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Résumé

La thérapie cellulaire et I’ingénierie tissulaire constituent de nouvelles stratégies a évaluer dans le traitement de la
cardiopathie ischémique. Dans le cas particulier de I’infarctus chronique (IDMc), la possibilité de réhabiliter une
zone cicatricielle a partir de cellules souches mésenchymateuses de moelle osseuse (CSMs), ainsi que la
potentialité de remodeler 1’architecture ventriculaire pariétale, sont particuliérement discutées.

La premiére partie est un rappel des principaux concepts a 1’origine des espoirs fondés sur ces nouvelles voies
thérapeutiques. Dans la deuxiéme partie, nous présentons nos travaux concernant (1) I’injection cellulaire
myocardique directe par voie épicardique chez le rat et chez I’homme souffrant d’IDMc et (2) I’application
chirurgicale épicardique directe chez le rat IDMc, d’un patch tissulaire fabriqué a 1’aide de CSMs incluses dans
un réseau de collagene de type 1. Les résultats montrent que ’injection cellulaire directe est responsable d’une
réaction inflammatoire immédiate non spécifique. Néanmoins, ces travaux soutiennent aussi que (1) les CSMs
stimulent I’angiogénése locale en fonction de I’activité métabolique résiduelle et (2) le patch de CSMs favorise le
remodelage ventriculaire inverse chez les rats infarcis.

Dans la derniére partie, nous revenons, d une maniére plus générale, sur ces résultats qui restent encore trop limités
pour espérer soigner une défaillance myocardique séveére. Néanmoins, bien que ces expériences ne confirment pas
la potentialité cardiogénique des CSMs, elles suggérent fortement la possibilité, par ces méthodologies, d’inverser
le cours naturel de I’IDMc.

Mots-Clés : Thérapie cellulaire cardiaque, Ingénierie tissulaire cardiaque, Infarctus du myocarde chronique,
Chirurgie cardiaque expérimentale, Cellules souche mésenchymateuse.

Abstract

Title : Treatment of chronic myocardial infarction: Impact of the bone marrow autologous mesenchymal stem cells

Cellular therapy and tissue engineering are new strategies to be tested in the treatment of ischemic cardiopathy. In
chronic infarction (MI) specifically, the possibility of rehabilitating a cicatricial zone using bone marrow
mesenchymal stem cells (BMSC) as well as the feasibility of remodeling parietal ventricular architecture are
especially discussed.

The first part reviews the main concepts which have led to these new promising avenues of treatment. In the second
part we present our work concerning (1) direct myocardial cellular injection via the epicardium in rats and in
humans suffering from MI, and (2) direct epicardial surgical application of a tissular patch consisting of BMSC in
a type I collagen network.

The results show that direct cellular injection is responsible for an immediate non-specific inflammatory reaction.
Nevertheless, the work also supports the notions that (1) BMSCs stimulate local angiogenesis on the basis of
residual metabolic activity, and (2) the BMSC patch stimulates inverse ventricular remodeling in infarcted rats.

The final part is devoted to a wider discussion of these results which are as yet too limited to hope to heal severe
myocardial failure. However, despite the fact that these experiments do not confirm the cardiogenic potential of
BMSCs, they do strongly hint at the possibility of using this methodology to invert the natural course of MI.

Keywords: Cardiac cellular therapy, Cardiac tissular engineering, Chronic myocardial infarction, Experimental
heart surgery, Mesenchymal stem cell.
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PREAMBULE

Depuis la seconde moitié¢ du XX*™ siécle, le traitement de la cardiopathie ischémique
est devenu un enjeu majeur de santé publique a I'échelle mondiale!. Cette maladie, si répandue
mais jamais attendue, est intimement liée a la survenue et a la progression de l'infarctus du
myocarde. Entité a la fois grave et ordinaire, elle désigne elle-méme une large variété de
situations cliniques trés différentes. Pourtant, elle résume bien a elle-seule, une situation
physiopathologique constante et permanente : la mort post-hypoxique du cardiomyocyte’. Cette
dégénérescence biologique, au bout de quelques semaines, conduit alors inéluctablement au
remplacement du tissu mobile privé de sang, par celui aride et passif de la cicatrice fibreuse. Le
rappel de cette histoire naturelle, défavorable sous bien des égards, ne doit cependant pas, ici,
nous faire passer sous silence les formidables progrés de 'organisation de la filiére de soin, de
la pharmacopée, de la cardiologie interventionnelle et de la chirurgie cardiaque dans la prise en
charge de la cardiopathie ischémique ; elles ont déja largement contribué et restent encore
aujourd’hui les fers de lance thérapeutiques qui permettent de réduire, au fil du temps, la

mortalité post-ischémique en routine clinique® °.

Neéanmoins, force est de constater, qu'exceptée la transplantation cardiaque, aucune
thérapeutique n'a jusqu'a présent permis d'effacer ou tout du moins d'atténuer significativement
la signature histologique de la nécrose myocardique et avec elle son cortege d'effets cliniques
déléteres. Des lors, les nouvelles stratégies thérapeutiques, telles que la thérapie cellulaire et
I’ingénierie tissulaire cardiaque ont focalisé notre intention depuis maintenant plus d’une
dizaine d’années grace aux énormes espoirs qu’elles portent en elles®®. Que nous puissions
imaginer la rénovation d’un tissu cardiaque contractile pérenne constituent & nos yeux une
authentique source de motivation : la régénération organique du mythe prométhéen

s’appliquerait-elle enfin au cceur déchu ?

La recherche des mécanismes impliqués dans le remodelage ventriculaire et la
découverte permanente des potentialités du « matériel cellulaire », nous permettent d’envisager
avec optimisme ’avenir de ces nouvelles thérapeutiques. Cependant, pour le médecin et son
patient, I’épreuve du feu est la seule qui tienne, et cela éclaire en partie l'organisation de notre
travail dans lequel nous concéderons volontairement une place prépondérante aux résultats pré-
cliniques et cliniques. En effet, depuis la parution de résultats expérimentaux spectaculaires

concernant la réhabilitation d’une zone d’infarctus aigu grace a la transplantation in situ de
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cellules souches®, nous avons voulu renouveler I’expérience dans notre laboratoire en nous
intéressant, pour notre part, aux situations hypoxiques chroniques. Cette investigation a d’abord
débuté par la transplantation intramyocardique de cellules souches mésenchymateuses (CSMs)
autologues d'origine médullaire en pleine zone cicatricielle fibreuse chez le petit puis chez le

10-12 et

gros animal. Les résultats histologiques et fonctionnels furent initialement encourageants
ce sont eux qui nous enthousiasmerent et nous conduisirent a proposer une stratégie
thérapeutique similaire applicable directement chez 1’homme. Nous incluons donc dans nos
travaux de recherche ces résultats cliniques riches d'enseignement qui présentent, au minimum,
l'intérét de mettre en exergue quelques unes des limites de cette approche!. Parallélement,
conscient de notre ¢éloignement considérable d’une réparation ad integrum du myocarde

malade, nous avons expérimenté diverses stratégies dérivées dont l'objectif ultime restait,

cependant, toujours le méme : favoriser le « remodelage inverse » du myocarde infarci.

Dans le travail qui suit, nous proposons de rappeler quelques uns des fondements
théoriques concernant la thérapie cellulaire cardiaque a I’aide des CSMs au sens large puis nous
présentons nos travaux a la fois sur leur versant clinique, comme nous 1'avons déja mentionné,
et sur leur versant expérimental qui constitue encore aujourd'hui I’essentiel de notre approche.
Nous avons, plus particuliérement, congu un véritable « patch tissulaire » réalisé a partir de
CSMs autologues organisées dans une matrice de collagene puis nous I’avons directement
greffé sur le myocarde infarci chronique du rat. A la lueur d'une littérature de plus en plus
abondante mais non moins contradictoire, nous commentons nos observations et nous
proposons un mod¢le explicatif des bénéfices thérapeutiques que nous cherchons a démontrer
chez le petit animal. Nous finissons par la présentation de nos orientations expérimentales
actuelles qui pourrons, nous l’espérons, servir de fondement a de nouveaux traitements

applicables prochainement chez I’homme.







Premiere partie : CONCEPTS GENERAUX



I. ISCHEMIE MYOCARDIQUE, INFARCTUS CHRONIQUE ET
REMODELAGE VENTRICULAIRE

Les arteres coronaires transportent du sang riche en oxygene et en nutriments vers le
myocarde permettant ainsi le fonctionnement continu de la pompe cardiaque!*!”. Cette méme
pompe contractile génére la pression et le débit coronaire indispensable a la pérennité du
déroulement du cycle cardiaque'®. A I'effort, la demande périphérique s'accroit et nécessite donc
une adaptation de la pompe myocardique!®. L'accroissement du travail myocardique est
intimement li¢ a 'augmentation du débit coronaire qui s'adapte en partie grace a la vasomotricité
du réseau cardiaque artériolaire et a l'adaptation des échanges microcirculatoires'” ?°. Par
convention, nous décrivons ces situations comme "normales" ou encore "physiologiques" (état
cardiaque basal et/ou a l'exercice). L’ischémie myocardique regroupe, elle, I’ensemble des
phénoménes survenant dés que la perfusion ne permet plus de subvenir a la demande
métabolique « physiologique » tissulaire (Figure 1). Les conséquences de I’hypoperfusion
myocardique constituent donc un vaste éventail de réponses qui dépendent de la durée et de
I’intensité de I’ischémie mais aussi des mécanismes tissulaires préexistants pouvant moduler

I’adaptation a la situation pathologique.

Brievement, rappelons que la survenue de l'ischémie induit une hétérogénéité de la
perfusion des couches myocardiques (dépendant du territoire coronaire atteint, de son anatomie,
de ses suppléances macro et microcirculatoires, etc.) (Figure 2). Cette inadéquation entraine tot
ou tard un dysfonctionnement initialement endocardique puis épicardique et enfin la
dysfonction devient transmurale. Ces observations sont, entre autres, corrélées a la nature
microcirculatoire et surtout a l'activit¢é myofibrillaire correspondante. La couche sous-
endocardique, constituée de fibres longitudinales relativement pauvres en récepteurs P, parait
en effet plus sensible a l'ischémie, occasionnant une dysfonction précoce de la relaxation
tissulaire (dysfonctionnement diastolique). La dysfonction de la couche sous-épicardique, plus
riche en fibres circulaires et en récepteurs [, aggrave cette situation entrainant une altération de
la contraction tissulaire (dysfonctionnement systolique) qui s'aggrave davantage en cas
d'atteinte transmurale (atteintes de l'ensemble des couches myofibrillaires)®! 2. Les
conséquences cellulaires et tissulaires corrélées a ces observations suivent des séquences
graduelles et complexes qui correspondent chacune a des stades et a des évolutions différentes

de la cardiopathie ischémique. D'emblée, nous émettons donc [’hypotheése que [’impact
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thérapeutique de la thérapie cellulaire sera fonction du type de cardiopathie ischémique traitée
si bien que la détermination précise du stade ischémique doit étre un parameétre indispensable
dans I'analyse qui suit toute expérimentation dans ce domaine. Aussi, bien que nous annoncions
clairement nous intéresser, dans ce travail, au stade ultime de 1’ischémie myocardique signifié
par I’infarctus du myocarde chronique, il nous semble utile de rappeler briévement d’une part
les principaux stades de 1’ischémie myocardique et d’autre part les principales conséquences
cellulaires et tissulaires qui définissent le statut d’infarctus du myocarde chronique. Dans la
suite de notre travail, nous assimilerons cette dénomination a celle de « nécrose myocardique »,
dénomination souvent utilisée en pratique clinique, bien que reflétant, elle aussi, des situations

bien souvent hétérogenes.

Blocked Lumen in Branch
of Left Coronary Artery

Anterior infarct

Figure 1: L'athérome, premicre étiologie de I'ischémie myocardique.

Transmural
Left ‘
% ventricle
Subendocardial
Mi

Figure 2 : Schématisation de l'atteinte ischémique des couches myocardiques.
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1. Sidération, hibernation et ischémie chronique.

Le myocarde ventriculaire consomme en moyenne environ 8 mL d’oxygene pour 100
mL de muscle par minute®® (ce qui nécessite en moyenne un débit coronaire d'environ
250mL/min chez l'adulte). Mais seulement environ 15% de ce volume sont nécessaires a la
survie cardiomyocytaire, les 85% restants constituant I’apport nécessaire a la transformation
énergétique cellulaire en contraction myofibrillaire. Un cardiomyocyte vivant n’est donc pas
forcément un cardiomyocyte « contractile » et nous avons appris que sa « fonctionnalité » est
étroitement liée au débit coronaire. Au repos, le débit coronaire peut souvent suffire au
fonctionnement cardiomyocytaire méme en cas de sténose athéromateuse marquée
(angiographiquement supérieure a 50%)>* 2°. A l'effort, si la réserve de débit coronaire est
insuffisante (autrement dit une diminution du ratio entre le débit coronaire maximal et le débit
coronaire basal), I'ischémie tissulaire devient alors patente pour des sténoses coronariennes qui

pouvaient étre parfaitement "silencieuses" au repos.

Les observations expérimentales et cliniques nous ont appris que parfois,
immédiatement aprés la survenue d’une ischémie aigu€ provisoire, la fonction contractile
ventriculaire peut rester altérée quelques heures voire quelques jours alors méme que 1’ischémie
est corrigée (par rétablissement d’un débit coronaire "normal") : c'est ce phénomene qui est
communément appelé « sidération myocardique »**( Figure 3). De facon similaire, les
observations cliniques et chirurgicales post-pontages coronariens ont mis a jour le concept
d"hibernation myocardique": ce terme désigne un tissu myocardique non infarci qui recouvre
une fonctionnalité normale (en particulier du point de vue contractile) apres revascularisation
chirurgicale ou endoluminale®’, c'est-a-dire aprés le rétablissement d'un flux coronaire sanguin

"utile".

Ces deux phénomenes semblent assez proches du point de vue physiopathologique
puisqu'ils résultent de la réduction significative du débit coronaire (basal ou non) et que dans
les deux cas, ces situations traduisent donc l’existence de situations réversibles par la
restauration d’un débit coronaire adéquat. Par définition, elles ne correspondent donc pas a des
lésions histologiques majeures et irréversibles contrairement aux lésions d’infarctus comme

nous 1I’évoquerons plus loin. Néanmoins, quelques modifications morphologiques ont pu étre
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observées dans le tissu hibernant concernant les cardiomyocytes (diminution du nombre absolu,
diminution des myofilaments contractiles, dégénérescence du cytosquelette, réduction de la
taille des mitochondries, modification de la distribution de I'hétérochromatine dans le noyau,
apoptose) mais aussi dans le tissu interstitiel (débris cellulaires, présence accrue de

macrophages, de fibroblastes et de collagéne)?®.

100
S
(@]
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n Stunning

1 L
0 96
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Figure 3 : Illustration de l'effet d'une bréve occlusion coronaire (Hour ou heure 0) sur la fonction
systolique chez le chien d'aprés Bolli et al.?’. Aprés normalisation du débit coronaire, la fonction
systolique se normalise en quelques heures: cette période de dysfonction myocardique correspond a la

phase de "sidération myocardique".

Ces notions sont d’une importance cruciale en clinique routinieére puisqu’en découle, en
grande partie, les indications de revascularisation myocardique qui n’ont de sens que si elles
visent une amélioration fonctionnelle du patient. Par convention, du myocarde "sidéré" ou
"hibernant" est du myocarde viable (sous-entendu, capable de pouvoir retrouver une fonction
contractile). De méme, nous désignons par le terme "myocarde ischémique" ou "myocarde
ischémié" un myocarde souffrant d'ischémie aigué ou chronique par inadaptation du débit

coronaire mais sans préjuger de l'atteinte fonctionnelle. En d'autres termes, par habitude, le
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terme "ischémie" ne préjuge en rien a lui seul de la viabilité du myocarde. La viabilité est, par
simplification, réguliérement utilisée comme un paramétre purement qualitatif, alors qu'il
désigne en réalité une quantité corrélée a l'activité métabolique des cardiomyocytes. Il est donc
fondamental, en pratique clinique, d’étudier la « viabilité » du myocarde pour en déterminer le
degré d'atteinte. En routine, cette viabilité est étudié¢ selon diverses techniques dont les plus
fréquemment utilisées sont [’échographie de stress a la dobutamine, la scintigraphie
myocardique au Thallium 201 ou au Technétium 99- Sestamibi et depuis plus récemment I'/RM
et le PET-scan ('FDG-PET) (Figure 4). Dans notre laboratoire, nous avons plus
particulierement développé 1’utilisation de la tomoscintigraphie myocardique chez le petit

animal’’

. Le sestamibi est une molécule lipophile dont I’intégration intracellulaire requiert une
fonction mitochondriale intacte et une qualité membranaire préservée. Comparé au Thallium
201, le Technetium99-Sestamibi émet des photons a plus haute énergie et améliore ainsi la

résolution de 1’image’!

. L’acquisition des données synchronisées sur la contraction
myocardique (gated-SPECT) permet d’étudier en plus de la viabilité, la fonction ventriculaire
gauche globale et régionale. La réserve coronaire s'analyse grace a 1'étude myocardique au repos
et a l'effort. La description de cette méthodologie appliquée au petit animal a déja fait I'objet de

plusieurs publications par le laboratoire qui m'a accueilli.

Table | Simplified classification system for
flow-metabolism patterns in
18F.fluorodeoxyglucose-positron emission tomography
myocardial viability studies (see text for details)

Perfusion Glucose Category
metabolism
Preserved Preserved (Viable)
Reduced Preserved Mismatch (viable hibernation)
Reduced Reduced Match (non-viable)
Preserved Reduced Reverse mismatch (altered

regional glucose metabolism)

Figure 4 : Exemple d'interprétation, d'aprés Ghosh®?, des résultats obtenus grice au 18FDG-PET. La
confrontation des données sur la perfusion tissulaire et le métabolisme cardiomyocytaire permet de

différencier un tissu hibernant d'un tissu infarci (ou cicatriciel/fibreux/nécrotique).
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Le rapide apercu de ces concepts, nous rappelle la difficulté de définir précisément le
statut d'un myocarde souffrant d'ischémie chronique par insuffisance coronarienne. Il en
découle naturellement la complexité de nos prises en charge thérapeutiques, bénéfiques pour
les uns, inutiles pour les autres et pourtant souffrant tous d'une méme cause. La médecine
régénérative appliquée a la cardiopathie ischémique est donc un concept général répondant a
une pathologie polymorphe. Par conséquent, répétons-le, pour chaque protocole de thérapie
cellulaire et/ou d'ingénierie tissulaire il nous faut définir au mieux le statut myocardique ou

ischémique que nous voulons traiter.

2. Infarctus aigu

L'infarctus du myocarde est la perte significative du contingent cardiomyocytaire suite
aune ischémie ou a un défaut d'irrigation coronaire réversible ou non. Il survient habituellement
apres l'occlusion compléte d'une branche vasculaire myocardique en l'absence d'une suppléance
circulatoire efficace. Nous désignons sa survenue par l'adjectif "aigu", mais sa dénomination
peut étre enrichie par l'attribution de sa zone topographique de survenue plus ou moins étendue.
Il est soit endocardique (si l'atteinte est restreinte) soit transmural (touchant I'ensemble de la
paroi ventriculaire). L'ensemble des cascades biochimiques secondaires a l'ischémie® ne peut
pas étre détaillé ici, et nous ne nous limiterons qu'au rappel des principales conséquences
macroscopiques, cellulaires et interstitielles qui concourent au socle conceptuel du bénéfice

hypothétique de la thérapie cellulaire et/ou ingénierie tissulaire cardiaque.

En pratique, il existe une définition universelle de ce que 1'on peut appeler "infarctus

"4 post-ischémique, somme toute bien plus clinique que biologique. Celle-ci est

aigu
régulierement remise a jour en fonction des progres des outils diagnostics disponibles pour la
médecine. Dans tous les cas, elle désigne, par convention, I'ensemble du phénoméne conduisant
a la mort de cellules cardiomyocytaires (sous entendu "mort = disparition irréversible"). Aussi
bien chez 'homme que chez le petit mammifére, on considére que la phase aigué de l'infarctus
est contemporaine d'une réaction inflammatoire locale et générale s'estompant

significativement au dela de quelques semaines (en général cinq a six semaines chez 'homme

et quatre semaines chez le rat). Divers points de vue concourent a la définition universelle de
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I'IDM aigu, et permettent par conséquent de le mettre en évidence en temps réel et surtout a

posteriori ; nous ne citerons ici que les plus spécifiques et les plus usuels.

-Le point de vue anatomo-pathologique permet la définition la plus indiscutable puisqu'elle est
la seule qui confirme par l'observation directe la perte irréversible du contingent
cardiomyocytaire contractile ainsi que la disparition d'un systéme microcirculatoire. En phase
aigué, de nombreuses cellules (polynucléaires neutrophiles en particulier) infiltrent le tissu
ischémié. En outre, concernant la mort des cardiomyocytes, de plus en plus de données laissent
suggérer que les phénomenes d'apoptose seraient prépondérants sur les phénomenes de nécrose

cytolytique (oncose).

-Le point de vue biochimique, grace au dosage dans la circulation systémique de marqueurs
plus ou moins spécifiques (par exemple myoglobine, troponine, CPK, LDH etc.), t¢émoigne de
la lyse cellulaire cardiomyocytaire. Indispensables dans le diagnostic d'infarctus aigu, ils

deviennent néanmoins inutiles d'un point de vue qualitatif et quantitatif en phase chronique.

-Le point de vue de l'imagerie cardiaque sera évoqué ultérieurement, mais que ce soit les
techniques de médecine nucléaire ou bien les méthodes échographiques, ce point de vue
présente l'originalité de pouvoir quantifier, plus ou moins précisément, la nécrose myocardique

aussi bien en phase aigué qu'en phase chronique.

-Le point de vue de 1'¢lectrocardiographie ne peut étre passé sous silence tant son apport
quotidien est important et fondamental pour I'analyse des modifications électrophysiologiques

post-ischémiques.
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Figure 5 : Nécrose post-infarctus a la phase aigu€ ( nécrose de coagulation). Sur la photo de gauche on
peut noter l'infiltration cellulaire, et a droite les cardiomyocytes avec un cytoplasme éosinophile et

dépourvu de noyau désignent la zone nécrosée.
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Figure 6 : Apres quelques semaines, évolution vers la fibrose (phase chronique) et amincissement de la

paroi ventriculaire.

3. Infarctus chronique et conséquences macroscopiques

Nous adopterons donc la définition classique de l'infarctus chronique comme I'ensemble
des phénomenes modifiant la situation tissulaire cardiaque a la suite de l'infarctus aigu. Chez
I'homme, comme nous l'avons dit, la période "infarctus aigu" se prolonge jusqu'a la Séme ou
6eme semaine apres l'apparition du phénomene. Chez le rat, la période "infarctus chronique"
peut, elle, étre désignée comme celle débutant dés la fin de la 4éme semaine apres le début de
l'infarctus aigu, phase a partir de laquelle l'inflammation aigué post-nécrose cellulaire (se
définissant par l'infiltration interstitielle de cellules exogenes) s'estompe significativement et la
cicatrice fibreuse prend grosso modo sa taille définitive. La distinction entre phase aigué et
phase chronique de l'infarctus du myocarde correspond bien a une réalité mais reste tout de
méme quelque peu arbitraire puisque de nombreuses modifications tissulaires locales et
globales se poursuivent bien au-dela de la 4¢me semaine post-infarctus aigu suggérant ainsi un

remodelage précoce, intermédiaire et tardif>>.
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Figure 7 : Aspect macroscopique d'une séquelle d'infarctus. Cette photo montre explicitement

I'amincissement de la paroi ventriculaire au niveau de l'apex.

Un certain nombre de modifications moléculaires, plus ou moins activées par I'hypoxie
chronique (altération du métabolisme physiologique quasi-exclusivement aérobie) ou par
'augmentation de la pression ventriculaire endocavitaire (mécanismes de mécanotransduction)
sont responsables d’une réorganisation cellulaire et interstitielle dont les conséquences peuvent
se traduire in fine au niveau symptomatique clinique. Les modifications en taille, en forme ainsi
que celles concernant l'altération de la fonction ventriculaire constituent le « remodelage
ventriculaire ». Ces modifications ne concernent pas uniquement le tissu victime de l'infarctus

a la phase aigu. De nombreux travaux>® 3’

ont déja démontré que la zone d'infarctus tendait a
s'étendre dans le temps. Cette expansion se fait au détriment d'une zone tissulaire acontractile
mais complétement perfusée voisine de la zone cicatricielle fibreuse et qui progressivement va,
elle aussi, subir aussi un remodelage (Il peut donc s'agir initialement de zone hibernante qui
vont continuer a se dégrader). Nous voudrions ici insister sur la nature multifactorielle de la

survenue du remodelage puisqu’il conjugue divers processus comprenant péle-méle I’activation
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des axes neuro-hormonaux, la perte continue de cardiomyocytes fonctionnels par apoptose,

I’effet chronique de la surcharge ventriculaire et la réorganisation de la matrice extra-cellulaire.

Apres la survenue d'un infarctus du myocarde, le ventricule change donc de forme, de
taille et finalement de fonction. Mais le remodelage ventriculaire n'est pas un phénomeéne
linéaire unique: il peut étre la conséquence de 1'ensemble des cardiopathies. Dans le cas de la
cardiopathie ischémique, la taille de l'infarctus et le délai depuis 1'accident initial constituent
des ¢éléments essentiels qui conduiront & un remodelage corrélé a ces parameétres initiaux. Il
s'agit néanmoins plus d'un phénomeéne évolutif que d'une conséquence terminale. Dans le cadre
de notre expérimentation, quelques points peuvent étre rappelés : le remodelage post-
ischémique est un remodelage excentrique et asymétrique (a l'opposée du remodelage des
cardiomyopathies dilatées dites "primitives") qui se caractérise par la dilatation de la cavité
ventriculaire et 1'amincissement de la paroi cardiaque ischémiée. Il implique aussi 1'extension
progressive de la zone infarcie a partir de la zone bordante essentiellement. L'anévrysme
ventriculaire gauche en constitue une forme d'évolution caricaturale mais aussi particulierement

grave.

4. Conséquences cellulaires de I'infarctus

Le phénomene cellulaire post-infarctus caractéristique, d'ailleurs commun a de
nombreuse cardiopathies dégénératives, est la mort cellulaire, c'est & dire la perte a priori
irréversible d'un contingent plus ou moins important cardiomyocytaire contractile. L'estimation
précise du nombre de cellules qui meurent reste a préciser bien que certains auteurs rapportent
ce nombre entre 1 et 1,5 milliard de cellules chez 'homme pour ce qu'ils désignent comme un
"infarctus typique". Le remodelage ventriculaire post-ischémique, désignant lui I’expansion de
la zone infarcie, la dilatation ventriculaire ainsi que I'amincissement de la paroi ventriculaire®,
implique d'autres mécanismes de modification cardiomyocytaire dont les principaux semblent
étre 1’hypertrophie cardiomyocytaire, 1’¢longation cytoplasmique et le réarrangement

topographique de ces cellules.
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Sans vouloir rentrer dans les détails des mécanismes de la mort cellulaire, nous tenons
cependant a en rappeler les principes généraux, puisque leur connaissance inspire de nouvelles
voies thérapeutiques souvent directement couplées aux thérapies cellulaires et/ou ingénieries
tissulaires cardiaques®. Le premier type de mort cellulaire a avoir été mis en évidence est celui
désigné par le terme de "nécrose cellulaire"* *°. Briévement, sa survenue peut se résumer
comme suit: le métabolisme cardiomyocytaire physiologique est quasiment totalement aérobie
(2 environ 95%) mais suite a I'anoxie post-infarctus, la glycolyse anaérobie, prenant a son
compte la production d'ATP, conduit a une accumulation de ion H et donc acidifie le milieu
cellulaire. Les pompes Na'/H" s'activent, et a leur tour les échangeurs Na*/Ca®" réduisent leur
capacité a déplacer le calcium intra-cellulaire dont la concentration cytoplasmique s'accroit. Le
mouvement se poursuit par une augmentation du transport calcique vers les mitochondries,
concomitante d'une augmentation de 1’activité déshydrogénase dépendant du calcium et d'une
réduction du flux d'électron au sein de la chaine de transport mitochondriale (le ratio
NADH/NAD diminue et la production de lactate augmente). Il en résulte une réduction de la
concentration d'ATP et un accroissement des radicaux libres de l'oxygéne. L'ensemble des
pompes dépendantes de 1I'ATP dysfonctionnent, le milieu intra-cellulaire s'acidifie
(accumulation H', activation protéolytique au sein des lysosomes), la perméabilité
membranaire mitochondriale s'accroit. In fine, le déséquilibre osmotique intra/extra-cellulaire
conduit a une entrée massive d'eau intra-cellulaire entrainant un gonflement cellulaire et
l'éclatement de la membrane plasmatique. La nécrose cellulaire est aussi responsable de la
réaction inflammatoire survenant en phase aigué€. En phase chronique, les mécanismes de la
nécrose cellulaire adoptent d'autres voies mais semblent aussi contribuer a la progression des

cardiopathies ischémiques vers un ¢état d'insuffisance cardiaque.

L’apoptose, appelée aussi « mort programmeée », est un autre type de mort cellulaire
fortement impliquée dans I'évolution de la cardiopathie ischémique. Résumons-le rapidement;
elle se caractérise par 1'enchainement d’une série de modifications morphotypiques comme la
réduction de la taille cellulaire, la fragmentation membranaire et une rapide phagocytose par
les cellules avoisinantes sans déclenchement de la réaction inflammatoire. La caractéristique
biochimique de ce phénomene consiste en la fragmentation de I’ ADN nucléaire. Ce phénomene

3 que chez ’homme**. De plus, ce

d’apoptose a été mis en évidence aussi bien chez I’animal*!
phénomene est activé non seulement dans la zone touchée par 1’infarctus aigu mais également

a distance de la zone non perfusée® (remote zone). Cependant, a notre connaissance, il n’a pas
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¢té démontré de corrélation importante entre I’intensité du remodelage ventriculaire telle la
dilatation anévrysmale et le taux d’apoptose de la zone bordante, alors que cette corrélation
devient plus évidente si on étudie les corrélations du remodelage ventriculaire global avec le

taux d'apoptose dans les zones myocardiques a distance de la zone initialement infarcie’”.

Enfin, nous finirons en rappelant quelques points concernant le réle de la macro-
autophagie® survenant lors de l'infarctus. La macro-autophagie désigne le mécanisme
d'englobement d'un grand volume du contenu cytoplasmique (dépots de glycogene, ribosomes,
organites tels les mitochondries et les péroxysomes) dans une vacuole autophagique. Cette
derniere fusionne avec des lysosomes pour former un autolysosome. Le produit non dégradé de
cette digestion intra-cellulaire constitue le corps résiduel. Bien que les mécanismes exacts
soient toujours en cours d'investigation, nous savons que chez les eucaryotes*’ et en particulier
dans les cardiomyocytes*®, la privation de nutriments, I'hypoxie et les radicaux libres de
'oxygéne, induisent ce mécanisme d'autophagie. Dans le cas de l'infarctus du myocarde, nous

ne possédons que peu d'informations>’

mais certaines observations suggerent que ce mécanisme
pourrait jouer un role particulier dans les zones bordantes de la cicatrice fibreuse et contribuer
ainsi au remodelage chronique. Par exemple, 1'équipe de Buss a montré chez le rat, que
l'inhibition mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) pouvait limiter le remodelage post-
infarctus suggérant 'augmentation du mécanisme autophagique par cette voie au niveau des

cardiomyocytes de la zone bordante, entrainant a son tour une limitation de l'activité

protéolytique®’.

Nous avons évidemment focalisé ces rappels sur le cardiomyocyte ventriculaire qui n'est
bien entendu pas la seule cellule victime du processus ischémique. Ce groupe est lui-méme
constitué de différents contingents plus ou moins exposés: les cellules-M, les cardiomyocytes
sous-endocardiques et les cardiomyocytes sous-épicardiques. Par ailleurs, le fonctionnement
cardiaque dépend étroitement du contingent cellulaire non-cardiomyocytaire constitué par les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les cellules sympathiques
et para-sympathiques, les cellules du squelette cardiaque, les cellules immunitaires et bien
entendu les cellules pace-makers qui peuvent aussi étre classées dans le groupe des

cardiomyocytes.
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5. Conséquences interstitielles de l'infarctus

Le tissu infarci est essentiellement occupé par des fibroblastes qui sont les concepteurs
de la cicatrice fibreuse. L'espace interstitiel du myocarde est occupé par des fibres de collagéne
de type I et Il qui s'organisent en un réseau qui maintient l'architecture myocardique et
l'alignement des cardiomyocytes tout au long du cycle cardiaque (représentant environ 80% et
10% de la quantité de collagene respectivement). L'organisation spiroidale des fibres facilite la
transmission de la force générée par la contraction cellulaire vers la cavité ventriculaire durant
la systole, et permet le stockage énergétique (et sa restitution) a I'origine du relachement rapide
des fibres myocytaires, lui-méme a l'origine de la phase de remplissage rapide de ventricule.
Ce maillage participe aussi a la solidité tissulaire permettant la prévention de la rupture
musculaire, aussi bien a I'état physiologique, qu'a la suite d'un infarctus du myocarde. La rupture
ventriculaire reste en effet, bien heureusement, une complication trés rare de l'infarctus aigu

mais de pronostic extrémement sévere.

En situation d'ischémie chronique ou bien a distance de la survenue d'un ou plusieurs
épisodes d'infarctus aigu, la cicatrice fibreuse constitue en quelque sorte la signature de la mort
cardiomyocytaire, puisque les cardiomyocytes sont remplacés par des fibres de collagéne I
(augmentation du ratio collagene I/collagene III). En plus de cet aspect visible
macroscopiquement, la fibrose s'étend tout autour des structures vasculaires et microvasculaires
voisines en réduisant par la méme occasion les espaces interstitiels, entrainant alors, une
réduction de la taille des cardiomyocytes situés au voisinage de la zone infarcie proprement dite
(phénomene d'atrophie). Les observations post-mortem de patients ayant présenté des infarctus
du myocarde confirment ce phénomene d'extension fibreuse qui s'étend bien au-dela de la zone
privée de circulation de fagon chronique. Ce phénomene évolutif s'explique en partie par
l'occupation de la zone 1ésée par des cellules proches des fibroblastes, appelées plus
précisément myofibroblastes car elles expriment l'a-actine musculaire lisse. Ces cellules
possedent jusqu'a un certain degré des propriétés contractiles trés limitées et orientent
essentiellement leur métabolisme dans la formation du collagéne de type 1. Notons ici que ce
sont ces cellules qui expriment en partie I'angiotensinogene et la rénine intracellulaire a 'origine
de l'expression extracellulaire de 1'angiotensine II, cibles essentielles de notre pharmacopée
lusitrope. Les métalloprotéinases (MMPs), qui sont activées lors de la premiére semaine suivant

l'infarctus aigu, ne contribue que partiellement dans l'extension fibreuse observée en cas de
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cardiopathie ischémique chronique. Notons que son origine n'est probablement pas unique et
qu'une voie de différenciation a été mis en évidence, entre autres, a partir de la cellule souche

mésenchymateuse d'origine médullaire.
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Figure 8 : Origines diverses possibles des myofibroblastes retrouvés dans le myocarde infarci remodelé

d'aprés Van Den Borne et al*.

6. Vascularisation : impact macro et micro circulatoire de l'infarctus du
myocarde.

Le systéme circulatoire cardiaque constitue une piece maitresse dans le fonctionnement
myocardique. Dans le cceur sain, l'essentiel de la résistance artérielle se situe au niveau
artériolaire® (vaisseaux de 50 a 150 um de diamétre, c'est-a-dire microcirculatoire). Le tonus
artériolaire dépend de la demande métabolique tissulaire et peut augmenter le débit coronaire
jusqu'a cinq fois sa valeur basale en réponse a divers stimuli, comme l'adénosine ou une breéve
période d'ischémie. Par contre, en cas d'insuffisance coronarienne d'origine athéromateuse,
1'¢1ément résistif limitant se redistribue au niveau des arteres et artérioles de plus gros diameétre.

Nous connaissons assez bien la répartition macroscopique coronaire et ¢’est cette cible que nous
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pouvons le mieux atteindre par nos thérapeutiques dites « de revascularisation myocardique »
endoluminales ou chirurgicales. De plus, pendant une période plus ou moins longue, la
perfusion myocardique est maintenue grace a des mécanismes d'autorégulation. Peu a peu, ces
mécanismes finissent par €tre dépassés et le tissu souffre d'ischémie jusqu'au stade ultime par

privation macro-circulatoire secondaire a l'infarctus par thrombose coronaire.

La répartition microcirculatoire et surtout son fonctionnement par rapport au tissu
contractile qui 1’entoure est plus difficile & analyser (mesures par vidéomicroscopie ou
myographe par exemple) et reste encore a préciser. Néanmoins, le concept de résistance
coronaire microcirculatoire (CMVR ou coronary microvascular resistance) semble plus clair
depuis quelques années’. Il n'est pas question ici de détailler ce sujet mais simplement d'en
rappeler deux éléments primordiaux ; premierement, la régulation du tonus artériolaire est
extrémement complexe et sous l'influence de diverses voies moléculaires. D'ailleurs, leurs roles
évoluent avec la cardiopathie ischémique comme par exemple le role du complexe rénine-
angiotensine”!, le réle de la fonction endothéliale® ou encore celui des canaux calciques et
potassiques impliqués dans la contraction/relaxation des fibres musculaires>®. Deuxiémement,
la CMVR n'est pas seulement déterminée par les caractéristiques intrinseques des micro-
vaisseaux mais aussi par la fonction cardiaque globale et la nature interstitielle péri-vasculaire
qui, en augmentant les contraintes extrinséques, modifient et régulent également le flux

coronaire tissulaire®* >,
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Figure 9 : représentation schématique du réle des pressions tissulaires sur la microcirculation.

En cas d'infarctus chronique, les examens nucléaires cardiaques de routine permettent
de quantifier la réduction de la perfusion tissulaire. Cette mesure est corrélée a l'altération
micro-circulatoire de la zone infarcie qui elle-méme est un €élément pronostic de la survie
cardiomyocytaire (signalons rapidement que 1'ischémie/reperfusion peut aussi occasionner des
lésions durables équivalentes a celles secondaires a l'infarctus). Aussi, nous concevons
facilement que le rétablissement du mécanisme micro-circulatoire soit devenu une des cibles
prioritaires des thérapies cellulaires cardiaques ainsi qu'un des défis lancés a l'ingénierie
tissulaire cardiaque qui non seulement doit trouver une solution de reconstruction
cardiomyocytaire mais aussi une solution pour recréer le lien vasculaire entre le tissu hote et le

tissu greffé.
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7. Impact de la cardiopathie ischémique sur la fonction ventriculaire.

Nous avons largement insisté sur I'hétérogénéité des situations d'ischémie myocardique
et nous pourrions en déduire logiquement une hétérogénéité de l'atteinte fonctionnelle.
Initialement diastolique puis systolique, 1'atteinte ventriculaire revét une importance essentielle
puisqu'elle engendre directement une symptomatologie bien connue chez le malade. De plus,
nous savons qu'elle est fortement corrélée a la mortalité post-ischémique®® (Heart and Stroke

Statistical update. The American Heart Association, Dallas, 1999).

L'atteinte de la fonction ventriculaire peut étre régionale ou globale. Dans tous les cas,
l'atteinte de la fonction systolique traduit un défaut de contractilité mais rappelons encore que
ce dysfonctionnement peut toucher des territoires viables (myocarde sidéré et myocarde
hibernant) ou non viables (infarctus chronique appelé aussi nécrose myocardique). D'emblée
nous pouvons donc déduire une série de mécanismes physiopathologiques a I'origine de la perte
de la contraction, le plus évident et le plus grave étant la perte définitive du matériel contractile
autrement dit des cardiomyocytes comme c'est le cas dans l'infarctus chronique. L'hypertrophie
cardiomyocytaire compensatrice et I'effet Starling liée a 1'étirement des fibres ne suffisent pas,
a cause de la progression du remodelage, a compenser cette perte et donc a maintenir une
fonction adaptée a la demande. L'étude de la viabilité, essentielle dans le pronostic du succes
d'une revascularisation coronarienne, doit donc s'intégrer impérativement a 1'é¢tude de la
fonction ventriculaire. Le choix des méthodes d'investigations fonctionnelles (cathétérisme
cardiaque, médecine nucléaire, IRM cardiaque, échographie de stress...) et leur interprétation
restent néanmoins complexes y compris quant a leur réelle valeur pronostic. En effet, des
analyses histologiques myocardiques révelent des situations souvent hétérogenes y compris
régionalement au sein d'un méme ventricule, montrant parfois des zones tissulaires a la fois

partiellement infarcies et partiellement hibernantes.

La fonction "pompe", comme la fonction "perfusion" d'ailleurs, fait l'objet de
modélisations mathématiques complexes qui présentent I'intérét d'intégrer enfin les propriétés
physico-chimiques du tissu myocardique comme sa compliance globale ou encore la
viscoélasticité des couches myocardiques, en plus des propriétés de contraction sarcomérique

régionale ou globale. Du niveau cellulaire au niveau cardiaque macroscopique, la fonction
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semble complétement liée a la structure de l'architecture ventriculaire. Cliniquement, la
traduction en est l'altération de la fonction ventriculaire qui finit par accompagner le processus
de remodelage ventriculaire. Ces concepts généraux, que nous développerons mieux apres la
présentation de nos expériences, sont fondamentaux pour comprendre 1'approche globale que
constitue pour nous la thérapie cellulaire et/ou I'ingénierie tissulaire : plus qu'une substitution
cellulaire ou tissulaire, I'ambition réelle de ces techniques vise essentiellement la restauration
d'une fonction. En thérapie cellulaire et/ou ingénierie tissulaire cardiaque, la fonction "pompe"

du ventricule est la fin qui justifie les moyens.
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II. LES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES DE MOELLE
OSSEUSE

1. Définition et réservoir

La définition de ce que constitue une cellule souche mésenchymateuse de moelle
osseuse (CSM) s’affine avec 1’amélioration de la caractérisation de ce type cellulaire, bien
qu’elle tienne sa définition initiale, qui reste valable, des conditions de sélection de celle-ci.
Alexander Friedenstein, du Gamaleya Institute de Moscou, a réussi a isoler des cellules issues
de la mise en culture de moelle osseuse qui présentaient la capacité de s’accrocher a la paroi
des boites de culture cellulaire et qui étaient capables de se différencier en cellules
ostéoprogénitrices®’. Par la suite, différentes recherches concernant la concentration et la
composition idéale du sérum bovin feetal (FBS, Fetal Bovin Serum) ont permis le
développement de cultures de cellules souches mésenchymateuses de moelle osseuse de
manicere mieux systématisée. Peu a peu, divers auteurs démontreérent qu'a partir d'un méme
contingent cellulaire, il était possible d'obtenir des lignées osseuses, cartilagineuses, des
adipocytes et mémes des myocytes : les cellules souches mésenchymateuses étaient donc
capables d'évoluer en divers types cellulaires au phénotype bien caractérisé faisant d'elles des
cellules souches adultes dites multipotentes. De nos jours, les CSMs peuvent étre cultivées in
vitro soit a partir de technique de culture par méthode d’adhérence soit par sélection de gradient
de densité. Néanmoins, il n’existe pas de méthode permettant pour I’instant de prédire
I’évolution de la CSM ou de fagon plus pragmatique, nous ne connaissons pas l'ensemble des
marqueurs de surface exacts qui caractérisent les CSMs. Méme s'il ne s'agit pas directement de

l'objet de notre investigation, rappelons I'essentiel de la carte d'identité membranaires des CSMs

-Marqueurs positifs pour les CSMs>® : CD13, CD29, CD44, CD49b Integrin a2, CD49e Integrin
a5, CD54 ICAM1, CD71 Transferrin Rec, CD73 SH-3, CD90 Thy-1, CD105 Endoglin, SH-2,
CD106 VCAM, CD166 ALCAM.

-Autres marqueurs moins positifs des CSMs: B2-Microglobulin, Nestin, p75, HLA ABC,
SSEA-4, TRK (ABC)
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-Marqueurs négatifs pour les CSMs : CD11, CD14, CD18 Integrin 2, CD31 PECAM, CD34,
CD45, CD49d Integrin a4, CD50 ICAM 3, CD62E E-Selectin, CD117, CD133.

-HLA DR est negative mais inductible avec de I’interféron-y.

Nous avons inscrit en caractére gras CD34, CD44, CD45, CD90 qui caractérisent souvent
communément les CSMs et 1'étude de ces marqueurs est d'ailleurs le choix que nous avons fait

au cours de notre expérience.

Les cellules souches mésenchymateuses ne se trouvent pas exclusivement au sein de la
moelle osseuse ; elles sont aussi présentes au sein de la plupart des tissus conjonctifs du corps
humain mais en quantité plus restreinte (par exemple dans le tissu adipeux ou encore dans la
pulpe dentaire). Dans la moelle, leur nombre est bien moindre que celui des cellules souches
hématopoiétiques. On estime ainsi qu’elles ne représenteraient que 1 sur 10000 a 1 sur 100000

cellules présentes dans la moelle osseuse, avec un nombre absolu qui décroit avec 1’age””.

Par contre, une fois mises en culture dans les conditions adéquates que nous décrirons
plus tard, elles présentent un fort pouvoir mitotique si bien qu’une seule de ces cellules peut
étre a I’origine de pres d’1 million en a peine trois semaines. Elles conservent cependant une
propriété d’inhibition de contact (« contact inhibited »). Ceci signifie que lorsque leur
confluence devient conséquente, les cellules ralentissent leur vitesse de division jusqu’a I’arrét
complet de cette division. Ce phénomene pourrait expliquer en partie leur nombre restreint in
vivo. Cette propriété concernant leur limitation de multiplication est par ailleurs trés intéressante
dans I’optique d’une utilisation clinique puisque qu’elle diminuerait, a priori, le risque tumoral

en cas de transplantation dans le tissu cardiaque in vivo.

2. Plasticité et potentiel cardio-vasculaire

I1 a été possible de différencier les CSMs en différentes lignées : ostéocytes, arthrocytes,
adipocytes, cellules musculaires mais aussi en cellules non issues du mésenchyme : cellules
neurales, cellules épidermiques. Sa capacité de se différencier en cellule musculaire et a fortiori
en cardiomyocyte réellement "mature et fonctionnel" reste tout de méme encore tres

controversée.
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In vitro, Fukuda et Makino dés 1999%° ont rapporté la possibilité de transdifférencier
des CSMs en cardiomyocytes apres les avoir traitées avec de la 5-azacytidine. Quelques temps
plus tard, la méme équipe démontre que ces cellules cardiogéniques peuvent étre greffées dans
le myocarde de souris et peuvent s'intégrer et adopter les caractéristiques des cellules du tissu
hote®!. Néanmoins, du méme aveu de 1'équipe pionniére en la matiére®?, deux écueils principaux
persistent dans cette approche: (1) la 5-azacytidine est un agent déméthylant potentiellement
tératogene, (2) I'efficience en terme d'obtention de lignée cardiogénique a partir des cellules de
moelle osseuse mises en culture reste modérée. Différents travaux ont pourtant confirmé cette
potentialité en obtenant des cellules exprimant des marqueurs cardiomyocytaires (par exemple
la myosine, l'a-actinine, la vimentine ou la troponine I) a partir de CSMs d'origine médullaire®:
64 mais aussi a partir de celles issues de la graisse sous-cutanée® et du cordon ombilical®. Les
travaux sur le role de 1'épigénétique®” et donc des facteurs de méthylation de I'ADN dans le
devenir cellulaire phénotypique suggere que les CSMs capables de se différencier en
cardiomyocytes pourraient étre des cellules souches cardiogéniques encore indifférenciées,
bien que beaucoup d'autre groupes cellulaires aient aussi montré la possibilité de se différencier

en cellules présentant aussi des caractéristiques cardiomyocytaires® .

La co-culture entre CSMs et cardiomyocytes in vitro constitue une autre source
d'obtention de cellules aux caractéristiques cardiomyocytaires a partir des CSM. L'équipe de
Wang?, a induit une différenciation des CSMs en une lignée exprimant I'a-actinine, la desmine,
la ¢TnT, toutes caractéristiques du versant cardiomyocytaire mais aussi une lignée exprimant
plutot des marqueurs de cellules musculaires lisses (calponin, a-SMA) a partir d'une co-culture
de CSMs et de cardiomyocytes adultes chez le rat. Les conditions de culture, co-culture,
facteurs de croissances, etc., des CSMs sont donc déterminantes : en présence de VEGF, IGF-
1 et EGF par exemple, la différenciation endothéliale parait bien documentée aujourd'hui’’. Une
autre étude a montré, elle, la possibilité d'obtenir des cardiomyocytes-like a partir de CSMs
humaines traitées avec un cocktail contenant de 1'insuline, de la déxaméthasone et de 1'acide
ascorbique’?. Le potentiel du devenir phénotypique ne suffit pas a garantir un résultat
thérapeutique. Nous évoquerons les problématiques de l'intégration cellulaire et les principaux

résultats obtenus dans ces tentatives lors des prochains chapitres.

Electrostimulation :
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Les cellules souches ont la capacité de se différencier en plusieurs types cellulaires qui font
d’elles une possibilité attractive pour la régénération des tissus myocardiques. La
différenciation des cellules souches peut étre achevée par une stimulation physique externe
comme I’¢électrostimulation (a, b, ¢), par champs magnétiques (d) et par compression cyclique
(e). L’¢lectrostimulation est une méthode siire pour induire des modifications physiques et
biochimiques des cellules souches vers des cellules cardiaques, sans utiliser des vecteurs viraux
ou d’agents « déméthylants ». L'azacitidine et un inhibiteur de la méthylation de I'ADN, d'ou

son nom d'agent déméthylant (f). L'électrostimulation des cellules souches implantées dans une

matrice de collagéne pourrait étre une approche sire et efficace pour la survie et la différenciation de
cellules souches en cellules cardiaques. Cette matrice biologique pré-conditionnée pourrait étre utile

pour le support et la régénération du myocarde chez les patients ayant une cardiomyopathie ischémique

(9)-
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3. CSMs et facteurs paracrines

Depuis quelques années, nous savons le role essentiel que joue le microenvironnement

sur la biologie cellulaire. En ce sens, le réle des CSMs dans le tissu sain et dans le tissu 1ésé
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tient une place particuliére. Les CSMs semblent régulés leur microenvironnement non

seulement par contact direct mais surtout via une activité paracrine intense. Différents

mécanismes peuvent alors étre induits comme l'angiogénése, l'action anti-apoptose, 1'action

mitogene et aussi la libération de facteur de homing. Parmi les principaux facteurs de croissance

et cytokines, retenons : VEGF, HGF, IGF-1 et SDF-1. L'induction d'une "hyper-expression"

d'un facteur déterminé constitue en soi une nouvelle cible thérapeutique déja en cours

d'évaluation’>.
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Figure 10 : Mécanismes impliquées dans les propriétés thérapeutiques des CSMs et rdle des facteurs

paracrines. D'aprés L.da Silva Meirelles et al”™.

De plus, 'activité paracrine des CSMs a pu étre utilisée dans le but d'induire l'activité

des cellules progénitrices cardiaques (cellules CPC) résidentes dans le myocarde’. Tant leur

migration que leur survie sont favorisées par HGF, VEGF et IGF-1. Les CSM pourraient aussi
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favoriser le homing des cellules progénitrices endothéliales (cellules EPC) par l'intermédiaire

de la sécrétion de SDF-1a"°.

4. Immunogénécité et immunomodulation des CSMs

Les CSMs auraient wune activit¢ immunomodulatrice par des effets
immunosuppresseurs. Bien que les CSMs expriment le MHC de classe I, elles ne possedent pas
le composant B7, molécule co-stimulatrice, et peuvent donc échappées a la reconnaissance des
CD4'T helpers et CD8" cytotoxiques. Les CSMs semblent aussi interagir avec d'autres cellules
immunitaires comme les T helper 1 et 2, les cellules dendritiques en réduisant leur production
de cytokines pro-inflammatoires comme l'interféron y (IFN-y) et diminuent l'activité¢ des
cellules NK (Natural Killer) par l'intermédiaire d'un réduction de la production d'IL-2. Les
CSMs, grace a leur immunogénécité réduite, peuvent donc aussi étre utilisées pour traiter des

organismes allogéniques.

5. Résistance a ’hypoxie et a la privation de glucose

Certains travaux’’ ont avancé des preuves de la supériorit¢ des MSC sur les
cardiomyocytes quant a leur résistance a I’hypoxie suggérant que ces cellules font preuve d’une
plus grande flexibilité métabolique pour reprendre 1’expression de certains auteurs’’. L’hypoxie
semble étre un inducteur de la réaction apoptotique chez la MSC® mais cette induction ne
prendrait effet que beaucoup plus tardivement que pour le cardiomyocyte natif. Ce mécanisme
adaptatif est dépendant de la glycolyse. De plus, I’hypoxie ne bloque pas les potentiels de
transdifférenciation cellulaire. Apres 48 heures d’hypoxie, seules 15% des MSCs dans I’étude
de Mylotte’” présentaient des signes de mort cellulaire, grice au maintien d’un métabolisme
anaérobie reposant sur des concentrations faibles en ATP basé sur un métabolisme

glycolysique.
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Le préconditionnement a I'hypoxie avant transplantation dans un IDM est devenu dés
lors une nouvelle voie d'optimisation des propriétés bénéfiques des CSMs. L'hypoxie induirait

? comme Hif-1, Ang-1,

une production accrue de facteurs utiles a la survie et a 'angiogénése’
VEGTF, Flk-1, érythropoiétine (EPO), Bcl-2. Encore plus surprenant, les CSMs précontitionnées

dans un milieu anoxique développeraient aussi des propriétés cardioprotectrices®’.

Dans le cadre de notre travail, ces observations assez récentes que nous ne pouvons pas
détaillées ici, sont venues soutenir la validité de I'hypothése de la survie des CSMs in vivo dans

un milieu hypoxique comme celui de la nécrose myocardique.

Figure 11: Aspect morphologique "fibroblast-like" de CSMs en culture. (Photo prise dans notre

Laboratoire).
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III. LE CONCEPT DE LESION/REPARATION AU NIVEAU
MYOCARDIQUE

Chez 1'homme, comme chez la majorit¢ des mammiféres, la régénération
cardiomyocytaire semble étre un phénomeéne marginal®!. Aussi, l'incapacité apparente de notre
ceeur de tout pouvoir "auto-réparateur” nous a conforté depuis de nombreuses années dans les
stratégies thérapeutiques a suivre. Dans ce domaine, la transplantation cardiaque apparait
comme le plus radical mais aussi le plus efficace des traitements de l'insuffisance cardiaque
terminale dont, rappelons-le, presque la moiti¢ des cas sont secondaires a une cardiopathie
ischémique évolutive. Néanmoins, les difficultés organisationnelles d'une part (diagnostic de la
mort cérébrale, pénurie d'organes) et thérapeutiques d'autre part (probléme du rejet et effets
secondaires liés a 'immunosuppression) limitent largement la diffusion de cette prise en charge
qui demeure encore I'exception comparativement a 1'étendue de la pathologie®* (En France, par

exemple, nous réalisons moins de 400 transplantations cardiaques par an).

La nécessité de découvrir d'autres options thérapeutiques pouvant rétablir une fonction
cardiaque est donc toujours restée un challenge dans le domaine de la cardiologie. La thérapie
cellulaire, déja appliquée dans d'autres disciplines, ne semblait pas convenir au myocarde avant
I'émergence de l'utilisation des cellules souches puisqu'il paraissait peu concevable d'obtenir, a
partir de biopsies par exemples, suffisamment de cardiomyocytes natifs pour compenser la
pénurie myocytaire de I'organe malade... Mais la découverte du potentiel inhérent a la plasticité
de certaines cellules souches a permis d'entretenir cette perspective et la mise en évidence que
certaines cellules souches extra-cardiaques, pour l'essentiel d'origine médullaire, présentaient
la capacité¢ de se greffer au sein du myocarde 1¢ésé, a fini par convaincre de la possibilité

d'éventuels bénéfices. Les premiéres observations®* 84

ayant démontré la capacité migratrice de
cellules vers le myocarde sont issues de 1'étude de biopsies endomyocardiques réalisées chez
des patients masculins ayant été transplantés avec un cceur de femme. Chez ces patients, les
biopsies ont montré clairement des cellules a phénotype cardiomyocytaire avec des noyaux dont
le matériel chromosomique confirmait l'origine masculine. Bien que I'origine précise de ces
cellules reste débattue, deux concepts ont pu émerger: premierement, le myocarde lésé attire
des cellules souches par un mécanisme qui devait se préciser par des travaux ultérieurs et

deuxiemement, ces cellules souches particulieres ont la capacité de se greffer au sein du tissu

lése. De plus, depuis ces premiéres études, d'autres observations suggerent fortement que ces
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cellules souches peuvent se différencier en cardiomyocytes capables de s'intégrer au reste du

contingent cellulaire local.

Dés lors, quelques unes des hypothéses sous-jacentes expliquant l'efficacité de la
médecine régénératrice par thérapie cellulaire et/ou ingénierie tissulaire peuvent s'appuyer sur
des phénomenes physiologiques et physiopathologiques "naturels". Certains de ces aspects sont
évoqués dans ce chapitre que nous ¢€largirons a certains concepts de la réparation chirurgical
avant de rappeler quelques uns des principaux résultats d'une application thérapeutique qui a

maintenant déja plus d'une décennie.

1. Embryogénese cardiaque: le modele originel.

Tous les tissus de I’embryon sont issus des cellules de la masse interne (inner cell mass)
du blastocyste précoce®. Ces cellules sont initialement fotipotentes, ce qui signifie que ces
cellules peuvent se différencier dans toutes les cellules du corps humain si elles se trouvent dans
la situation adéquate. Au fur et a mesure du développement, le potentiel de différenciation
cellulaire s’amoindrit jusqu’a la constitution d’un tissu dit différencié¢ des différents organes
qui nous constituent. Les tissus a renouvellement « rapide » comme le sang ou la peau sont
connus depuis longtemps pour présenter des cellules souches, présentant des caractéristiques
communes avec les cellules embryonnaires indifférenciées capables de se renouveler dans leur
état indifférencié et de se différencier. En fait, depuis la multiplication des études a propos des
cellules souches, il s’avere qu’elles seraient bien plus répandues qu’initialement pensé, et ce
dans I’ensemble des organes. Ces observations sont venues alimenter I’espoir d’une médecine
régénérative par amplification des possibilités de renouvellement préexistantes. C’est pourquoi,
il nous semble essentiel d’investiguer le domaine du développement embryologique puisque la
formation du muscle cardiaque peut servir de trame ou quelque part de mod¢le naturel dans la
perspective de la thérapie cellulaire cardiaque. Ce bref rappel permet lui-aussi de préciser le
cadre conceptuel de notre travail expérimental et nous aidera a enrichir notre réflexion

ultérieure.
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Figure 12: Résumé de la formation cardiaque chez 'homme

Les couches des organismes vertébrés s’organisent pendant la gastrulation en trois
feuillets : I’endoderme (interne), 1’ectoderme (externe) et le mésoderme (entre les deux).
L’endoderme est a I’origine du tube digestif et de 1’arbre respiratoire, I’ectoderme est a 1’origine
de la peau et du systeme nerveux, et le mésoderme est a | 'origine de toute une variété d 'organes
dont le coeur. Plus précisément, le coeur est issu des « lateral plate mesoderm » qui évoluent
aussi en sang et en vaisseaux sanguins gagnant les organes centraux et aussi les membres. Le
systéme circulatoire constitue le premier systéme a fonctionner et le cceur, le premier organe a
assurer son role. Ce schéma est similaire chez les poissons, les amphibiens, les oiseaux et les
mammiferes. Les progéniteurs cardiaques se dirigent progressivement vers la ligne médiane
des la gastrulation puis pendant la neurulation. Les cellules se rejoignent de chaque coté, puis
forment ensuite un tube composé par une couche myocardique externe et une couche
endocardique interne. Le cceur ne constitue alors qu’un tube primitif mais présentant déja la
capacité de battre. C’est pendant cette période que la différenciation cardiomyocytaire a lieu. Il
reste cependant difficile de retracer ce processus de différenciation qu’il est habituel, en fait, de
subdiviser en compétence, spécification, détermination et seulement finalement,
différenciation. C'est avant la différenciation finale que se perd la capacité de régénération
myocardique, mais certains auteurs ont mis en évidence la capacité du cceur feetal, y compris
chez le mammifére®, d'avoir une réponse régénératrice efficace contrairement a la situation

adulte.

36



Grace a cette approche embryologique, l'histoire du cardiomyocyte se précise. Les
facteurs qui potentialisent la compétence et les facteurs de transcription impliqués dans le
contrble de la différenciation cardiomyocytaire pendant la phase de spécification, constituent
autant de cibles potentielles pouvant intervenir dans la régénération cardiomyocytaire. Parmi
les facteurs de transcription favorisant la cardiomyogénése, Nkx2-5%7 % et les protéines de la
famille GATA4/5/6% semblent impliquées dans les processus de croissance pour le premier et
de migration pour les deuxi¢mes. Citons aussi comme exemple les protéines de la famille MEF
2 qui chez la drosophile, sont impliquées dans la spécification cardiogénique mais aussi
musculaire squelettique®® ce qui n'est pas complétement confirmé chez les mammiféres. Ce trés
bref apercu n'a que pour seul objectif de montrer l'importance des signaux et autres facteurs de
croissance nécessaires a l'induction cardiomyogénique que nous devons découvrir pour mieux
sélectionner les cellules au potentiel cardiogénique. Le contréle de la prolifération des
cardiomyocytes et 1'étude de la différenciation en cardiomyocyte atrial ou ventriculaire,

constituent aussi d'autres exemples que 1'embryologie cardiaque permet de mieux appréhender.
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Figure 13: Schématisation de la cardiomyogénese au cours du développement embryologique ;

importance des signaux périphériques.
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2. Des cellules souches dans le ceeur adulte

Depuis maintenant quelques années, nous possédons des preuves concernant I'existence
de cellules souches présentes dans le myocarde humain apres la période feetale ce qui a
sérieusement ébranlé¢ le paradigme de la non régénération myocardique. Les premieres
démonstrations de chimérisme observé au sein des coeurs transplantés par Quaini®* nous
orientaient clairement vers une origine extra-cardiaque des "néo-cardiomyocytes" mais de plus
en plus de travaux suggerent, eux, l'existence locale de véritables cellules souches ("cardiac
progenitor cells" ou CPC) capables de proliférer et d'emprunter la voie de différenciation de la
lignée cardiomyocytaire. L'équipe de Megeney®!' fut la premiére a démontrer l'existence de
telles cellules en étudiant le contingent cellulaire (moins de 1% des cellules cardiaques) capable
d'exclure de son cytoplasme le colorant Hoechst 33342 (qui marque I'ADN) ce qui constitue
une des propriétés des cellules souches d'organe grace a une activité élevée de transporteurs
membranaires cyto-protecteurs (ATP-binding cassette transporters)’?. Peu de temps aprés,
I'équipe d'Anversa® marqua nos esprits en décrivant la découverte d'une autre population
cellulaire plus précisément caractérisée (pour l'essentiel C-Kit", CD34", CD45", Lin") par une
petite taille par rapport a un cardiomyocyte adulte et relativement rare (1 pour 1000 myocytes).
Ces cellules immatures ont pu étre mises en cultures in vitro et ont montré leur capacité a

emprunter la lignée cardiomyocyte mais aussi endothéliale.

Cependant, ces cellules conservaient un phénotype immature et surtout se sont montrées
incapables, in vitro, d'avoir une activité contractile. Aussi, pour tester leur capacité de
maturation finale en cardiomyocytes contractiles, des transplantations cellulaires dans le
myocarde infarci ont été entreprises. Ces cellules ont alors exprimé des protéines sarcomériques
ainsi que la connexine 43 et il fut aussi observé une prolifération capillaire. Comme d'habitude,
la premiére objection émise concernait la possibilité de ces cellules a fusionner avec les
cardiomyocytes adultes locaux. Il est bien évident que la controverse concernant la fusion
cellulaire dans toutes les expériences de thérapie cellulaire cardiaque demeure et rend les
débats parfois houleux. Néanmoins, face a cette objection, Anversa démontre que le contingent
marqué des cellules transplantées ne suffit pas a expliquer 1'ensemble des observations in situ
et de plus, la plupart des "néo-cellules" in situ sont bien diploides et non tétraploides. D'autres

types cellulaires ont depuis pu étre isolés et candidats a de futures applications cliniques. L'un
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d'entre eux exprimant le Stem Cell Antigen 1(Sca-1+, CD34-, CD45- plus précisément)
exprime une activité télomérase reverse transcriptase fortement liée a 1'auto renouvellement
cellulaire®, mais cette fois-ci encore une différenciation aboutissant en cardiomyocyte mature
n'a pas encore pu étre obtenue. Toujours est il que I'équipe de Bergmann® a méme pu estimer
le taux de renouvellement cellulaire au sein du myocarde humain a environ 1% par an chez
l'adulte jeune alors qu'il diminue progressivement avec I'dge pour descendre sous la barre des
0,5% par an chez l'adulte plus agé. L'origine "historique et géographique" précise de ces
progéniteurs cardiaques n'en reste pas pour autant certaine, et les travaux de Quaini sur coeur
transplanté, en restent une des plus belles illustrations®*. D'autres auteurs’® ont montré que
certaines cellules épicardiques possédaient des propriétés de différenciations vers diverses
lignées impliquées dans la constitution cardiaque : cellules endothéliales,fibroblastes et méme
cardiomyocytes. Encore plus spectaculaire, Eisenberg’’ a mis en évidence la capacité de
certains macrophages a se transdifférencier en cardiomyocytes adultes, expliquant peut-étre par
cette voie la potentialité thérapeutique de la fraction mononuclée des cellules de la moelle

osseuse libérée en cas d'agression tissulaire cardiaque.

Finalement, a 1'heure actuelle, les différentes cellules souches mises en évidence en
intra-myocardique présentent des marqueurs antigéniques bien différents de ceux des cellules
matures, mais le devenir phénotypique de ces cellules reste encore trés controversé. Cependant,
les expériences de mises en cultures de ces cellules progénitrices constituent une stratégie
prometteuse de thérapie cellulaire. Notons qu'a ce sujet c'est I'équipe de Giacomello en 2004
qui rapporte en premier la possibilité d'isoler et de cultiver des cellules souches cardiaques a
partir de simples biopsies endomyocardiques réalisées chez 1'homme. Ce qui reste siir et qui
finalement fait du dogme faisant du cceur un organe différencié terminal une réalité clinique,
c'est que la capacité¢ de renouvellement des cellules cardiaques est totalement insuffisante en
cas de lésion aigu€, comme lors de la survenue d'un infarctus par exemple, pour régénérer un

myocarde contractile et fonctionnel.

3. Cytokines, facteurs de croissances, chémokines dans la cardiopathie
ischémique et role dans le homing cardiaque.
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La réponse inflammatoire est explosive en phase aigu€ mais se poursuit tout au long de
I'évolution de la cardiopathie ischémique ayant un impact variable dans le temps sur la
cicatrisation post-lésionnelle. Le recrutement extra cardiaque de cellules progénitrices
cardiaques est une autre voie de réparation tissulaire dont le principe réside dans 1'appel a
distance d'autre cellules par sécrétion de facteurs chimio-attractifs. Ce phénomene fortement
intriqué au premier et principalement mis en évidence en post-ischémie aigué®®, semble moins

prépondérant en situation chronique.

A. Réponse en phase aigue post-infarctus

La réponse inflammatoire qui caractérise l'infarctus aigu est particuliérement active et
constitue un des déterminants de I'étendue de la Iésion myocardique directement en rapport avec
le pronostic de la maladie'®. Elle se traduit, pour le clinicien, par I'élévation du nombre total
de globules blancs circulants. Mais depuis quelques années, certains auteurs ont mis en
¢vidence une ¢€lévation spécifique de certains progéniteurs endothéliaux ainsi que de cellules
souches hématopoiétiques pouvant témoigner d'une tentative de réponse a l'agression

ischémique®® 1°1.

La sécrétion tissulaire intense de cytokines en phase aigué (avec un pic a une semaine
environ) jouerait également un réle dans la réparation ou tout du moins dans la cicatrisation

102 ot facteurs de croissance ont été étudiés au sein du

tissulaire. Plus d'une dizaine de cytokines
tissu lésé. Par exemple, le TNF-a (Tumor Necrosis Factor) et les Interleukines /L-15 et IL-6 ont
été dosées a des taux jusqu'a 50 fois plus élevé dans la zone infarcie et méme jusqu'a plus de 10
fois la norme dans le tissu sain environnant!%* % Leur taux est plus ou moins élevé en fonction
de I'¢tendue de la Iésion. La cause exacte de leur augmentation pourrait étre liée a différents
stimuli en plus de 1'ischémie elle-méme comme le stress mécanique'®® (par augmentation de la
pression pariétale liée au dysfonctionnement cardiomyocytaire comme nous l'avons déja
évoqué) ou les radicaux libres de l'oxygeéne!® par exemple. TNF-a, IL-1B, IL-6 et aussi TGF-
(Transforming growth factor) semblent faciliter la cicatrisation de l'infarctus en stimulant, entre

autres, la phagocytose des débris nécrotiques et la syntheése de la cicatrice fibreuse qui,

soulignons le ici, est vitale puisque sans elle la victime mourrait de rupture cardiaque quasi-
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systématiquement...Les macrophages infiltrant le tissu ischémié en réponse a la sécrétion du

MCP (monocyte chemoattractant protein) participeraient aussi a 'amplification du phénomene.

Dans la tentative de réparation myocardique de nombreux facteurs de croissance
interviennent aussi probablement en suivant un timing précis'?” 19, Parmi les principaux, des
facteurs tels IL-3, IL-6, G-CSF (Granulocyte-colony-stimulating factor), HGF (hepatocyte
growth factor), HIF-a (hypoxia-inducible factor), EPO (erythropoietin), VEGF (vascular
endothelial growth factor), et 7GF-f semblent pouvoir favoriser la mobilisation cellulaire d'une
part mais posséderaient aussi chacune un impact, par des mécanismes propres, sur la
cicatrisation de la l1ésion. Par exemple, G-CSF diminuerait le remodelage ventriculaire en

mobilisant les CSH et réduisant 1'apoptose locale!®”

, HGF intervient dans I'angiogénése et la
mobilisation des CSM!''®, VEGF est lui aussi intimement impliqué dans l'angiogénése et le

recrutement des progéniteurs endothéliaux.

Enfin, nous citerons quelques chémokines qui semblent spécifiques de la réponse post-
ischémique aigué: CXCLS8/IL-8 serait par exemple responsable de l'infiltration immédiate de
neutrophile observé en cas d'infarctus aigu. Egalement intéressant dans le cadre de notre travail,
l'axe SDF-1 ou CXCL12 (Stroma cell-derived factor) -CXCR4 tient un role particulier puisqu'il

serait la médiation principale du homing cardiaque en phase aigué''!.

B. Réponse en phase chronique post-ischémique

L'inflammation aigué caractérise les premiers jours suivant l'infarctus aigu mais elle se
perpétue et se chronicise, impactant directement le remodelage ventriculaire tardif. Alors que
la sécrétion des cytokines et des facteurs de croissance en phase aigué tend vers la limitation de
la 1ésion ischémique, en phase chronique, certains de ces mémes facteurs (TNF-a, IL-1, IL-6)
tendent a aggraver les lésions myocardiques. Rauchhaus'!> a méme pu montrer que leur dosage
plasmatique était corrélé a la mortalité des malades et certaines conséquences macroscopiques
ont maintenant été directement liées a leur activité. Par exemple, I'expression de I'lL-1 semble
corrélée a la concentration de collagene tissulaire suggérant le rdle de cette cytokine dans le
remodelage. D'autres cytokines auraient aussi un effet délétére sur la fonction ventriculaire par
l'intermédiaire de l'activit¢ NO'!?| elle-méme entrainant une inhibition de la réponse P-

adrénergique''®. Le TNF-o, aurait lui un role prépondérant via l'altération de la matrice-
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extracellulaire!’> en entrainant une diminution du ratio MMP/TIMP (activité
métalloprotéinase/activité inhibiteurs des métalloprotéinases) qui conduit in fine a

l'augmentation du taux de collagene tissulaire.

En plus de l'activité déléteére sur le remodelage ventriculaire, certains auteurs ont pu
mettre en évidence que le taux de cytokines inflammatoires, telles le TNF-a et I'lL-6 en phase

chronique, était directement li¢ au dysfonctionnement endothélial''®

. Laréduction de la réponse
aux cathécholamines et le dysfonctionnement du couplage électro-mécanique cardiomyocytaire
sont, de maniére moins démonstrative, d'autres voies par lesquelles 1'inflammation chronique

observée chez l'insuffisant cardiaque post-ischémique entretient 'aggravation de la pathologie.

La complexité des interactions entre les différents facteurs moléculaires, les cellules
restantes et les cellules circulantes permettent d'entrevoir la complexité que nous devrions

atteindre dans l'explication du potentiel thérapeutique de certaines cellules souches

4. La CSM: des propriétés uniques mais une candidate parmi tant d'autres

Les travaux précités ayant mis en exergue le role particulier des cellules souches
mésenchymateuses dans la réparation tissulaire, en ont fait une candidate privilégiée pour la
médecine régénératrice dont la place s'affirme de plus en plus, notamment dans le domaine
ostéo-articulaire. Dans le domaine de la cardiopathie ischémique, comme nous l'avons déja
rappelé, les extraordinaires propriétés paracrines représentent aujourd'hui leur plus bel atout
pour séduire l'expérimentateur, plus encore que leur plasticité multipotentielle. Loin d'étre
encore résolue, la compréhension des propriétés liées aux CSMs dans la réparation tissulaire
constituera, a terme, une des clefs qui fera de la cellule candidate la préférée des thérapeutes de

la cardiopathie ischémique.

Plusieurs travaux nous encouragent dans ce choix. En effet, lorsqu'elles sont perfusées
par voie intra-veineuse périphérique, des CSMs ont été identifiées dans plusieurs organes

artificiellement 1ésés: dans le cerveau embryonnaire!!” ou adulte!'8, dans le myocarde infarci'!®
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% comme nous I'avons déja signalé précédemment, dans le muscle squelettique blessé!?!, et
dans le rein'?. Signalons tout de suite qu'en cas de perfusion intra-veineuse en l'absence de
lésion organique artificiellement provoquée, les CSMs se retrouvent dans de multiples organes
comme les poumons, le foie, les reins et la rate. Des expériences ont aussi montré que la mise
en culture ex vivo modifiait per se les propriétés des CSMs puisque, par exemple, des CSMs
fraichement prélevées et réinjectées dans la circulation sanguine pouvaient se rediriger
préférentiellement vers la moelle osseuse, ce qui n'est pas le cas pour les CSMs mises en
cultures et secondairement réinjectées'?®. Les 1ésions attractives pour les CSMs peuvent étre

d'origines mécaniques mais aussi inflammatoires et tumorales. Ces travaux de perfusion de

CSMs n'expliquent cependant pas la situation réelle in vivo.

La controverse de la véritable nature in vivo des CSMs peut nous éclairer sur certains
points en particulier la discussion concernant le lien existant entre péricytes et CSMs. De
nombreuses observations sont venues étayer I'hypothese selon laquelle les péricytes, parfois
appelées cellules de Rouget, constitueraient un des pools in vivo des CSMs. Les péricytes sont
des cellules au contact des cellules endothéliales des artérioles, capillaires et veinules,
impliquées dans la stabilit¢ des micro-vaisseaux, la synthese de matrice extra-cellulaire et
I'immunité locale (action macrophage like). Le microenvironnement micro-vasculaire, plus
précisément péri-vasculaire, pourrait constituer une des niches des CSMs. Lors d'une 1ésion
périphérique, des signaux pourraient alors entrainer la division asymétrique des CSMs
entrainant dans le flux sanguin des cellules souches vers 1'organe cible. Ces CSMs pourraient
étre des péricytes, préts a passer dans la circulation grace a leur proximité géographique.
Rappelons aussi le travail de Chang'?* qui a rapporté en 2008 que les protéines exprimées au
cours de l'infarctus du myocarde aigu pouvaient induire I'expression de marqueurs
cardiomyocytaires retrouvés chez des CSMs aussi bien in vivo qu'in vitro (l'auteur rajoutait
alors des variations de pression pour mieux mimer la situation réelle). Enfin, pour que la greffe
cellulaire ou tissulaire ne reste pas qu'un transfert de cellules, des preuves de l'intégration aux
tissus hotes sont nécessaires et en particulier au niveau cardiaque, la réalité d'un couplage
¢lectro-mécanique (gap junctions). Dans ce domaine encore, les CSMs ont montré leur capacité

a établir des connexions avec les cardiomyocytes locaux par l'intermédiaire de la connexine

43125.

C'est pourquoi, plus que tout autre cellule, la pluripotentialit¢ des CSMs et leur
implication dans la réparation tissulaire et organique, leur facilité¢ d'obtention et leur innocuité
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apparente, constituent des arguments solides pour en faire une candidate, si non idéale, tout du
moins favorite. Néanmoins, la CSM ne fait en aucun cas actuellement 1'unanimité quant au fait
d'étre "LA cellule" pour réparer le cceur, et rappelons ici que la thérapie cellulaire cardiaque
regroupe un ensemble de techniques biologiques dont le seul point commun est finalement
l'utilisation d'un type ou d'un groupe cellulaire ayant un réle plus ou moins identifi¢ dans la
réparation tissulaire. Si la cellule embryonnaire reste la cellule la plus prometteuse, et pour
cause, c'est la seule dont les preuves de différenciation en cardiomyocytes fonctionnels
atteignent un niveau scientifiquement peu réfutable, de multiples cellules ont été testées dans
les mémes objectifs. Depuis plus d'une décennie, chez l'animal, les cellules étudiées ont été
principalement les cellules souches embryonnaires (cellules ES) comme nous 1'avons déja écrit,
les cellules souches hématopoiétiques (HSC), les cellules souches mésenchymateuses
(CSM)!26:127 1es cellules progénitrices endothéliales (EPC) et les cellules souches cardiaques
(CSC)!%. En clinique, mais bien entendu aussi chez I'animal, les cellules les plus souvent
étudiées ont été les myoblastes d'origine squelettique'?’, les cellules progénitrices endothéliales
circulantes'®®, et les cellules mononucléées (CMN) d'origine médullaire plus ou moins
sélectionnées'®!. Chaque type cellulaire répond a des définitions et a des conditions de culture
particulieres. L'expression de certains marqueurs de surface, la possibilité de transcrire certaines
protéines et bien entendu leur capacité de se différencier en différents types cellulaires, plus ou
moins compétant dans la cardiogénése, multiplient les possibilité de stratégie thérapeutique et
permet d'entrevoir méme une croissance exponentielle des potentialités si on envisage les
possibilités de co-cultures cellulaires. Plus récemment encore, l'intérét est devenu croissant
quant a l'utilisation des cellules issues du cordon ombilicales et les cellules souches induites
pluripotentes (iPSCs)!*%. Les travaux concernant le reprogrammation cellulaire devrait aussi
accroitre les pistes. Finalement, les comparaisons entre toutes ces différentes cellules pourraient
bien se multiplier ces prochaines années. Notons que dans ce domaine, Van der Bogt fut le
premier a se lancer dans une comparaison rigoureuse entre quatre types cellulaires différents
(cellules mononucléées vs myoblastes squelettiques vs cellules mésenchymateuses vs
fibroblastes) dans le traitement de 1'DM chez des souris ligaturées et les gagnantes furent les

mononucléées quant au critére de survie post-implantation!*3,
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Figure 14 : Schéma synthétiques sur les différentes voies thérapeutiques pouvant étre liées a 1'action des

CSMs dans la réparation cardiaque selon Gnecci'**,

5. Réparation chirurgicale: de la réparation macroscopique a l'ingénierie
tissulaire

In extremis, toute action chirurgicale cardiaque est une thérapie cellulaire et/ou un acte
d'ingénierie tissulaire. Néanmoins, nous distinguons aisément l'approche chirurgicale dont
l'objet de travail reste macroscopique voire millimétrique (dans le cas de la réalisation des
pontages) alors que 'approche proposée par la thérapie cellulaire se base sur la réparation a
partir d'une "brique" cellulaire. Pourtant, c'est bien le méme objectif de réparation micro et
macroscopique qui est entrepris et pour notre part nous nous inspirons directement de certaines

techniques de chirurgie cardiaque dont I'objectif est le remodelage inverse du ventricule gauche.
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D'ailleurs, cette parenté se reflete méme dans la terminologie. En effet, avant
l'avénement de I’aire de la médecine régénérative cardiaque, le terme de « cardiomyoplastie »
désignait pour le chirurgien cardiaque, avant tout, une intervention mise au point par
Chachques'*> 3¢ dans les années 80, dont le principe reposait (1) d'une part sur le remodelage
ventriculaire direct de la masse ventriculaire a I'aide de l'utilisation pédiculée du muscle grand
dorsal et, (2) d'autre part, sur l'utilisation d'une synchronisation du muscle cardiaque natif avec
le muscle squelettique (a l'aide de l'implantation in situ d'électrodes de pacemaker) qui
progressivement subissait une transformation myofibrillaire vers un tissu infatigable oxygéno-
dépendant. Le passage de la "cardiomyoplastie dynamique" a la "cardiomyoplastie cellulaire"
suit finalement un continuum dans la réparation myocardique et il n'est pas étonnant que ce soit
le méme groupe qui devint pionnier dans 'une comme dans l'autre de ces approches. En 2008,
cette double approche, cellulaire et chirurgicale, permet au méme groupe de 1'HEGP de
proposer chez I'homme le traitement de zones infarcies chroniques par l'application chirurgicale
directe d'une matrice enrichie par des cellules mononucléées de moelle osseuse'®’. L'étude
MAGNUM"?’, réalisée sur la comparaison de 20 patients insuffisants cardiaques post-
ischémiques, montre ainsi que cette approche permet d'augmenter 1'épaisseur du myocarde

infarci et améliore la fonction diastolique sans aucun effet secondaire observé.

Figure 15 : Cardiomyoplastie avec le grand dorsal selon Chachques'3¢.
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D’autres tentatives de remodelage ventriculaire inverse ont été proposées notamment

8 et/ou dans les

dans le cadre du traitement des anévrysmes ventriculaires gauches'
cardiopathies dilatées'>°. Si certaines approches ont apporté la preuve de leur bénéfice clinique,
d'autres, comme l'intervention de Batista, suscitent encore quelques interrogations et
soulignent, de notre point de vue, les limites des "approches macroscopiques classiques". La
réduction myocardique volumétrique dans le but de réduire la pression intraventriculaire gauche
et par conséquent la consommation d'O», ne résiste ni a I'analyse physiopathologique, ni a
I'épreuve clinique. Pour étre bref, il nous semble que sans l'intégration d'une dimension
métabolique cellulaire (garant de la production énergétique mécanique), les approches "macro-
chirurgicales" proposant une reconstruction purement morphologique, se heurtent a la nature
méme du tissu a réorganiser et a 1'objectif fonctionnel de ces thérapies. En d'autres termes, nous
pensons que la combinaison des deux approches, chirurgicales et cellulaires, ne doivent pas
s'éloigner 1'une de l'autre. De ce point de vue, I'ingénierie tissulaire cardiaque pourrait constituer
une sorte de synthése intégrant la vision micro-architecturale du biologiste a celle plus large

mais parfois trop empirique du chirurgien.

Figure 16 : Intervention de Batista
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6. Des données expérimentales prometteuses et des données cliniques
rassurantes.

Il n'est pas question ici de faire une revue exhaustive des différents travaux
expérimentaux et méme cliniques dont l'objectif était de mesurer les effets de la thérapie
cellulaire et/ou ingénierie tissulaire, compte tenu de I'accroissement véritablement exponentiel
du nombre de publications internationales aujourd'hui disponibles. A la fin des années 90 et au
début des années 2000, de nombreuses ¢tudes expérimentales ont mis en avant la possibilité de
réparer le tissu cardiaque 1ésé post-ischémique. Parmi les travaux les plus influant, nous avons
été marqués par les travaux d'Orlic® et de Tomita'*" !, Peu a peu, différents types cellulaires
furent testés dans diverses conditions. Quasiment a chaque fois, assez curieusement, preuve

était faite de leur efficacité thérapeutique chez le petit et le gros animal.

Cardiomyocytes  Injected Cell

Engrafted Cell

Disrupted Matrix ]

Restored Matrix —,

Figure 17 : Vision hypothétique de la greffe cellulaire selon Fedak'*?.
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A. Thérapie cellulaire cardiaque dans I'DM chronique

Les études animales et les essais cliniques sont singuliérement moins nombreux dans le
cadre de la cardiopathie ischémique, comparés a ceux réalisés dans le cadre de l'infarctus aigu.
De nombreuses revues sont disponibles concernant la thérapie cellulaire appliquée a la
cardiopathie ischémique, mais peu se consacrent exclusivement a la phase chronique de
l'infarctus. Réinsistons d'emblée sur la multitude de stratégies thérapeutiques envisagées,
notamment en ce qui concerne le choix de la "cellule-médicament". Les CSMs, vers lesquelles
nous nous sommes orientées, ne constituent donc qu'une approche parmi d'autres pour laquelle
il reste difficile d'établir une hiérarchie d'efficacité tant le nombre de parameétres a contrdler

pour une comparaison objective est élevé.

Rappelons tout de méme, qu'il revient a 'équipe de Tomita'*’ d'avoir réalisé la premiére
transplantation intramyocardique de cellules autologues de moelle osseuse dans la zone
cicatricielle de l'infarctus myocardique chez le rat. Quatre semaines plus tard, les auteurs ont
not¢ une différenciation en fibroblastes mais aussi en cellules musculaires avec quelques
caractéristiques cardiaques (cellules cardiac-like). Une expérience similaire retrouve des

141 De nombreux

résultats positifs en réalisant la transplantation en phase chronique chez le porc
auteurs rapportent des effets bénéfiques sur la perfusion et la fonction cardiaque alors que les
protocoles utilis€és n'ont souvent que pour seul point commun l'objectif de régénérer du
myocarde...Les hypotheéses concernant la transdifférenciation des cellules souches d'origine
médullaire se multiplient: différenciation par contact cellulaire, stimulation de voies de
différenciation vers la cardiogénese, recrutement de cellules souches cardiaques...Les
discussions restent ouvertes d'autant plus que la capacité des cellules transplantées a établir des
connexions intercellulaires ne permet pas d'enterrer définitivement la possibilité de fusion
cellulaire. Toujours est-il que rapidement, l'absence de preuves formelles, excepté en cas
d'utilisation de cellules embryonnaires ou de cellules cardiaques fcetales, concernant la
différenciation en cardiomyocytes fonctionnels (c'est a dire contractiles) conduit a soumettre

différentes hypothéeses pour expliquer les effets attendus. La stimulation de l'angiogénése locale

et le role des cellules dans la réorganisation du micro-environnement architectural redonne au
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partisan de l'efficacit¢ de la cellule souche mésenchymateuse des pistes de recherche
régulierement enrichies. Dans notre laboratoire, 1'amélioration de la perfusion a la suite d'une
transplantation épicardique de CSM chez le rat a aussi été observée et soutenue par une
méthodologie d'analyse de la perfusion objective. Il persistait néanmoins des doutes quant a
I'analyse de nos données liés a la méthodologie employée. En effet, si le choix de la
transplantation chirurgicale directement dans le cceur infarci par la voie épicardique semblait le
plus "simple", dans le but d'atteindre le tissu cible, nous avions bien conscience, que
l'intervention elle-méme constituait une agression chirurgicale devant stimuler une réaction
inflammatoire, elle-méme pouvant induire, momentanément du moins, une augmentation de la
perfusion locale secondairement aux effractions provoquées par l'aiguille elle-méme dans le
myocarde. C'est pour répondre a cette interrogation que nous avons conduit un travail dont
l'objectif était d'étudier I'effet a long terme de la transplantation des cellules CSM dans le coeur
infarci. Cette étude fait I'objet d'une publication que nous présentons a la suite de cette partie
(article 1). Ce travail a permis de montrer qu'il existait effectivement une réaction
inflammatoire non spécifique initialement, mais les résultats a long terme (2 6 mois) eux,

confirment le bénéfice de la transplantation des CSM en particulier sur les zones bordantes.

Les données cliniques sont, elles aussi, trés disparates mais nous rapportons
principalement cette fois-ci des résultats d’études ou les cellules mononucléées de moelle
osseuse ont été utilisées, car (1) d'une part, ces études sont plus nombreuses et bien mieux
documentées que celles n'utilisant qu'exclusivement la fraction mésenchymateuse des cellules
et (2) d'autre part, nous pouvons considérer que l'utilisation de I'ensemble des mononucléées
constituent une sorte de premiere étape avant 1'utilisation de fractions cellulaires "purifiées". En
2005, 1'équipe de Strauer'®’ rapporte les résultats d'une étude non randomisée consistant a
étudier I'impact de la perfusion intra-coronaire de cellules mononucléées provenant de la moelle
osseuse vers des zones victimes d'un infarctus aigu 5 mois plus tot. L'étude conclut en une
réduction de la taille du myocarde infarci associé a une amélioration de la FEVG. En 2006,
Assmus'* renforgant la méthodologie de son essai clinique démontre lui-aussi un bénéfice de
I'implantation de cellules souches par perfusion intra-coronaire mais aussi par perfusion
périphérique! Le bénéfice était lui aussi noté concernant I'amélioration de la FEVG globale avec
en particulier une amélioration de la contractilité dans les territoires cibles. Plus récemment,

1'équipe de Strauer une nouvelle fois!*4, rapporte de nouveau des résultats encourageants dans
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une ¢tude non randomisée présentant plus de 5 ans de recul (étude STAR) et qui a pour mérite

essentiel de démontrer I'innocuité de cette stratégie.

En fait dés 2001, certains auteurs!*® 147

ont pu tester l'injection intra-myocardique dans
des zones ischémiées réfractaires a tout autre traitement, soit par injections cellulaires
épicardiques directes soit par injections endocardiques par voie endovasculaire. Ils trouverent
une amélioration symptomatique pour les patients ainsi qu'un légeére amélioration de la
perfusion sans retrouver d'amélioration significative de la fonction globale. Profitant de
l'enthousiasme suscité par les premiers résultats expérimentaux que nous avons pu nous méme
reproduire ainsi que les quelques résultats cliniques alors a disposition, nous avons propos¢, des
2006, un travail de recherche clinique qui a été accepté dans le cadre d'un PHRC (Projet
Hospitalier de Recherche Clinique). Le détail de la méthodologie et des résultats de ce travail
sont présentés dans une publication qui fait suite a cette partie (article 2)'°. Entre temps, d'autres
résultats cliniques furent publiés confirmant une amélioration modeste, certes, mais

significatives des certains paramétres comme la perfusion et la fonction cardiaque globale!*:

149

Concernant les CSM plus particuliérement, elles ont aussi été étudiées en phase aigué'°

et en phase chronique'!

. Dans les deux situations, administrées par voie intra-coronaire, les
CSM semblaient €tre liées a une amélioration significative de la FEVG. Citons enfin les travaux
encore en cours APOLLO et PRECISE, cherchant a évaluer les CSM issues du tissu adipeux

autologue.

B. Ingénierie tissulaire cardiaque dans le traitement de I'IDM chronique.

L’ingénierie tissulaire cardiaque est la conception ex vivo d’un tissu tridimensionnel
faconné dans le but de remplacer, de réparer ou plus simplement de soutenir la fonction du
myocarde lésé. On définit classiquement ce concept par une triade qui comprend : (1) une
matrice d’origine organique ou bio-synthétisée, (2) des cellules qui permettent la cohésion de
la charpente et (3) des facteurs régulateurs qui influencent les interactions entre la matrice et

les cellules. Ces facteurs peuvent étre simplement les facteurs contenus dans le milieu de culture
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initial, mais ils peuvent aussi €tre rajoutés a différents moments de la conception du néo-tissu.
Ils sont d’origine chimique (hormones, cytokines, facteurs de croissance par exemple) ou bien
mécanique. Dans le cadre du traitement des cardiopathies, nombre d’auteurs tentent de
concevoir un tissu cardiac-like en ajoutant un facteur mécanique mimant la contraction

ventriculaire.

Dés la fin des années 50°, la possibilité de concevoir un tissu cardiaque ex vivo fut

152 Mais la premiére expérience d’ingénierie tissulaire cardiaque telle que nous

envisagée
’entendons maintenant, a été rapportée par Leor et al. en 2000'**. L’auteur a isolé des cellules
cardiaques et les a incluses dans une matrice d’alginate. La greffe avait été réalisée sur un IDM
de 7 jours. Les coupes histologiques ont révélé des fibres myocytaires bien organisées, des gap
junctions et ainsi que des néo-vaisseaux (capillaires). L’examen, révélait aussi la présence de
fibroblastes, de macrophages et de lymphocytes. Quasiment en méme temps, Fink et
Eschenhagen!>* ont proposé I’utilisation de collagéne de type I sous forme liquide pour créer
un tissu présentant une disposition tridimensionnelle des cellules. Par la suite, il a ét¢ démontré
que des cardiomyocytes immatures pouvaient s’organiser en tissu cardiac-like in vitro!'>>.
Zhao'>® propose de réaliser des moules permettant au tissu gélifié d’adopter la forme désirée
puis de transférer le nouveau tissu dans un appareil entrainant « un streching » simulant
lactivité contractile afin d’induire une mécano-transduction. Zimmermann, en 2006'3% 157
rapporta lui aussi des résultats trés prometteurs en utilisant des coeurs néonataux de rats. Ce
tissu ainsi synthétisé forme des couches musculaires lorsqu’il est implanté sur un IDM de rat

immunosupprimé. De plus, des la 4™ semaine, il fut mis en évidence un couplage électro-

mécanique entre le tissu greffé et le tissu hote, sans induction évidente d’arythmie.

Mais surtout, de notre point de vue, 1’avantage essentiel de 1’approche tissulaire
comparativement a I’approche cellulaire, est le fait, qu’il n’est pas indispensable, d’attendre
une intégration complete et harmonieuse du tissu néoformé, c’est-a-dire viser I’intégration et/ou
la différenciation cardiomyocytaire et le couplage électro-mécanique. En effet, I’ingénierie
tissulaire se donne aussi pour objectif la prévention de la dilatation ventriculaire et
I’augmentation de [’épaisseur ventriculaire qui sont deux phénomenes étroitement liés a
I’évolution délétére du remodelage ventriculaire. Ces bénéfices pourraient limiter la
dégradation fonctionnelle et méme améliorer la contractilité. Quelques travaux sont

particuliérement prometteurs comme par exemple ceux de Guo et al. en 2006!%% 1%

qui ont mis
au point un tissu a partir de cellules ES de souris, mélangées a une matrice de collagene. Ce
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tissu, mécano-induit in vitro a montré une évolution structurelle et fonctionnelle trés proche du
muscle cardiaque natif. Dans ce cadre, les CSMs sont particuliérement intéressantes par leur
facilité d’isolement et de multiplication in vitro. Miyahara'®® a montré que 1’utilisation d’un
matrice avec une mono-couche de CSMs issues du tissu adipeux permettait d’inverser le
remodelage en augmentant 1’épaisseur ventriculaire. Chen'®! a développé lui une matrice de
péricarde bovin acellulaire, poreux, qu’il a rempli avec des CSMs. Les rats syngéniques victime
d’un IDM amélioreraient leur fonction ventriculaire par 1’application de ce traitement. Ex vivo,
il a déja été congu, par Wei'®?, une matrice en 3D implantées avec des CSMs qui forment un
tissu cardiac-like viable multicouche. De plus, ces patchs ont démontré qu’ils induisaient une
véritable myogénése ainsi qu’une angiogénese par I'intermédiaire d’un accroissement de
I’action des cytokines et des facteurs de croissance!®!. Enfin, je citerai le travail de Simpson'®’
qui nous a fortement influencé, ou plutét devancé, puisqu’il a congu en premier un patch a partir
de CSMs d’origine humaine placée dans une matrice de collagene de type I, et appliqué sur le

versant épicardique de rats infarcis ligaturés.

En définitive, nous manquons actuellement de preuves formelles concernant l'impact
bénéfique des CSMs dans le cadre de l'infarctus chronique, et par ailleurs les mécanismes mises
en causes restent largement débattus justifiant l'intérét théorique de l'initiation de notre

expérience chez le petit animal dans la contribution de cette thématique évolutive.
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Deuxieme partie: TRAVAUX REALISES
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I. ETUDE DE LA PERFUSION MYOCARDIQUE CHEZ LE RAT APRES
TRANSPLANTATION EPICARDIQUE DE CSM (Article 1).

Résumé :

Dans ce travail, nous voulions étudier I’impact de la transplantation des CSM au sein
du myocarde infarci jusqu’au 6°™ mois post-opératoire. Pour ce faire, nous avons conduit une
¢tude comparative entre un groupe de rats témoins (groupe T, n = 7) présentant un infarctus du
myocarde chronique (IDMc) induit par ligature coronaire chez qui nous avons injecté du sérum
physiologique et un groupe de rat présentant un IDMc traité par une injection de CSM marquées
a '"!'"In-Oxine, en plein milieu de ’infarctus, par voie épicardique (groupe Th.Cell, n = 7). Le
controle de la répartition des CSM injectées était effectué grace a une tomoscintigraphie a
double acquisition SPECT In'!!/Tc*™ et nous pimes ainsi définir la zone IDMc précisément
traitée. La fonction ventriculaire et la perfusion tissulaire étaient évaluées par Tc’*™-Sestamibi
pinhole gated-SPECT itérativement pendant les 6 mois. Dés la 48°™ heure aprés injection, nous
avons mis en évidence une augmentation de la perfusion tissulaire des zones infarcies dans les
deux groupes, suggérant le réle d’une inflammation aigue liée a la procédure chirurgicale. Au
6°™ mois, cette amélioration persistait dans le groupe Th.Cell mais seulement au sein des
segments initialement hypoperfusés bordant la zone injectée (+10+£5%), alors que la perfusion
diminuait dans toutes les segments infarcis du groupe T. Nous n’avons pas mis en évidence de
différence quant a la fonction ventriculaire gauche. Cette étude confirme que (1) ’implantation
de CSM est liée a une amélioration de la perfusion tissulaire en cas d’IDMc et (2) ce bénéfice
Geme

persiste au mois au voisinage de la cible injectée, suggérant une action paracrine des

cellules implantées.
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II. THERAPIE CELLULAIRE DANS L'INFARCTUS CHRONIQUE
CHEZ L'HOMME: RESULTATS CLINIQUES (Article 2)

Résumé:

Dans ce travail clinique randomisé qui a pu étre réalisé dans le cadre d'un PHRC, nous
cherchions a démontrer I’impact bénéfique de ’injection de cellules mononucléées de moelle
osseuse autologue (CMN) au sein d’un infarctus chronique sévére (IDMc). 14 patients
présentant un IDMc défini par SPECT-sestamibi (fixation < 50%) et devant par ailleurs tous
bénéficiés de pontages coronaires, ont été répartis en un groupe témoin (groupe T, n =7) et un
groupe bénéficiant de la thérapie cellulaire par injection cellulaire épicardique (groupe Th.Cell,
n = 7). Les patients ont bénéficié d’un suivi clinique, rythmologique (implantation d’un
dispositif REVEAL®), échographique ainsi que par des examens SPECT, PET (/FDG) et IRM
jusqu’au 6°™ mois post-opératoire. Les segments IDMc du groupe Th.Cell (+6,8+5%) étaient
mieux perfusés au 6°™ mois comparativement au groupe T (+1,0£4%). Néanmoins, [’analyse
patient par patient a révélé que cette amélioration concernait principalement 3 patients traités.
Les IDMc de ces patients fixaient d’avantage le FDG (59+9% vs 38+£8%) et leur extension
transmurale en IRM ¢était plus faible (40+£6% vs 73+18%) comparativement aux autres patients
du groupe traité. Cette étude confirme I’innocuité de cette approche thérapeutique a moyen
terme. Par ailleurs, ce travail met en évidence que 1’amélioration de la perfusion liée a

I’injection cellulaire dépend de la viabilité résiduelle de la zone identifiée comme IDMc. Au

contraire, les zones plus séverement nécrosées, ne semblent pas répondre a cette stratégie.
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III. TRAITEMENT DE L'INFARCTUS CHRONIQUE DU MYOCARDE
PAR UN PATCH REALISE A PARTIR DE CSM AUTOLOGUES CHEZ
LE RAT (Article 3)

Résumé:

Dans ce travail, nous voulions étudier la contribution d'un patch (congu a partir d'une
matrice de collagéne de type I dans laquelle des CSM ont été incluses) directement greffé a la
surface d'un infarctus chronique transmural (IDMc) dans le remodelage ventriculaire. Un IDMc
a été induit par ligature coronaire chez 20 rats, puis authentifié par un examen *™Tc-sestamibi
pinhole gated-SPECT. Aprés randomisation, un groupe témoin (groupe T, n = 10) a été comparé
a un groupe traité par le patch (groupe P, n = 10). Avant la greffe, nous avons étudié I'impact
du collagéne sur le devenir phénotypique des CSM. Les CSM contenues dans le patch ont été
marquées a '''In-Oxine et I'implantation du patch a donc pu étre contrdlée par une double
acquisition *™Tc /'"'In-SPECT. Quatre semaines plus tard, la contribution du patch a été
évaluée par SPECT, par mesure hémodynamique ainsi que par l'analyse immunohistochimique
du myocarde IDMC. La matrice 3D de collagene a ralenti la croissance des CSM mais n'a
modifié ni leur phénotype, ni leur potentialité. Le patch a bien intégre la zone d'IDMc. Chez les
rats traités, la perfusion des segments IDMc s'est accrue (64+4% vs 49+3%, p = 0,02) et la
contractilité¢ globale du ventricule gauche (dp/dt max et dp/dt min) s'est améliorée. Les coupes
histologiques ont montré un €paississement de la paroi ventriculaire (1,75+0,24 vs 1,35+0,32
mm, p<0,05). Au sein des territoires initialement IDMc du groupe P, les tests
immunohistochimiques ont révélés une nette augmentation de l'angiogénese dans un tissu
myofibroblastique. La greffe épicardique d'un patch en collagéne-3D de CSM contribue au

remodelage inverse du ventricule gauche.
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Troisiéme partie: DISCUSSION, PERSPECTIVES,
CONCLUSION
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I. DISCUSSION

Le traitement de l'infarctus chronique du myocarde constitue donc I'une des grandes
ambitions de la médecine régénératrice a laquelle nous avons tenté de participer par ces
différents travaux. Les résultats de chacune de ces études ont été clairement encourageants.
Cependant, les limites de ces approches, notamment concernant l'analyse du devenir
phénotypique des CSMs transplantées, ne nous ont pas permis de consolider nos spéculations
a propos de leurs actions présumées. Néanmoins, deux aspects communs aux travaux

précliniques et cliniques peuvent tre soulignés:

(1) La thérapie cellulaire cardiaque utilisant les CSMs peut avoir un effet benéfique sur
la perfusion tissulaire mais aussi sur la fonction ventriculaire gauche dans le traitement de
I'IDM chronique dans le cas de ['utilisation du patch. Grace a I'utilisation de la méthodologie
SPECT appliquée chez le petit animal, nous avons su, en particulier, décrire précisément et de
fagon reproductible, I'extension et le degré de cet infarctus chronique avant et apres traitement.
Chez I'homme, cette analyse a ét¢ multimodale et aussi compléte que nous le permettent nos
outils disponibles en clinique. Cette approche multiple nous a permis de mettre en évidence, de
facon assez précise, que /'efficacité de la thérapie cellulaire dépendait de l'activité métabolique

residuelle de la zone cible.

(2) Les 3 études ont montré ['innocuité de ces stratégies thérapeutiques (principalement
: absence de troubles du rythme, absence d'ossification ou de calcification tout du moins et

absence d'évolution tumorale).

En fait, en thérapie cellulaire et/ou ingénierie tissulaire plus particuliérement, le premier
des leitmotiv des expérimentateurs reste celui de la survie du transplant'®*, condition sine qua
non sans laquelle les effets réparateurs estompés ne pourraient s'initier. La survie est elle-méme
conditionnée par la méthodologie de délivrance du substrat thérapeutique vers la zone 1ésée.
Nous n'avons pas directement comparé l'injection intra-myocardique de CSMs au traitement
par patch de CSMs. Cependant, il nous est apparu de fagon assez flagrante chez le rat, que cette
derniére méthode permettait d'obtenir des résultats plus probants que la méthode d'injection
directe que nous avions utilisée initialement. D'ailleurs, certains travaux remettent eux-aussi en
cause les possibilités d'amélioration de la fonction ventriculaire par l'injection seule de

CSMs!%, Néanmoins, ces aspects purement méthodologiques ne suffisent pas a satisfaire
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l'analyse de nos observations. Les interrogations qu'elles suscitent nous conduisent a ¢largir le
champ des investigations nécessaires a la compréhension et a 1'amélioration potentielle de nos
propositions thérapeutiques. Présentement, nous limiterons volontairement nos commentaires

a quelques points essentiels.

1 .Choix de la méthodologie concernant ’implantation du patch de CSM

A. Atteindre la zone cible

La distribution cellulaire, quelque soit la technique utilisée, constitue un élément
méthodologique crucial, puisque ’efficacité thérapeutique est probablement fonction de la

166,167 ' mais aussi fonction de la voie de

quantité de cellules transférées vers la zone d’action
délivrance. Par exemple, dans une étude menée par Forest sur un modele porcin d’infarctus
aigu'®®, les auteurs démontrent que la perfusion cellulaire a partir d'une voie veineuse
périphérique est bien insuffisante pour espérer concentrer le substrat thérapeutique au niveau
cardiaque. Cette voie d'administration est donc a fortiori insuffisante au cours de la phase
d'infarctus chronique puisque, d'une part, nous savons que la concentration tissulaire de facteurs
chimioattractants est plus faible qu'en phase aigué et, d'autre part, certains travaux ont démontré
qu'en utilisant cette voie d'acces, l'essentiel des cellules perfusées se retrouvait dans le

parenchyme pulmonaire'®

. De plus, il nous semble assez peu logique d'espérer une migration
cellulaire par voie circulatoire vers une zone €lective que nous nous efforcons de définir comme
significativement "hypoperfusée". Cette derniere observation va, elle aussi, a I'encontre de
l'injection cellulaire par cathétérisme coronaire en situation de nécrose chronique, alors qu'en
situation aigué cette voie est précisément éminemment plus intéressante puisque par la méme

occasion, la désobstruction de l'artére coupable de l'infarctus aigu peut €tre entreprise.

Pour ce qui concerne les CSMs plus précisément, relativement peu atteignent leur cible ;
Pasltis'’® indique que la plupart des cellules injectées en intra-coronaire s’agrégent et
s’emprisonnent dans les petits capillaires et d’autres, au contraire, retournent a la circulation
générale. Une limite a ces critiques réside cependant dans la possibilité d'atteindre le territoire
cible justement par l'intermédiaire de la perfusion des territoires voisins, eux-mémes perfusés

et viables. Il s'agit alors d'entreprendre une recolonisation cellulaire centripéte a I'opposée d'une
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recolonisation cellulaire centrifuge qui s'organiserait a partir du centre Iésionnel. Une deuxiéme
limite a ces critiques vient de notre premier travail lui-méme, puisqu'il montre assez clairement
que l'efficacité néoangiogénique s'exerce surtout sur les zones voisines ou bordantes du centre
traité, suggérant un effet paracrine. Il sous-entend, des-lors, la possibilité, aussi, d'atteindre cette
cible par le tissu voisin encore perfusé. Enfin, toujours concernant la méthode de délivrance,
les perfusions cellulaires répétées ou itératives dans le temps pourraient, elles, avoir un impact

qui n'a été, jusqu'a présent, que peu évalué!’!.

B. Augmenter l'efficience de la transplantation cellulaire

La transplantation directe des cellules au niveau intramyocardique, que ce soit par voie
endomyocardique par cathétérisme endoventriculaire ou par voie épicardique (transpariétale),
ne permet pas d'obtenir une délivrance optimale, en partie pour des raisons mécaniques
aisément identifiables'’?: (1) la pression intratissulaire dépendante de la densité tissulaire et la
quantité de cellules délivrées par volume, (2) ['effraction tissulaire liée a l'aiguille, constituant
elle-méme un tunnel de sortie pour les cellules, et a 1'¢lasticité du tissu a réparer, (3) les
contractions systoliques augmentant les deux phénomenes précédemment évoqués. Des les
premieres applications thérapeutiques, les pionniers de la technique chez I'homme attiraient
notre attention sur cet aspect technique'’> 74, Un travail préalable de notre équipe a d'ailleurs
pu quantifier la répartition par organe, a 'aide de 1'injection de cellules marquées et repérées
par tomoscintigraphie corporelle totale chez le petit animal. Il confirmait a son tour la fuite des
cellules transplantées dans la zone cible et leur une séquestration au niveau pulmonaire mais

aussi hépatique.

La méthodologie d'injection trans-épicardique directe est conditionnée en partie par le
volume cellulaire a délivrer. Chez le rat, 1 ou 2 injections suffisaient a injecter 10° cellules dans
un volume d'lmL, alors que chez I'hnomme nous réalisions quasiment 20 injections en moyennes
(dans 20 sites différents) pour injecter en moyenne 10 cellules dans 200 uL de solution. Pour
limiter les fuites lors de notre travail clinique, nous avons choisi de réaliser le geste a coeur
arrété sous clampage aortique. Ceci permettait d'identifier plus facilement la zone infarcie cible
d'une part, et d'éviter une contraction systolique immédiate pouvant éjecter les cellules
fraichement transplantées d'autre part. Signalons que le probléme de I'injection a ceeur battant

61



a pu étre partiellement résolu par un systéme de succion, stabilisateur de la zone cible!”” (elle-
méme repérée par méthode ¢électrophysiologique). Notre expérience permet d'affiner
maintenant la technique d'injection cellulaire qui doit (1) premi¢rement étre a distance de la
zone tissulaire cible et (2) deuxiémement qui doit étre progressif en retirant 1'aiguille afin de ne
pas dilacérer les tissus et de répartir plus harmonieusement les cellules. Il nous semble
néanmoins que cette méthode reste trés approximative pour une véritable réhabilitation
myocardique au sens de la reconstruction chirurgicale, mais probablement suffisante dans
l'espoir de délivrer des facteurs moléculaires bénéfiques a la réparation myocardiques. Certains
auteurs ont proposé des injections par "seringues multiples" pour homogénéiser la délivrance!’®.
Macroscopiquement, il faudrait alors ajuster le rayon de courbure de chaque seringue. Les

aiguilles multiperforées, ne nous paraissent pas non plus étre une solution idéale. Les colles

biologiques limitant la fuite cellulaire restent aussi a évaluer.

A la lueur de ces observations, le choix de notre méthodologie lors de la mise au point
de notre patch de CSMs, rejoint celui de Simpson, qui, & notre connaissance, fut le premier a
publier une tentative de réparation de myocarde infarci a l'aide d'un patch de collagéne
contenant des CSMs'®. Dans son travail, il soutient I'hypothése que la mise au point d'un patch
cellulaire optimise la délivrance cellulaire au sein du tissu a traité et, argumente-t-il, combien
méme le transfert cellulaire ne se ferait pas, la mise en contact direct du patch garantirait la

distribution des facteurs paracrines sécrétés par les CSMs contenues dans le patch.

Notre approche, qui aboutit & un patch similaire a celui de Simpson, fut néanmoins le
produit d'une volonté d'initier une réparation cardiaque par ingénierie tissulaire a l'instar des

auteurslSé, 157,177

que nous avons déja cités en fin de premiere partie, et non seulement un moyen
de délivrer les cellules in situ. C'est pourquoi nous avons congu ce patch tridimensionnelle a
l'aide de collagéne de type 1. En plus de son utilisation aisée, rappelons une nouvelle fois qu'il
est un des constituants principaux de la matrice extra-cellulaire myocardique'’® . 1l procure
une certaine résistance aux déformations cardiaques permanentes au cours d'un cycle. Par
ailleurs, sa porosité et son organisation pourraient favoriser d'une part, une organisation
cellulaire et d'autre part, les échanges cellulaires de chémokines et autres facteurs de croissance
potentiellement impliqués dans la réparation tissulaire. Depuis I'initiation de notre expérience,
de nombreux auteurs ont proposé divers constituants de matrices extra-cellulaires plus ou moins
sophistiquées. Nous avons fait clairement le choix d'utilisé une matrice facile d'utilisation,

rapide a concevoir, volontairement simple, pour écarter dans un premier temps la
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problématique de la complexité de I'organisation du réseau de collagéne. A vrai dire, nous
n'avions que peu d'espoir de voir les CSMs s'auto-organisées en couches myofibrillaires comme
certains auteurs l'ont suggéré. Notre objectif premier restait I'étude du potentiel thérapeutique
des CSMs. Dans notre patch, quand nous mélangions les CSMs a la solution de collagéne de
type I, la distribution des cellules dans le réseau de collagéne a été facilité par I'hnomogénéité de
la solution. Les propriétés physiques, en particulier la consistance du patch tridimensionnel mis
au point, dépendait de la concentration initiale de CSMs incluses. Différents essais ont du étre
menés pour obtenir un patch suffisamment consistant pour pouvoir étre manipulé a la pince et
surtout suturer a la surface du cceur du rat. Cette concentration correspondait a 1x10°
cellules/150uL de collagene, ce qui reste relativement faible. D'autres auteurs avaient déja
démontré que les CSM présentaient la capacité de survivre dans une matrice 3-D de collagéne
pendant plus de 2 semaines, ce que nous avons aussi observé et venant ainsi conforter la validité
de notre travail. Cependant, la mise en culture des cellules dans le gel de collageéne a entrainé
une modification de la morphologie des CSMs et aussi une modification de leur croissance.
L'aspect sphéroide des CSMs que nous avons observé était probablement 1i¢ aux modifications
(réduction) des contacts inter-cellulaires dans un réseau de collagéne a l'organisation
inhomogene, et non a un début de mort cellulaire. De plus, comme nous 1'avons présenté, ces
cellules conservaient leur multi-potentialité propre a leur nature mésenchymateuse. En résumé,
nous pensons que nos résultats sont en faveur d'une survie significative des CSMs transplantées,
et comme Simpson'®? et d'autres'®’, nous soutenons 1'idée que le patch optimise la délivrance

des cellules sur le site 1ésé.

C. Garantir la survie du transplant

La prévention de la fuite des cellules n'est qu'un des facteurs a améliorer. Le principal
restant probablement la limitation des mécanismes de mort cellulaire faisant suite au traitement.
Le choix de cellules autologues assure l'absence de rejet immunitaire. Nous n'avons pas non
plus observé de rejet vis-a-vis du patch en collagéne. De nombreuses études confirment aussi
la possibilit¢ de transplanter des cellules CSMs allogéniques compte-tenu de leur faible

immunogénécité. Mais la survie du transplant est essentiellement conditionnée a la possibilité
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des cellules de survivre dans un milieu a priori hostile hypoxique et pauvre en nutriments. Nous
n'avons pas pu établir et quantifier le taux de survie en fonction du temps. Néanmoins, nous
avons pu a chaque fois observer une réaction inflammatoire aprés transplantation directe des
cellules mais aussi aprés greffe du patch. Nous avons noté que l'infiltration cellulaire aigue
(polynucléaires) avait principalement lieu au niveau de l'effraction tissulaire en cas d'injection
au niveau des 2 points de suture en cas de transplantation du patch de CSMs. L'observation a
distance d'une amélioration de la perfusion tissulaire, notamment dans notre travail avec le
patch de CSMs, laisse néanmoins présager de la survie a long terme du greffon ou tout du moins
d'une efficacité satisfaisante des principes actifs. Concernant la résistance a 1'hypoxie, nous
avons déja rappelé quelques données expérimentales et pré-cliniques démontrant 1'adaptation
particuliere des CSMs, et surtout I'induction puissante que constitue 'hypoxie pour augmenter

l'expression des facteurs de croissance angiogéniques.

2. Critiques concernant le suivi des CSM dans la réparation tissulaire

Comme nous I’avons déja rappelé, la limite essentielle de nos études est liée a la
difficulté de suivre « au pas » les cellules injectées et surtout la détection de leur devenir
phénotypique. Les analyses histologiques par marquage immunocytochimique présentent
I’avantage de faire I’inventaire, a un instant t, du contingent cellulaire dans la parcelle de tissu

analysée!'8!

. Néanmoins, pour argumenter les mécanismes sous-jacents de la greffe cellulaire,
I’étude de ’origine des cellules observées nous semble tout aussi cruciale. Ou alors, il nous
faudrait sacrifier les animaux tout le long de I’expérience a intervalles réguliers... Au début de
notre expérience, nous avons marqué les CSMs au DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole), mais
la dilution de ce marquage le long des divisions cellulaires rendait la détection difficile. De
méme, nous avons essay¢ de marquer les CSM a la GFP (Green Fluorescent Protein) dont les
images spectaculaires que nous avons initialement obtenues ont perdu de leur superbe lorsque
nous avons pu constater par nous-mémes, la capacité toute particuliére du myocarde a produire

de I’autofluorescence. D'autres I'ont aussi fait remarquer'®?, rendant les interprétations de nos

coupes histologiques définitivement moins fiables. De plus, nous savons aussi maintenant, que
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la phagocytose peut entrainer un marquage cellulaire des macrophages qui ingérent en fait les

débris des cellules fluorescentes'®

. Nous avons également testé le marquage au BrdU. 1l va de
soi, que l’analyse histologique myocardique est particuliérement inadapté a 1’évaluation
clinique, bien qu’on puisse un jour imaginer des biopsies hyper-précises, grace au

développement d’une véritable cardioscopie intraventriculaire.

Cependant, le marquage des CSMs a I’oxine d’indium, effectué¢ dans notre étude sur le
patch, nous a permi de confirmer I’efficience de cette technique concernant la délivrance des
cellules juste au niveau de la zone cible. Nous pensons que la majorité des CSMs se sont
retrouvées initialement la ou nous voulions qu’elles soient...mais nous n’avons pas de preuves
directes de leur survie intégrale. Malheureusement, la durée de vie de ce radio-marqueur ne
nous permet cependant pas de suivre au jour le jour le devenir du greffon. C’est pourquoi,
certains auteurs favorisent un marquage cellulaire par particules métalliques détectables en IRM
: I’application des nanotechnologies dans le domaine du marquage cellulaire devient ainsi une

nouvelle source d’espoir dans le suivi des cellules transplantées.

3. Hypothéses concernant la contribution du patch de CSM dans la
réparation tissulaire cardiaque

Les données obtenues a partir de notre expérimentation ne permettent pas d'établir la
réalit¢ des mécanismes impliqués dans les effets bénéfiques observés. Les indices de
contractilité¢ (dP/dt max) et de fonction diastolique (dP/dt min) que nous avons employés restent
trés dépendant de la fréquence cardiaque et des conditions de charge, et ne peuvent donc pas

étre considérés comme des indices "purs" de la fonction cardiaque'®*

. Néanmoins, nos mesures
recoupent un certain nombre d'observations déja faites par d'autres, avec d'autres méthodes
d'évaluation de la fonction ventriculaire, et de plus elles nous laissent la possibilité

d'appréhender la problématique de la réparation tissulaire cardiaque sous différents angles.

Nombreuses sont les hypotheses qui pourraient, tout du moins en partie, expliquer nos
résultats. Nous ne reviendrons que sur trois points qui nous semblent défendables a partir de

nos observations, bien que nous n'en apportions pas pour le moment de preuves directes. (1)
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Premiérement, /'angiogénese massive que nous avons mise en évidence pourrait avoir eu un
impact bénéfique au sein des zones bordantes de la nécrose tissulaire en particulier sur le tissu
viable hibernant. (2) Deuxiémement, nous pensons que les modifications physiques et
morphologiques de la paroi ventriculaire traitée avec le patch de CSMs pourraient aussi
expliquer I'amélioration globale constatée de la fonction ventriculaire gauche. (3) Enfin, /a
conjonction des deux phénomeénes précédents, pourrait a son tour favorisait et renforcer les
conditions microcirculatoires locales. Nous commentons ici de maniere synthétique ces
quelques points d'explication trop rapidement évoqués dans la discussion de 'article 3 (Partie

2).

A. Effet des CSM sur I'angiogénése

L’angiogénése fait communément référence a la formation de nouveaux vaisseaux a
partir de vaisseaux pré-existants (contrairement a la vasculogénese qui, elle, fait référence a la
formation de vaisseaux a partir de précurseurs). Bien que la densité capillaire de la zone que
nous définissons comme nécrotique ne soit pas nulle, la perfusion y est particulierement réduite.
La question de la primauté du flux sanguin ou du vaisseau, ne semble cependant pas éliminer
cette hypothése. En effet, il y a déja plus d'une trentaine d'années, Folkmann'® observait que
des cellules endothéliales pouvaient former un tube (ou néo-vaisseau) sans qu’il y ait de flux

sanguin a l’intérieur.

Neéanmoins, il nous semble admit que I’importance du débit sanguin constitue un facteur
de ’organisation des vaisseaux et d'ailleurs certains auteurs ont démontré que la perturbation
des flux entrainent per se un dysfonctionnement endothélial'®’. L’angiogénése est aussi
fortement contrdlée par des signaux induits suite a I’hypoxémie, et est fortement stimulée par
une PO tissulaire locale basse'®” 188, L'interaction flux sanguin/gradient des facteurs locaux
semble influencer la formation micro-vasculaire comme cela a ¢ét¢ montrée par le role du

gradient de VEGF interstitiel dans I’organisation capillaire et du circuit lymphatique'®.

En fait, le flux liquidien adopte une double influence, d’une part par son role de
t f: d i d’ i Scanique di 190
ransporteur de facteurs de croissance, et d’autre part par son action mécanique directe’ . Ce
réle mécanique a d'ailleurs été¢ mis en évidence sur des précurseurs mésenchymateux in vitro

qui formaient des microtubes au contact du flux liquidien!®!. L’angiogénése est aussi sous la
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régulation de protéines contractiles, telles l'actine du cytosquelette et la myosine non
musculaire, présentes dans toutes les cellules puisqu’elles ont toutes un cytosquelette'*2. La
double interaction flux/gradients de facteurs de croissance étant nécessaire, il est envisageable
que la suture chirurgicale initiale du patch ait entrainé une part d'angiogénese liée a
I'inflammation aigué post-traumatique qui s'est poursuivit dans le temps grace a l'action
paracrine des CSMs qui a déja été discutée préalablement dans ce travail (entrainant soit un
recrutement de précurseurs endothéliaux, soit une différenciation endothéliale comme le

suggerent d'autres auteurs).

Promoting VEGF production by ECs

Vascularization between ECs
intra-islets and extra-islets

Y

SCs PDGF VEGF
= -

PDGF receptor

| T |
J Proliferation of ECs VEGF

Protease

Migration and sprouting of ECs

Figure 18 : Action des CSMs sur l'angiogénese.

B. Effet sur le remodelage inverse: de la microstructure a I'anatomie fonctionnelle.

Comme d'autres, nous avons constaté que notre patch cellulaire permettait d'augmenter
I'épaisseur ventriculaire pariétale tout en réduisant les volumes ventriculaires. Ces parametres
étaient par ailleurs liés a une amélioration des performances fonctionnelles systoliques et
diastoliques. Nous ne réinsisterons pas sur la possibilité du recrutement de cardiomyocytes
"1+ n L 4 . A r . . I3 . . .

hibernant" en bordure de la 1ésion nécrotique, grace au mécanisme angiogénique induit par les

CSMs. Rappelons que nos observations histologiques ont révélé une réorganisation de la zone
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infarcie par des fibromyoblastes. Cependant, nous n'avons observé aucun "néo-cardiomyocyte
(ni dans les expériences d'injection directe d'ailleurs). Pourtant, selon certains, l'induction
mécanique pourrait, sous certaines conditions, favoriser la différenciation cardiomyocytaire des
CSMs. Comprendre la place qu’occupent les contraintes mécaniques dans la cardiogénése n’est
néanmoins pas une tache aisée. Pour ce qui concerne les CSMs, la place de I’induction
mécanique semble tout de méme majeure dans leur différenciation : McBeath et al ont démontré
que des CSMs isolées changeaient leur voie de différenciation en fonction de la surface de

193 et Engler et al'® ont démontré que les CSMs adoptaient un

contact qui leur était attribuée
phénotype différent en fonction de la densité¢ de la matrice extra-cellulaire ou elles étaient
cultivées. De plus, in vivo, la différenciation des myoblastes en myotubes requierent un
équilibre entre les influences du géne codant pour RhoA (Ras homolog gene family, member
A) et de la myosine!”. Ces observations, et bien d'autres, justifient les essaies des mécano-
inductions pré-thérapeutiques, que nous avons nous mémes tentées, dans le but d'influencer

l'organisation cellulaire. Pourtant, la mécano-induction in situ ne semble pas provoquer les

mémes effets.

Cette stratégie n'a donc pas augmenté¢ le nombre absolu d'unités sarcomériques.
Néanmoins, comme d'autres'®>, nous pensons que le patch peut favoriser 'amélioration des
performances ventriculaires en modifiant la structure méme du myocarde ainsi que les
propriétés viscoélastiques de la paroi malade. Bien que nous n'ayons pas approfondi cette
approche mécanistique purement physique, nous pouvons brievement suggérer les

modifications bénéfiques que le patch a pu entrainer:

- Role de tissu de soutien favorisant : (1) la prévention de la dilatation ventriculaire par
réalisation d'un pont solidaire entre deux zones d'ancrage du patch, (2) la prévention du
remodelage ventriculaire en ventricule sphérique en limitant cette fois-ci la diminution du rayon
de courbure ventriculaire et (3) en prévenant la réorientation cardiomyocytaire grice a une

réorganisation fibromyocytaire favorisant le maintient des axes fibrillaires.

- Amélioration des propriétés mécaniques du myocarde passif : (1) facilitation du
raccourcissement fibrillaire (amélioration de la fonction systolique) et (2) facilitation du

remplissage ventriculaire par facilitation de la relaxation ventriculaire.

Dans notre travail, le bénéfice fonctionnel reste néanmoins assez modeste et d'une manicre
générale, l'ensemble des expériences de cardiomyoplastie cellulaire reste encore éloignées
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d'une reconstruction architecturale a l'identique, qui pourrait réellement "normaliser" la

fonction du cceur 1€sé.

C. Bénéfice sur le fonctionnement micro-circulatoire

Nos études ont toutes montré un bénéfice sur la perfusion tissulaire. En plus de celles
soutenues précédemment, nous émettons aussi 1'hypothése que les modifications pariétales
induites par la mise en place du patch de CSMs en augmentant les échanges au sein du tissu
infarci, réduit la densité intratissulaire et augmente la capacitance interstitielle au niveau du
tissu pathologique (par l'effet angiogénique per se). Simultanément, le patch, en renforgant la
paroi ventriculaire, améliorerait les propriétés ¢lastiques ventriculaires détériorées au sein du
tissu fibreux. En nous basant sur le modéle micro-circulatoire myocardique de Bruinsma!®®, il

devient licite d'envisager que l'ensemble de ces modifications favoriserait donc aussi la

mécanique micro-circulatoire myocardique.

Pexi
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Figure 19 : Représentation schématique d'une unité microcirculatoire. L'angiogénése pourrait augmenter
le nombre de ces unités. Par ailleurs, le rapport dV/dt pourrait s'accroitre par (1) 'augmentation de Pex
en phase de systole et (2) par la réduction de P« en phase diastolique par modification des propriétés

¢lastiques du milieu extra-vasculaire.

II. PERSPECTIVES A COURT TERME

Nous avons suffisamment explicit¢ les principales limites de notre travail.
Fondamentalement, d'un point de vue théorique, il nous semble que 1'écueil principal de ce type
de travaux réside en la difficulté de relier les observations biologiques avec les explications
mécanistiques du fonctionnement myocardique. En d'autres termes, il nous semble que la
modélisation mathématique de la fonction "pompe cardiaque" a 1'échelle cellulaire, peut nous
aider a interpréter les résultats obtenus par nos tentatives thérapeutiques. Ainsi, les processus
biochimiques bénéfiques induits a 1'étage cellulaire pourront étre intégrés a une dimension

mécanistique micro et macroscopique.

D'un point de vue méthodologique, les essais sur le gros animal (chez le porc en
particulier) devraient faciliter la résolution des difficultés techniques liées a I'implantation ou
au choix du nombre de cellules a utiliser. Mais c'est probablement l'application des

nanotechnologies!®7-1%

qui pourra conduire a franchir de nouvelles étapes, non seulement dans
I'imagerie et la détection tissulaire de l'agent thérapeutique, mais surtout dans la création de
matrices extra-cellulaires construites "sur mesure", permettant, par exemple, l'organisation
fibrillaire des cellules ou bien la mise au point de véritables micro-canaux permettant la

délivrance d'un ou plusieurs facteurs de croissance a I'endroit voulu...

Le choix du type cellulaire est encore souvent considéré comme le facteur essentiel de
la tentative de reconstruction cardiaque. Cependant, le travail avec les CSMs ne doit persévérer
qu'a la condition que suffisamment d'études accumulent les preuves concernant leur utilité.
Actuellement, le pré-conditionnement cellulaire (mécanique et métabolique), les possibilités de
reprogrammation d'autres types cellulaires, ainsi que la mise au point de tissus dont
l'organisation peut étre contrdlée ex vivo constituent probablement des voies pouvant étre
investiguées rapidement et ne devant pas nous enfermer dans l'utilisation d'un seul type

cellulaire.
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Commentaires sur les bioprotheses pour contention ventriculaire et régénération
myocardique en développement, Etude Européen Recatabi, http://www.recatabi.com/

Reference: Development of cardiac support bioprostheses for ventricular restoration and
myocardial regeneration. Shafy A, Fink T, Zachar V, Lila N, Carpentier A, Chachques JC. Eur
J Cardiothorac Surg. 2012 Aug 31. [Epub ahead of print]

L'application clinique constitue un objectif et méme une finalit¢ dans une certaine
mesure. Mais la course que se livrent les chercheurs et les cliniciens du monde entier, bénéfique
sous bien des aspects, constitue parfois un véritable frein li¢ aux divergences de point de vue et
parfois a de véritable croyances plus ou moins prononcées en faveur d'une stratégie plutot
qu'une autre, empéchant des essaie a petite ou grande échelle comme il en existe pourtant
tellement dans le domaine pharmacologique de la cardiopathie ischémique et de l'insuffisance
cardiaque en général. Nous n'aborderons pas, volontairement, le probléme des conflits d'intéréts
qui découlera probablement de la maitrise de I'exploitation d'un procédé tissulaire particulier, a

l'instar des enjeux économiques qui se mélent inévitablement a la recherche pharmacologiques.

III. THERAPIE CELLULAIRE VERSUS COEUR ARTIFICIEL
MECANIQUE: BIO-IMITATION OU CYBER-MEDECINE?

Au sein de chaque organisme, plusieurs centaines de millions de cellules se rangent,
s’ordonnent et vieillissent selon des séquences précises et continues qui se répetent en chacun
de nous et qui se modifient imperceptiblement génération apreés génération : 1’organogénese et
la phylogénése constituent de ce point de vue les modeles originaux de 1’ingénierie cardiaque.
Pendant toute une vie, le myocarde ¢éjecte quotidiennement les quelques milliers de litres de
sang nécessaires au bon fonctionnement humain au prix d’une intense activité métabolique
aérobie et cela presque sans effort et sans souffrance ressentit. Les cardiopathies, quels que
soient leurs mécanismes d'initiation, peuvent toutes aboutir a I’inadéquation compléte de la
pompe cardiaque. Plus particulierement, dans le cadre de la cardiopathie ischémique chronique,
la thérapie cellulaire et/ou l'ingénierie tissulaire cardiaque repose, nous l'avons déja exprimé

différemment, essentiellement sur deux paradigmes et une hypothése. Le premier concernait
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I’incapacité « naturelle » de notre cceur a reconstituer un tissu myocardique a 1’identique apres
un infarctus. Le deuxiéme, moins puissant, reposait sur 1’assertion qu'il est possible de
contréler, dans une certaine mesure, le devenir phénotypique cellulaire. A partir de Ia,
I’hypothése de travail que I’on peut étendre a toute la médecine dite régénérative faisait surface :
puisque la cicatrisation naturelle nous semble insuffisante, nous émettons alors [’hypothese que
["utilisation d’un ou plusieurs groupes cellulaires pourraient, sous des conditions particulieres,
participer a la réorganisation fonctionnelle d’un tissu endommagé. Cette approche globale
présente 1’avantage de faire prendre conscience que les pistes de recherches sont tres
nombreuses et recouvrent un vaste champ de la biologie : de la reprogrammation génétique a la
chirurgie expérimentale, de 1’étude de I’embryogénése a celle du role des différentes types de
mort cellulaire, pour ne citer que quelques exemples. Le point commun de tous ces domaines
d'investigation est la volonté de mieux comprendre la biologie cardiaque pour mieux l'imiter

ou mieux la dépasser...

Pourtant, comme nous l'avons rapporté, les résultats cliniques patents démontrant
I'amélioration de la fonction "pompe" restent décevant comparativement aux résultats que
laissent suggérer les travaux expérimentaux chez 1'animal (dont les notres participent...). Dans
d'autres domaines ou la performance mécanique reste 1'objectif, la bio-imitation n'a pas suffit
pour atteindre le but final. L'aéronautique en est I'exemple flagrant: le fonctionnement de la
majorité de nos avions, fusées et autres engins volant actuels est fondamentalement bien éloigné
de celui des oiseaux ou des insectes. Depuis quelques années d'ailleurs, force est de constater
que les progres en terme d'assistance cardio-vasculaire sont quasiment exclusivement venu de
la miniaturisation de pompes de fonctionnement exclusivement mécanique (pompes
pneumatiques et surtout pompes centrifuges actuellement). L'étude REMATCH?® en est une
belle illustration, démontrant méme que l'assistance mécanique pouvait, dans certaines
circonstances, faire aussi bien que la transplantation cardiaque. Les progres de
I’hémocompatibilité ainsi que les technologies qui permettront la transmission d’énergie par

voie transcutanée, accentueront prochainement I’avance de la voie cybernétique.

Commentaires sur [’article :

Kirsch M, Mazzucotelli JP, Roussel JC, Bouchot O, N'loga J, Leprince P, Litzler PY, Vincentelli A; Groupe de
Réflexion sur l'Assistance Mécanique. Survival after biventricular mechanical circulatory support: does the type
of device matter? J Heart Lung Transplant. 2012;31:501-8.

Patients undergoing prolonged support (>90 days) tended to have improved survival when supported with TAH
compared with BiVADs, which may be related to a lower incidence of neurologic events.
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Aussi, il n’est pas impossible que le cceur artificiel de demain, n'est besoin d'aucune cellule ou
matrice extra-cellulaire, et que toutes les recherches actuelles concernant la thérapie cellulaire

cardiaque restent veines, du point de vue exclusivement clinique, bien entendu.

Commentaires sur le ceeur bio-artificiel francais CARMAT (CARpentier-MATra):
http://www.carmatsa.com/

Le scénario, mettant la médecine régénératrice au premier plan de la thérapeutique, n'est donc
pas certain. Mais déja, nous pouvons entrevoir quelques collaborations prometteuses entre
l'assistance mécanique et la bio-assistance rendant nos efforts utiles, dans I'une comme dans

l'autre de ces approches.
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IV. CONCLUSION

Notre parcours expérimental nous a conduit a réaliser la greffe chirurgicale épicardique
d'un patch en collagéne congu a I'aide de CSMs autologues chez le rat. Cette application était
liée a un effet bénéfique dans le traitement de l'infarctus chronique du myocarde. Le patch de
CSMs permettait un remodelage inverse du ventricule gauche probablement obtenu par un
renforcement direct de 1'architecture pariétale du ventricule 1és€, mais aussi par des mécanismes
paracrines induisant en particulier une néo-angiogénése significative ; il en résultait une
amélioration significative des performances myocardiques fonctionnelles comparativement aux

animaux non traités.

Bien que d'un point de vue fondamental, notamment a l'échelle cellulaire et infra-
cellulaire, la compréhension des mécanismes impliqués dans nos observations restent largement
insuffisante, il nous semble que ces résultats sont suffisamment encourageants tout de méme
pour nous permettre d'insister dans 1'élaboration in vivo et/ou in vitro de néo-tissus destinés a

induire la réparation et méme a remplacer le tissu défaillant.

Finalement, a I'heure ou la médecine régénératrice génere plus de questionnements chez
les chercheurs et les praticiens que de cardiomyocytes chez nos malades, je prends le risque de
penser que l'ambition de réparer un tissu 1ésé ad integrum, si elle n'est pas la plus efficace de
nos voies thérapeutiques actuelles, constitue, au moins, une des voies probablement les plus

enrichissantes dans l'approfondissement de la connaissance du fonctionnement myocardique.
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Abstract

and immunohistochemistry.

Badwground: Tissue engineering scafiold constitutes a new strategy of myocardial repair. Here, we studied the
contribution of a patch wsng autolagous mesendwymal stem cells (M55 seeded on collagen-1 scaffold on the
cardiac reconstruction in rat model of chronic myocrdial infarction (ML

Methods: Patches were culbured with controlled M5Cs {growth, phenotype and potentiality). Twenty coronary
ligated rats with tomoscingmphy (SPECT)-authenticated tranamural chronic bl were refermed into a contral goup
fn =10} and a treated group {n= 10} which benefidated an epicardial MAC-patch engraftment. Contribution of
MESC-patch was tested 1-mo after using norHinvasive SPECT cadiac imaging, imvasive hemodynamic assessment

Results: 30-oollagen emimnment affected the cell growth but not the c=ll phenotype and potentiality. MCpatch
integrates well the epicardial side of chronic Ml scar In treated rats, one-month SPECT data havwe dooumented an
improvement of perfusion in Ml ssgments compared to control (&4 + 4% v 49+ 3% p =002} and a reduced
infarction. Contractile parameater dpidtmax: and dpfdtmin were impowed (p <0001). Histology showed an inceas
of ventricular wall thickness {1.75+ 0034 w5 135 2032 mm, p <005} and immunochemistry of the repaired tissue
displayed enhanced angiogenesis and myofibroblast-like tissue.

Condusion: 30-M5%C-collagen epicardial patch engraftment contributes to reverse remodeling of chranic ML
Keywords: Chronic myocardial infaection, Tissue engineering, Mesendhymal stem cell, Ventriculoplasty

A

Badkground

The recomstruction of a functionsl myocardium is the
ultimate goal of the candiac tisue engineering. However,
the cell'tisue organization of the normal or the failing
heart & ewolving towands multifaceted changes in
hiemrchical architecture that leads inevitably to a
functional complexity. Today, severe chronic condition
of tramsmurl myocardial infrction (M) is hand to teeat
with conventional medical/aurgical thempies. Some sur-
gleal ventriculoplasty techniques as aneurkmal zones
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exdusion [1-3], IV padetal resections [4], and/or Bmited
LV dilatation by CorCap device [5] have been proposed
to reshape the remodeled left ventricle. Despite some
clinical benefits, a wider application of these strategles i
somewhat compromised by difficulties inherent to ven-
tdeulectomy, condition of the beating heart and large
LV scar that might impair thereafter systolic and dia-
stolic functions [6]. Therefore, attempts of candiac tssue
repair are still dullenging biotechnological objectives.
Parietal tissue re-organkation requires innovative solu-
tion to enhance the cell component along with (i) redusc-
tion in extracellular matdx alteration and with ([if)
restoration of metabolic/perfusion conditons in severe
infarct areas. Recently developed sumglcal reconstruction
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Abstract This sudy aimed at comparing long-term vari-
ations in the perfusion of chronic myocardial infarction (MT)
areas after local injections of autologous bone marow
sem cells (BMSCs). 14 coronary ligated rats with trans-
mural chronic MI (4 months) were used: a control group
n=7T) versus a treated group (n=T) in which '*'In
hbeled-BMSCs were directly engrafied on MI areas By
using '™ Tc SPECT and Sestamibi gaied-SPECT,. left
ventricke perfusion and function wene monitored in all ani-
mals byserial **=Tc-Sestamibi pinhole gated- SPECT overa
period of 6 months. Post-therapeutic myocardial perfusion
improved as early as48 h following injectionin e 2 growps.
Thizhenefice was sustained during the G-momth follow-up in
e non-engrafied MI-areas from treated rats (at 6 months:
+10 £ 5 %), whereas the engrafied ones, as well as the MI
areas from control rats, exhibited progressive deterioration
over time (&t G-months: —2 £ 10% and —5 £ 3%,
respectively). Perfusion enhancement of the dwonic MI
are:as treated by BMSCs transplantation is: (1) marked in the
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following days, presumably bocause of an unspecific
inflanmaiory reaction, and {2) sustained over e long term
but only owtside the sites of cell engrafiment, suggesting a
distant paracrine effect of transplanted cells.

Keywords Myocandial infarction - Rats - Cell therapy -
Sestamibi - * 'In-oxine - SPFECT

Introduction

After myocardial infarction, the sustained local lack in
myocardial perfusion is a crucial deeminant of sub-
soquent evolution owand left ventricular remodelling and
hzart failure [1]. Throogh dw last docade, an emergent
srategy based on the implan@tion of autologous hone
marow mesenchymal sem cells (BMSCs) has hocn
investigated [2—4]. Experimental studies have given evi-
demnce of an enhanced myocardial perfusion following e
direct injection of BMSCs within areas of ML, even when
performed after the acote stage [5—7) and thus, at a stage
whore patients may be muotinely meferred to a surgical
myocardial revascularization. However, the specific effects
of these cells emain unclear and various mechanizms may
be involved: vasculogenesis in transplanied site [, 9],
seeretion of angiogenic factors [4, 10], recmitment of
resdent cardiac stem cells but also, unspecific inflamma-
tory meaction to the swrgical way of intramyocardial
injection [11].

We previously developed an in vivo pinhole-SFECT
technique allowing (1) the myocandial perfusion and
function of mts to be serally moniored and (2) the ste of
engrafied "' In-labeled BMSCs i be localized a few days
afier the direct injection of fwese cells within dwe M ameas
from rats [7, 12]. Ina preliminary swdy, the perfusion of
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Residual Viability Is a Predictor of the Perfusion Enhancement
Obtained With the Cell Therapy of Chronic Myocardial Infarction

A Pilot Multimeodal Imaging Study
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Purpese Up to nos, shew bhas been Imfied investigation into ool sherapy
the clroic plase of severs myomtia] mforoton (M), od many e i
mmmkcﬂhﬂuﬁﬂf&ﬂpﬂeﬂﬂﬂsnﬂqﬁ:ﬂylh
imgpact om e neperiission of Ml aneas, wi ol vy ] e i
mgummmmsmmmm—a}-m
mmed o asesscing the offol of bome mamos mononse b cells (BMNCs)
when mmplanied mawas of severe and clhonede M1
Materisk amd Mathedn Fostem patients, who wene nefamed for conorary
ey bypass grafting (CABG) and im whom 8 soeening MIBESFECT
wvealad sowemly damaged myocawtiem - 40 eptake ander pimme ), e
mndomized betaren 2 cell iherapy groep (n = T; CABG and mjesion of
BMNCs within M areas)jand 2 contmn] geoep (o= 7; CABG alone )
Resuits: The MI awas exhibied a. posifhen pentic snbaneement in e es-
ptalce of MIHT i the ol hempy ganp | differenc s betwssn bamonth conral
and Boseline: +6.5% (3.4%), P = 0.00] bet not in the comtrol grosp (0%
@ 3% However, in o pev-pationt ara hysis, this improvement wos siged ficant
i~ +5%%) in only 3 cell tempy patients, whese M 2w befre terapy bada
Bigher FIRG ptake [ 9585 (95 vs 28% (%), P =002 ] and o kveer traremem|
evierd at MRT [40% @%e) vs Ta% (185, P = 000] when comparsd with g
aither cell Shevapy patients

Cancusiens: Perfesion enbarcemend, obiared wih BMNCs m areas of
chareamie ML mighd rageire an i ndermedise bl of viakiliny doommentsd wit
POGPET amd MRT and dhat doda lly mearotic M 5 ssms refmoiony o this el
e e

Ky Wends: MIEI-SPECT, muyocasdial viability, FDGPET, MRL call shempy
e Ml Mad 301337 T38742)

Pmmmmmmumm cell therapy with umse-
lecied hone marmow maonanuclear cells (BMNCs)™ o with se-
lecied sibtypes™ ' is manciied with some mmproverient in my acarndial
perfusion and o function m pats with recent myocandial -
ﬁﬂ:mfhﬂ}Uphnm,lmwllﬂehn:hmh‘uiﬂdmmp
tions inio fhe chromc phase of ML>" and mny questions. reman
cmncemng the comribubion of the engrafied elk and especially ther
impact in ke myocandial reparfusion, sccondmg to the stage of MI
and o s severity.

Therefiome, by wsing chijsctive quantitative megng techniquoes,
this pil ot sbudy ammed o determane whether cell theragey with BMNCs
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affers @ real improvament, when apphisd o poetients refernal for cor-
onary arery bypass grafting (CAB) and despite the presence of
chronic M aseas, hy idered tobe dy damaged by a
screening mitraleenhanced MIBI-SPECT.™ " This randomied sudy
imvalved & dirsct comparion betwesn patients rested or not by cell
theapy, and it was conducted with & multimexdal imaging padocol
ivalving MIBI-SPECT, "*F-FIXi PET, and MBI to provide a anm-
prehensive asesament of the Gemonth evalutions of cendiac perfuson,
metahobi=m, and conirachlity.

MATERIALS AND METHODS

Patient Selection

The siudy protoco] was approved by the local sthical om=
maties and by the French Admmnistation (AFSSAPE, protocal na.
TC175), and all stucy patients jove € gned mfomed consent i par-
ticipate, These patienis were prospoedivdy reomiled among thase
referred fir CABG in owr instibution, with ages mnging from 18 o
75 years and with more fon & 2-month hsiory of ML They wen
refermed io 2 screeming nitote-enhanced MIBI-gated SPECT and m-
chuled if they fulfillad the Bllowing criteria: (1) lef veminicular (LV)
ejection fraction (EF) mnging firom 3R o 50%and (2 ) the presence,
anthe 1 T-segment mode],"™ of ai lasst 7 contiguows LV segments with
senvere contradility shnonmalities and less than 5{R% of MBI upike,
acriterion af irmevers bty damaged o

Mhin exchision critenia were as. folkws: (1) unstshle angina or
card e manfhiciency; (2) congenital or valvoler candiac dseases, y-
pertrophic or idiopathc candioamyopathy, or LV ansurysm requining
sumery; (3) hisiory of severs arrhythmia (exoepi those ooourring at
te:ﬂu;tnnfm{l}hin?nfm (5] hemmtol ogic, im=

e, or infl i {6]) severe mnal diseass defined

uﬂFR]:. than !]-mL"rm {7} chronic iver dhisearie clamified as
Chil-Pugh clss B or C; {8 ) contraindication io MREI; and (%) women
with childbearing potential

Study Organization

Afier inclusion, the patients were refemed for FDO-PET and
MREL Cardiac surgery was perfommead less than 15 days after comple-
tom of these imvestiptions.

Sargical techmical meodal ities wene defined hefiore the randomi-
mation process.. The myocandial segrments with kow vishility, which were
targeted for cell theragry, were defined as those exhibiing an upiake
af MIBI under nitrate, which wes less than 50% with regand o
the macimal IV voxel vale™ ™7 md extending over at least 5(F:
af the pmjacted sepment area, fhe ssgment ares being defined on the
17-segmeni madd " Cormary arery lemitodes nequiring CABG
were those exhibiiing mos than W% stenosis and Tmvalving ane or
meme vighle segmemis (ie, sgments that were nol those with low
vishility, a5 defined ahove).

Patiems. wene ramd omily asa gned io acel] thaagy group ({CABRG
and cell thaapy) or o a control group (CABG aline) aconding o
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