mesenchymal
stem cells. They showed plastic adherent properties, expressed CD90 (Thy-1) and CD105
(Endoglin) but lacked CD45 expression. In addition, GFs expressed receptors involved in
cell-cell adhesion, matrix adhesion (CD138) and migration, including CD44 and CD29
(supplemental figure 2).

GFs have been shown to produce anti-inflammatory cytokines and inhibitors of
metalloproteases. Both functions were analyzed at each cell culture passage by qPCR and
ELISA to select the optimal condition for cell therapy. As shown on figure 1, maximum
expression of TGF-B and Timp-1 was observed at passage 3, which was selected for

harvesting GFs for cell therapy (Figure 1B, C).

Peri-adventitial gingival fibroblast engraftment

We aimed to develop a local cell therapy based on peri-adventitial engraftment of GFs
in an elastase-induced AAA model. After median laparotomy, peri-aortic wall injury was
induced by external application of elastase during 5 minutes. After flushing twice, 2.5x10°

GFs, isolated from Rosa™"/™m¢

, enfolded in a chitosan gel, were deposited on the adventitia
around the abdominal aorta (Figure 2A). Animals were sacrified at day 3, 7 and 14 after
surgery and Tomato-Fluorescent Proteint+ GFs were analyzed by fluorescent microscopy. We
confirmed that GFs survived in vivo (Figure 2B), proliferated and organized as in a thick peri-

adventitial layer structure (Figure 2C).
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Figure 1. Mouse gingival fibroblast isolation and characterization. A, mouse gingiva was
extracted and small pieces were cultured in bottom flasks during 14 days before first passage.
B, Timp-1, Tef-p1, 1I-10, 1I-4 and Col3al mRNA expression by GFs quantified at different cell

culture passages. C, quantification by ELISA in the supernatant of Timp-1, Tgf-p1, 1l-10 and
11-4 production by GFs at different cell culture passages.
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Figure 2. A, Mouse GFs were cultured during 18 days until passage 3, enfolded in chitosan
hydrogel and engrafted around abdominal aorta after elastase injury. B, representative
photomicrographs (up) and quantitative analysis (down) of GF engraftment. Rosa™ ™ GFs

(Red) proliferated in vivo (Ki-67 positive) with a peak at day 7 and organized as a thick peri-
adventitial layer. *P<0.05
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Gingival fibroblasts limited inflammatory cell infiltration

2 . 16,21
Innate *° and adaptive '*

immunity plays a pathogenic role in the physiopathology of
AAA. Immune cell infiltration was quantified at day 7 and day 14 following elastase
challenge using immunohistochemistry. In the control group, massive macrophage infiltration
was observed in the adventitia and the media at day 7 and to a lower extent at day 14. T cell
infiltration was important both at day 7 and 14 (figure 3). GF therapy significantly limited
CD68+ macrophage infiltration at day 7 (-55%, P<0.05) (Figure 3A), and CD3" T cell

infiltration at day 7 (-39%, P<0.05) and day 14 (-48%, P<0.01) (Figure 3B).

Gingival fibroblasts prevent aortic wall degradation and AAA formation

The degradation of extracellular matric commonly observed in advanced aneurysms is a
key mechanism in AAA formation, which promotes vascular dilation until rupture. In our
model, elastase leads to local elastin degradation in the abdominal area. GF deposition limited
elastin degradation, as assessed by the significantly higher number of layers in the GF-treated
group at day 7 and day 14, compared with the control group: 2.6+0.3 vs 2.0+0.2 (P<0.001),
and 2.2+0.5 vs 1.5+0.3 (P<0.05), respectively (Figure 4A). GFs also induced an increase in
collagen accumulation in the peri-advential area (Figure 4B). At day 7, we found in the
abdominal aortic wall of the GF-treated group a significant reduction of Mmp-9, Mmp-2
mRNA expression and a significant increase of Timp-1, Tgf-p, 1I-10 and Col3al mRNA
expression (Figure 4C). MMP protease activity in the aortic wall, quantified using fluorescent
tomography, was significantly reduced in the aorta of GF-treated animals compared with

controls (Figure 4D).
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Figure 3. GFs limited aortic infiltration of inflammatory cells. A, representative
photomicrographs (left) and quantitative analysis (right) of CD68+ macrophage infiltration
in the abdominal aortic wall at day 7 and day 14 following engraftment. B, representative
photomicrographs (left) and quantitative analysis (right) of CD3" T cell infiltration in the
abdominal aortic wall at day 7 and day 14 following engrafiment. * P<0.05. ** P<0.01.
Scale bar 250 um
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Figure 4. GFs limited aortic wall degradation. A, representative photomicrographs (Orcein
staining, left) and quantitative analysis (right) of elastin layers in the abdominal aortic wall
at day 7 and day 14 following engraftment. B, representative photomicrographs (Sirius Red
staining, left) and quantitative analysis (vight) of collagen accumulation in the abdominal
aortic wall at day 7 and day 14 following engraftment. C, Quantification of Mmp-9, Mmp-2,
Timp-1, Tgf-P, 1I-10 and Col3al mRNAs expression in the abdominal aorta from mice treated
with chitosan gel alone (control) or GF cells. D, Quantification of matrix metalloproteinase
(MMP)-sense 680 activity in the abdominal aorta after 7 days of treatment, measured by
fluorescent tomography. N=6-8 mice per group. * P<(0.05, ** P<(0.01, *** P<(0.0001. Scale
bar 250 um.
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Genetic invalidation of 7imp-1 in GF abolished the vascular protection

To investigate the causal role of TIMP-1 in the vascular protection induced by GFs, we
performed cell therapy experiments using GFs obtained from Timp-1""mice. First, we ensured
that GFs from Timp-1"" mice did not produce Timp-1 in vitro (Supplemental figure 3). Then,
we locally engrafted wild-type or Timp-1 “" GF after local administration of elastase. At day 7,
macrophage and CD3" T cell infiltration in the adventitia was not significantly different
between WT GF- and Timp-1"GF-treated mice (supplemental figure 4). Using qPCR, we
found a marked reduction of Timp-1 mRNA expression in the abdominal aorta of 7 imp-]‘/ i
GF-treated group and an increase in Mmp-9 mRNA expression (figure 5 A). Metalloprotease
activity was significantly higher in the aorta from the group treated with Timp-1 " GFs (figure
5B). Next, we addressed the effects of cell therapy on the vascular matrix degradation. At day
7, we found that elastin layer degradation was more pronounced in the group treated with
T imp—]'/ "GFs in comparison to the group treated with wild-type GF (Figure 5C) with no
differences in collagen content (Figure 5D). Finally, we assessed the long-term effect of GF
(wild-type or Timp-1 7 ’) engraftment on aneurysm formation. As shown in the figure 6, wild-
type GFs significantly prevented aorta dilatation and AAA formation at day 28, and the
protection was abolished when using Timp-1 " GFs (figure 6). These findings provided strong

evidence that GF protected against aortic wall destruction through Timp-1 production.
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Figure 5. Timp-1 is involved in the vascular protection induced by GFs. A, Quantification of
Mmp-9, Mmp-2, Timp-1, Tgf-p, IL-10 and Col3al mRNAs expression in the abdominal aorta
from mice treated with Wild-type or Timp-1"" GF cells. C, Quantification of matrix
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metalloproteinase (MMP)-sense 680 activity in the abdominal aorta after 7 days of treatment,
measured by fluorescent tomography. D, representative photomicrographs (Orcein staining,
left) and quantitative analysis (right) of elastin layers in the abdominal aortic wall at day 7
and day 14 following engrafiment of Wild-type or Timp-1" GFs. E, representative
photomicrographs (Sirius Red staining, left) and quantitative analysis (right) of collagen
accumulation in the abdominal aortic wall at day 7 and day 14 following engraftment of
Wild-type or Timp-1"" GFs. N=6-8 mice per group. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.0001.
Scale bar 250 um.
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Figure 6. GF cell therapy protected against AAA formation through Timp-1 production. In a
mouse model of elastase-induced AAA, animals were treated by chitosan alone (control),
Wild-type or Timp-1"" GFs and sacrificed at day 28. Representative photomicrographs (up)
and quantitative analysis (down) of the abdominal aortic diameter at day 28 following
engraftment of chitosan alone (control), Wild-type or Timp-1"" GFs. N=6-8 mice per group.
** P<0.01. Scale bar 250 um.
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Gingival fibroblasts prevent AAA rupture

The most deleterious complication of AAA is the aneurysm rupture that is responsible
for dramatic mortality and morbidities **. Hitherto, no pharmacological treatment is yet
available to prevent aortic rupture. We investigated whether peri-adventitial engraftment of
GFs could protect against rupture in a mouse model characterized by frequent AAA-related
sudden death '°. Seven days before GF cell therapy (Day-7), C57BL/6] mice were infused
with Angiotensin II and were repetitively injected with neutralizing anti-TGF-f3 antibody for
28 days. One week later (Day 0), a median laparotomy was done, AAA stage was recorded
and 2.5x10° GFs enfolded in a chitosan gel were engrafted around the abdominal aorta
(Figure 7A). The control group received Chitosan gel alone. GF cell-based treatment
significantly reduced abdominal aneurysm progression (Figure 7 B), dilation (Figure 7C),
severity (Figure 7D) and finally reduced death related to abdominal aortic aneurysm rupture
(Figure 7E). By contrast GF cell therapy did not prevent aneurysm formation (Figure 7C) and

rupture in the descending thoracic aorta (figure 7F).
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Figure 7. GF cell therapy is protective in an angiotensin IlI/Anti-Tgf- mouse model of AAA.
A, At day -7, angiotensin Il infusion was started in association with neutralizing anti-Tgf-f3
antibody injection (3 times/week). At day 0, GF engraftment around the abdominal aorta was

done and animals were followed during 21 days. B, AAA stage progression between Day ()
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and Day 21. C, quantification of aortic diameter at day 21 after GF cell therapy. D,
quantification of AAA severity at day 21 after GF cell therapy. Survival curves showing
mortality related abdominal (E) or thoracic (F) and aneurysm rupture. N=34-36/group, *
P<0.05.
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Discussion

In this study, we showed that GF cell therapy protected against AAA formation and
rupture in two different mouse models of aneurysm formation and rupture. GF prevented
vascular wall degradation and limited inflammatory cell infiltration within the abdominal
aortic wall. By using genetic invalidation of Timp-1 in GFs, we provided strong evidence that
paracrine Timp-1 production by GFs is a pivotal protective mechanism of this cell therapy

approach.

It has been previously shown that human GFs exert protective effects in vitro when co-
cultured with aortic rings or engrafted in vivo around injured rabbit carotid artery °. In the
present study, we used two complementary models of aortic aneurysm. Elastase-induced
AAA was helpful to analyze in depth the local effects of GF cell therapy on deleterious
remodeling of the aortic wall, whereas the Ang II/anti-TGFf model helped us to evaluate the
effect of GF therapy on aneurysm rupture and death.

We focused on MMPs/TIMPs that have been clearly identified as major actors in the
pathophysiology of AAA. In mouse models of AAA, Mmp-2 and Mmp-9 activities in the
aortic wall have been shown to increase over time **. Pyo et al. found that the absence of
Mmp-9 protected mice from aortic elastase perfusion-infused AAA formation **. In peri-aortic
CaCl2 injury-induced AAA, lesion formation was fully blocked in both Mmp-9 and-2 gene
deficient mice *°. Compared with non-aneurysmal aortas with atherosclerotic occlusive
disease and normal aortic tissue, levels of active MMP-2 and MMP-9 are significantly
increased in human AAA tissue. Zymography and immunoblot analysis demonstrated

increased expression of MMP-2 in small AAA lesions and MMP-9 in large AAA lesions *°.

Targeting MMPs is an interesting therapeutic approach for the treatment of aneurysmal
disease. Doxycycline, a tetracycline antibiotic, has been shown to non-specifically inhibit
MMPs and to limit their gene expression >’. Several animal studies have demonstrated
beneficial effects of Doxycycline in preventing AAA . However, clinical trials reported
conflicting results *. Another approach was based on the modulation of TIMPs, the natural
inhibitors of MMPs, found in most tissues and body fluids. An imbalance in the MMP: TIMP
activity ratio may underlie the pathogenesis of AAA. Genetic invalidation of Timp-1 led to
increased MMP-2 and MMP-9 activity and worsened aortic aneurysm disease in both

1
031 In

hypercholesterolemic apoE” and non-hypercholesterolemic C57/Bl6 mouse models
our study, we used a cell-based treatment with peri-aortic delivery of Timp-1. We found an

increase of Timp-1 gene expression in the aorta of GF-treated animals and an important
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reduction of metalloprotease activity by tomography analysis. Loss of vascular protection in
animals treated with T imp—]’/ " GF clearly indicated the central beneficial role of Timp-1
production in this GF cell therapy strategy. In angioll/anti-TGF-f model, GF limited dilation
and rupture specifically in the abdominal aorta, where cells were engrafted but had no effect
on the thoracic aorta, free of GFs, suggesting a local paracrine protection. This locally
restricted action is interesting because MMPs are also involved in several physiological
functions, including survival, host defense, tissue repair or angiogenesis and their systemic

inhibition could have harmful side effects *2.

The reduction of metalloprotease activity could also be partially explained by a
reduction of Mmp-9 gene expression related to decreased macrophage infiltration. Longo et
al. showed that the transfer of Mmp9+/ “macrophages into Mmp-9'/ “mice restored AAA
formation, indicating that macrophages are a major source of Mmp-9 **. The local production
of TGF-B by GFs might be responsible for the reduction of both macrophages and T
lymphocytes infiltration. However, we believe that the local production of TGF-f by GFs was
unlikely to be a major mechanism of vascular protection because GFs still exerted protection
despite neutralization of systemic TGF-p activity in the angioll/anti-TGF-f3 model. Several
human and experimental studies have reported that quantitative and qualitative abnormalities
of collagen content are associated with aortic dilation and aneurysm formation *. In GF-
treated animals, we observed an increase in collagen content that resulted either from a
reduction of matrix degradation due to local production of Timp-1 and/or increased collagen
expression since Col3al mRNA expression was also increased in the aorta from mice treated
with GFs. However, it is unlikely that GF cell therapy protection was mediated by collagen
production because mice treated collagen content was similar in mice protected mice treated

with WT GFs and unprotected mice engrafted with Timp-1 " GF cells.

Conclusion

Using two complementary mouse models, we documented that peri-adventitial GF
engraftment represents a promising cell therapy approach to inhibit aneurysm progression and

rupture through the local production of Timp-1.
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Supplemental figure 1. In vitro, cells proliferated but were spherical and exhibited no/few
pseudopodia extension. However, in a Fibroblast Growth Factor (FGF)-2 rich medium, GFs
developed extended pseudopodia and exhibited elongation and survival was improved.

Survival was evaluated using Trypan blue exclusion test. *** P<(0.0001

93



R

S$SC ——
CD105 —

CD29
FSC

é —» CD45 — ED44 — CD138 —— CD90 ——
% GF positive

1009 —

804

601

401

207

CD45+CDa4+ CD29+ CD105+CD138+ CD90+ CD90+
CD44+
CD29+
CD105+
CD138+

Supplemental figure 2. Flow cytometry characterization of gingival fibroblasts at passage 3.
Gingival fibroblasts express CD90 (Thy-1) and CD105 (Endoglin) but lack CD45 expression.
In addition, GF express receptors involved in cell-cell adhesion, matrix adhesion (CD138)
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Timp-1

|
WT GF Timp-1"- GF

Supplemental figure 3. Gingival fibroblasts from wild-type (WT) and T imp—]‘/’ mice were
isolated and cultured in vitro. Timp-1 production in the supernatant was measured by ELISA.

As shown on the graph, we confirmed that Timp-1 " mice do not produce Timp-1.
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CD68+ macrophage (A) and CD3+ T cell (B) infiltration in the abdominal aortic wall at day
7 following engraftment. No significant difference between groups. (n=6-8/group).
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Discussion

Cette ¢tude a permis de montrer que les FG implantés au niveau péri-aortique survivent
in vivo, proliférent et s’organisent sous la forme d’une couche épaisse. Les FG protegent de la
formation et de la rupture des AAA dans deux modeles différents chez la souris. Les FG
inhibent la dégradation de la MEC et limitent I’infiltration de lymphocytes et de macrophages
dans la paroi vasculaire. La sécrétion de TIMP-1 par les FG et son activité paracrine jouent un

role majeur dans les mécanismes de protection.

Notre équipe avait déja montré¢ que les FG humains présentaient des propriétés
bénéfiques in vitro lorsqu’ils étaient co-cultivés avec des anneaux d’aortes et in vivo dans le
modele de dilatation carotidienne chez le lapin induit par 1’¢lastase (278). Cependant, les
travaux réalisés dans cette étude sont plus relevant cliniquement avec une allogreffe dans
deux modeles d’AAA. Le modele d’AAA induit par 1’application péri-aortique d’¢lastase a
¢té tres utile pour la détection des cellules in vivo aprés implantation, mais aussi pour
I’analyse de I’effet local des FG greffés sur le remodelage pathologique de 1’aorte. Le modé¢le
d’AAA induit par I’infusion d’Ang II combiné a la neutralisation du TGF- nous a permis
d’évaluer la capacité des FG a prévenir la rupture de I’ AAA qui est la complication majeure
entrainant la mort chez ’humain. Il nous a permis d’évaluer si la protection est maintenue

lorsque I’activité TGF-f, également produite par les FG, est inhibée.

Concernant les mécanismes de protection de la paroi vasculaire, nous nous sommes
intéressés particuliecrement a la balance MMPs/TIMPs qui a déja été clairement identifié¢e
comme acteur majeur dans la physiopathologie de I’AAA (63). En effet, il a ét¢ montré que la
délétion du gene de la MMP-9 inhibe la formation d’AAA dans le modele de perfusion
d’¢lastase (107). De plus, I’activité¢ des MMP-2 et -9 est systématiquement plus €levée dans la
paroi aortique malade et I’invalidation génétique de ces protéases protége contre le
développement de I’AAA dans le modele d’application péri-aortique de CaCl2 (115). Chez
I’homme, la paroi des AAA contient significativement plus de MMP-2 et -9 par rapport a des
aortes normales. Par ailleurs, les analyses effectuées par zymographie et Western Blot ont
montré une augmentation de 1’expression de la MMP-2 pour les petits AAA alors que la
MMP-9 est plus ¢levée pour les gros AAA (116). Cibler les MMPs est une approche

thérapeutique intéressante de I’AAA, la doxycycline a montré une certaine efficacité en
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inhibant de maniere non spécifique les MMPs et en limitant leur expression génique (117).
L’administration de doxycycline chez 1’animal entraine un effet bénéfique sur I’incidence et
la taille des AAA par une diminution de I’activit¢ des MMPs (118,120). Cependant les essais
cliniques utilisant la doxycycline pour contréler la balance protéolytique de I’AAA ont

montré des effets décevants (119).

Une autre approche basée sur la modulation de TIMP-1 montre I’importance de la
balance MMPs/TIMPs dans la physiopathologie de I1I’AAA. Ainsi, les souris
hypercholestérolémiques ApoE™" invalidées pour le géne codant pour TIMP-1 ont une maladie
anévrismale plus sévére (113). Par ailleurs, les souris Timp-I”" normocholestérolémiques
développent de plus gros anévrismes par rapport aux souris normales (114). Dans cette étude,
nous avons mis en évidence une augmentation de I’expression de I’ARN messager de TIMP-1
dans les aortes des souris traitées avec les FG, celle-ci €tait associée a une importante
diminution de I’activité des métalloprotéinases par tomographie fluorescente. Par ailleurs, la
protection vasculaire obtenue en terme de dégradation matricielle et de dilatation aortique
était abolie lorsque nous avons utilisé des FG de souris Timp-1"" suggérant un role majeur de
TIMP-1 dans les bénéfices obtenus par cette thérapie cellulaire. Dans le modele d’AAA induit
par I’Ang II et la neutralisation du TGF-f, les FG limitent la dilatation et la rupture de
I’anévrisme au niveau abdominal mais ils n’ont aucun effet protecteur au niveau de 1’aorte
thoracique, a distance de leur site d’implantation suggérant une action paracrine des FG. Cette
action locale ciblée des FG est intéressante dans la mesure ou elle n’affecte probablement pas
les MMPs dans d’autres territoires. Les MMPs ont des fonctions bénéfiques qu’il convient de
préserver, elles sont impliquées dans la survie cellulaire, la réparation tissulaire ou
I’angiogenese (68).

La réduction de [D’activité protéasique globale quantifié¢e par ViSen™ pourrait
¢galement s’expliquer par la réduction locale de I’expression de la MMP-9, elle-méme
attribuable a une diminution marquée de I’infiltration macrophagique. En effet, il a été montré
que les macrophages sont la principale source de MMP-9 dans I’AAA. Chez la souris, Longo
et al. ont rapporté que le transfert de macrophage Mmp-9+/ " chez la souris Mmp—9’/ " restaure la
formation d’AAA (115). Ceci étant dit, le mécanisme qui limite 1’infiltration macrophagique
n’est pas €lucidé. Nous avons émis 1’hypothése que la sécrétion locale de TGF-B par les FG
pourrait étre responsable de cette diminution d’infiltration inflammatoire. Dai et al. ont
rapporté que la surexpression de TGF-B dans la paroi aortique de rat réduit I’infiltration

macrophagique (159). Dans la méme idée, Wang et al. ont montré que la neutralisation du
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TGF-B par injection répétée d’anticorps neutralisant aggrave ’infiltration monocytaire et
macrophagique chez la souris (127). Cependant, il est probable que la production de TGF-3
par les FG ne soit pas le mécanisme central de protection de I’aorte anévrismale puisque le
transfert de FG reste bénéfique dans le modele d’AAA induit par la neutralisation systémique

du TGF-p en administrant un anticorps bloquant combiné a I’infusion continue d’Ang II.

Les macrophages M1 ont un role majeur dans la dégradation des fibres €lastiques et
dans I’induction de I’apoptose des CML vasculaires (98,133). Les FG ont la capacité¢ de
bloquer I’activation des monocytes/macrophages et d’orienter le phénotype des macrophages
M1 vers un phénotype M2 réparateur (245,247). Ces fonctions immuno-modulatrices peuvent
étre attribuées, entre autres, a la libération de facteurs solubles comme, I’IL-10, la PGE2 ou
d’IDO (225). Un ou plusieurs de ces mécanismes limiterait 1’infiltration macrophagique mais
n’a pas été exploré dans cette étude. Les FG peuvent induire 'apoptose des lymphocytes T
activés (222), inhiber la prolifération des lymphocytes T effecteurs et inversement induire
I’expansion des lymphocytes T régulateurs. Les lymphocytes T, en produisant de 1I’IFN-y,
peuvent a leur tour induire I’expression du HLA de classe II et d’IDO par les FG (244). La
diminution de P'infiltration lymphocytaire chez les souris traitées avec les FG a été mise en

évidence dans cette étude.

Des études chez I’animal et chez I’homme ont montré que des altérations qualitatives et
quantitatives du collageéne étaient associées a une augmentation du diametre de [’aorte et la
formation d’AAA (97). Nous avons observé une augmentation de la quantité de collagene
dans la paroi des aortes de souris traitées avec les FG. Cette augmentation résulte d’une part
de la réduction de la dégradation de la paroi vasculaire par la production de TIMP-1 et d’autre
part de ’augmentation de la synthése comme le montre 1’augmentation d’expression de
I’ARN messager du collagene de type III. Toutefois, compte tenu du fait que le contenu
aortique en collagéne n’est pas différent entre les souris traitées avec les FG controles et les
souris traitées avec des FG Timp-1 ” et que la protection vasculaire est abolie dans le groupe
utilisant les FG Timp-1 . on peut conclure que cette surproduction de collagéne n’est pas le

mécanisme de protection central de la thérapie cellulaire utilisant les FG.

L’utilisation de deux modeles complémentaires d’AAA chez la souris a permis de
montrer que le transfert local de FG inhibe la progression et la rupture de I’AAA par la
production de TIMP-1. Ces résultats viennent confirmer le potentiel réparateur des FG au
niveau de la paroi vasculaire et suggerent qu’ils pourraient étre utilisés localement pour le

traitement de ’AAA.
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Perspectives

Les qualités de réparation tissulaire et les fonctions immunomodulatrices des FG font de
ces cellules des candidats trés prometteurs pour la thérapie cellulaire (257). Parallélement, la
simplicité¢ technique d’isolation et de culture de cette population cellulaire renforce leur
potentiel thérapeutique applicable en médecine. Cependant, il reste encore quelques étapes
avant de prétendre a une réelle utilisation chez ’homme. Une des principales questions a
laquelle il convient désormais de répondre concerne le mode de greffe a développer. Trois
possibilités s’offrent a nous, une injection intravasculaire sous pression, un dépot péri-
adventitiel ou un « coating » sur endoprothése. Chacune de ces techniques a des avantages et
des inconvénients et il faudra probablement privilégier 1’approche qui sera la plus efficace en
terme de régénération et la moins invasive :

- L’injection intravasculaire sous pression nécessite une laparotomie pour le
clampage aortique, par ailleurs, I’aorte anévrismale est déja fragilisée par la maladie, il serait
donc risqué d’injecter les FG sous pression.

- Ces travaux ont montré que I’application péri-adventitielle est efficace pour
prévenir le développement ainsi que la rupture de ’AAA, cependant, cette technique nécessite
aussi un acte chirurgical invasif afin de déposer les FG autour de 1’aorte.

- La mise en place d’une endoprothese préalablement « coatée » avec les FG est la
technique la moins invasive, elle permettrait d’une part, d’empécher la rupture de ’AAA
grace a I’endoprothése, et d’autre part de promouvoir la réparation de la paroi ainsi que la
régulation de I’'inflammation sans les contraintes mécaniques du flux sanguin et de I’onde de
pouls.

La stratégie du « coating » sur endoprothese est la technique la moins invasive, elle sera

donc privilégiée et testée prochainement chez le porc.
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ANNEXE 1:

Tableau des cibles thérapeutiques de I’anévrisme de 1’aorte abdominale

Response to AAA in
rodent model

Cellular or
molecular Calcium
pathway Target Intervention: mechanism Chloride Elastase Angll
Inflammation Macrophage Everolimus: mTOR pathway inhibitor that decreases CCR2 expression on l
monocytes*®®
MKEY: CCL5-based synthetic cyclic peptide that prevents CXCL4-CCL5 l l
heterodimer formation?®
AMD3100: a CXCR4 antagonist*** i
T Lymphocytes CD-31-derived peptide: immunosuppressive effect through activation of CD31 l
pathway®4
IL Anakinra: IL-1p receptor inhibitor'> !
Mesenchymal stem cells: suppress inflammatory responses'2 567 ! !
TNF Infliximab: monoclonal antibody against TNF-o*%' 1
Cellular signalling c-JNK SP600125: selective inhibitor of JNK signalling®® )
Azathioprine: immunosuppresive that also inhibits downstream JNK l
signalling®’
TGF-B Polyclonal anti-TGF-B neutralising antibody'* 1
Cyclosporine: immunosuppressive that also induces TGF-B signalling®** 1 !
PPARy Rosiglitazone: PPARy agonist®®® !
Pioglitazone: PPARy agonist®®’ !
ECM degradation MMP Doxycycline: non-selective MMP antagonist.
AAA formation®*° $7° i !
AAA progression®*? PN
Cysteine Proteases BDA-410: calpain specific inhibitior*”' l
Serine Proteases NK3201: chymase specific inhibitior”? !
MicoRNAs miR-21 anti-miR-21: miR-21 an‘tagonistS49 1 T
Lentiviral vector of miR-21: systemic viral vector that overexpresses miR-215*° ! !
miR-29b anti-miR-29b: miR-29b antagonist®”’ ! !
Lentiviral vector of miR-29b: systemic viral vector that overexpresses miR-29b*' T T
miR-712, miR-205 (human anti-miR-712: miR-712 antagonist® !
homolog)
Phospholipid Cyclooxygenase-2 Celecoxib: selective COX-2 inhibitor”® !
components
Prostanoid Receptor EP4 ONO-AE3-208: a prosanoid receptor antagonist®’* 1 !
5-lipoxygenase LP105: pirinixic acid derivative; inhibitor of 5-LOX%7> l

AAA, Abdominal aortic aneurysm; CCL5, C-C motif ligand 5; COX-2, cyclooxygenase-2; CXCL4, chemokine (C-X-C motif) ligand 4; CXCR4, chemokine (C-X-C motif) receptor 4;
ECM, extracellular matrix; IL, interleukins; JNK, Jun N-terminal kinase; miR, microRNA; MMP, matrix metalloproteinases; mTOR, mammalian target of rapamycin; PPAR, Peroxisome
proliferator-activated receptor; TNF, tumour necrosis factor; 5-LOX, 5-lipoxygenase.
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ANNEXE 2 :

Tableau résumant les applications cliniques utilisant des CSM (203)

Disease Sample size Study period MSCs Stage
Source of MSCs Dosage® Effect
Acute and chronic GvHD 18 Adults 3 Days to 1 year Allogeneic BM-MSCs 1-2 % 106/kg, 1 dose Y Phase /1l
GvHD 20 Adults 1 Year Allogeneic BM-MSCs / Y /
GvHD 3 Adults 20-103 Days Allogeneic BM-MSCs 0.5 x 105/kg, 1 dose Y /
GvHD 12 Adults 795-1914 days  Allogeneic BM-MSCs 0.4 —1.1x 10%kg, 3 doses Y /
Sclerodermatous chronic GvHD 4 Adults 4.6-23 Months  Allogeneic BM-MSCs 1-2x107, 1 dose Y /
GvHD 32 Adults 28 Days Allogeneic BM-MSCs 2 or 8x10%kg, 1 dose Y /
GvHD 55 Adults 60 Months Allogeneic BM-MSCs 0.4-9x 107, 1-5 doses Y Phase Il
GvHD 7 Children 29 Months Allogeneic BM-MSCs 0.4-3x10%kg, 1 dose Y /
GvHD 8 Adults 3 Years Allogeneic BM-MSCs 1(0.7-9) x 10°/kg, 1-2 doses Y /
Multiple sclerosis 10 Adults 10 Months Autogenous BM-MSCs / Y Phase IIA
Multiple sclerosis 8 Adults / Autogenous BM-MSCs 2x10%kg, 1 dose Y /
Multiple sclerosis 7 Adults 6 Months BM-MSCs 2x107, 1 dose Y /
Multiple sclerosis 10 Adults 1 Year Autologous BM-MSCs 1-2 x 10%kg, 1 dose Y Phase IIA
Multiple sclerosis and amyotrophic MS: 15 adults, ALS: 6 Months Autologous BM-MSCs MS: 6.32x107; ALS: 1.74x 107, 1 dose Y Phase I/l
lateral sclerosis 19 adults
Multiple sclerosis 10 Adults 12 Months Autogenous BM-MSCs 3-5x107, 1 dose Y Phase |
Multiple sclerosis 10 Adults 13-26 Months Autologous BM-MSCs 8.73x10°, 1 dose Y /
Multiple sclerosis 15 Adults 12 Months Autogenous BM-MSCs 1-2x 106/k§;, 1 dose Y Phase Il
Multiple sclerosis 16 Adults 6 Months Placenta MSCs 15-60x 10", 1 dose Y Phase 1B
Kidney transplantation 159 Adults 1 Year Autogenous BM-MSCs 1-2x 10%kg, 1 dose Y /
Kidney transplantation 2 Adults 360 Days Autologous BM-MSCs 1.7 or 2x10°kg, 1 dose Y /
Kidney transplantation 4 Adults 540 Days Autologous BM-MSCs 2x10%kg, 1 dose Y Phase I/l
Kidney transplantation 6 Adults 6 Months Autologous BM-MSCs 1x10°%kg, 2 doses Y Phase |
Type Il Diabetes 10 Adults 3 Months Allogeneic placenta- 1.835x10°kg, 1 dose Y Phase |
derived MSCs
Diabetes 41 Adults 2 Years Autologous BM-MSCs Intramuscular. No clear statement for dosage Y /
Osteoarthritis 4 Adults 1 Year Autogenous BM-MSCs 8-9x 10°, injected in the knee N /
Crohn’s disease 12 Adults 12 Months Autogenous BM-MSCs 2x107 at 4-week intervals, injected into the Y /
lumen and the wall of the tracks
Crohn’s disease 5 Adults 12-30 Months Autologous ASCs 3-30 x 10° injected into the wall of the tracks N Phase |
Crohn’s disease 9 Adults 6 Weeks Autologous BM-MSCs 1-2x 10°/kg, 2 doses Y Phase |
Crohn’s disease 12 Adults 2 Years Human placenta-MSCs 2-8x 10%person, 2 doses Y Phase |
Crohn’s disease 16 Adults 6 Weeks Allogeneic MSCs 2x106/kg, 4 doses Y Phase Il
SLE 15 Adults 17.2+9.5 Months Autogenous MSCs 1x10%kg, 1 dose Y /
SLE 4 Adults 12-18 Months Allogeneic BM-MSCs >1x10°/kg, 1 dose Y /
Ulcerative colitis 40 Adults / Allogeneic BM-MSCs 1.5x10%, 1 dose Y /

Abbreviations: BM-MSC, bone marrow-derived mesenchymal stem cell; GvHD, graft versus host disease; SLE, systemic lupus erythematosus; Y, effect was shown; N, effect was not shown
#MSCs were administrated intravenously except the special statement
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Résumé :

L’anévrisme de I’aorte abdominale (AAA) correspond a une dilatation progressive de
I’aorte dont la complication principale, et potentiellement mortelle, est la rupture. La
physiopathologie de ’AAA est complexe mais elle comporte une destruction des fibres
¢lastiques liée a 1’activité des métalloprotéinases (MMPs) matricielles, une apoptose des
cellules musculaires lisses et une infiltration inflammatoire chronique. Actuellement, il
n’existe aucun traitement pharmacologique permettant de limiter la progression et la rupture
de I’AAA. Les fibroblastes gingivaux (FGs) sont des cellules multipotentes anti-
inflammatoires qui permettent une réparation parfaite de la gencive sans cicatrice ni fibrose.
Ces propriétés font des FGs un candidat potentiel pour une approche de thérapie cellulaire de
I’AAA. Les FGs murins cultivés in vitro produisent une grande quantité de TIMP-1, un
inhibiteur des MMPs. Lorsque les FGs sont implantés autour de 1’aorte, ils survivent,
proliférent et s’organisent en une épaisse couche cellulaire au niveau de ’adventice. In vivo,
les FGs produisent au niveau de la paroi aortique de I’IL-10, du TGF-B, du collagene et du
TIMP-1. Parallelement les FGs inhibent 1’activité protéolytique de la MMP-9. Dans un
modele d’AAA induit par I’élastase, les FGs inhibent la dégradation de 1’¢lastine, I’infiltration
macrophagique et lymphocytaire ainsi que la croissance des AAA. L’invalidation génétique
de TIMP-1 dans les FG abolit leur effet protecteur sur le remodelage aortique et la formation
des AAA. Dans un second modele d’AAA induit par I’infusion d’angiotensine II et I’injection
d’anticorps neutralisant anti-TGF-B, les FGs limitent localement le développement de la
maladie vasculaire et préviennent la rupture de 1’aorte abdominale. L’ensemble de ces
données expérimentales suggére qu’une approche de thérapie cellulaire utilisant les FG
pourrait permettre de ralentir la croissance de I’AAA et in fine sa rupture.

Abstract :

Abdominal aortic aneurysm (AAA), frequently diagnosed in old patients, is
characterized by chronic inflammation, vascular cell apoptosis and metalloproteinases-
mediated extracellular matrix destruction. Depiste improvement in the understanding of the
pathophysiology of the aortic aneurysm disease, no pharmacological treatment is available to
limit dilatation and/or rupture. In the study reported here, we tested whether periadventitial
allograft of GF prevented abdominal aortic aneurysmal growth and rupture in mice and
investigated the mechanisms of vascular protection. In vitro, mouse GF proliferated and
produced large amounts of anti-inflammatory cytokines and Timp-1, an inhibitor of
metalloproteinases. When layed down in the periadventitial abdominal aorta, we documented
that GF survived in vivo, proliferated and organized as a thick layer. Furthermore, GF locally
produced I1-10, TGF-f and Timp-1. In an elastase-induced AAA, GF prevented both
macrophage and lymphocyte infiltration, elastin degradation and aneurysm growth. Specific
invalidation of Timp-1 in GF abolished the beneficial effect of cell therapy. In an Angiotensin
[I/anti-TGF-B model of AAA, GF cell therapy limited AAA development and prevented
abdominal rupture. Gingival fibroblast is a promising cell therapy approach to inhibit
aneurysmal progression and rupture through the local production of Timp-1.



