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RESUME

Dans le contexte actuel dans lequel les maladies cardiovasculaires sont la premiére cause de
mortalité, I'élucidation des mécanismes qui sous-tendent le processus de formation de
nouveaux Vvaisseaux sanguins chez l'adulte (néovascularisation), préoccupe fortement la
communauté scientifiqgue. Bien que de nombreuses études expérimentales et des essais
cliniques visant les cellules souches / progeénitrices pour induire l'angiogenése et la
myogenese ont montré des résultats encourageants (Gersh et al, 2009, Heil et Schaper, 2004;.
Lipinski et al, 2007, Mitsos et al.. 2012), les mécanismes par lesquels les différentes
populations de cellules souches / progénitrices aident a améliorer la fonction cardiaque post-
AVC sont encore mal connues (Gersh et al., 2009). Une meilleure compréhension de ces
mécanismes pourrait accroitre I'efficacité des thérapies cellulaires. Egalement, compte tenu

de [l'environnement ischémique dans lequel les cellules souches arrivent apres la
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transplantation au niveau de I’infarctus du myocarde, il est primordial de comprendre les
propriétés paracrines des cellules souches dans des conditions hypoxiques. Cela permettrait
de concevoir des stratégies thérapeutiques adaptées a chaque patient, afin de surmonter les
obstacles éventuels causés par les caractéristiques pathologiques. L’optimisation de la
stratégie pourrait étre faite par le choix des populations cellulaires les plus appropriées ou des
combinaisons des populations ou en utilisant uniquement des facteurs sécrétés par eux-
mémes, mais aussi par le choix de la voie d'administration et du moment de la transplantation
par rapport a un accident vasculaire aigu. En outre, les cellules a injecter peuvent étre
préconditionnées par la stimulation avec diverses cytokines ou un bloc ou sur-expression du

récepteur (Herrmann et al. 2011, Richardson et al., 2013).

Dans ce contexte, cette thése met en évidence les populations de cellules souches /
progénitrices qui présentent un potentiel angio-/vasculogene et aussi certains des
mécanismes par lesquels ils contribuent a la néovascularisation des tissus ischémiques. En
outre, en visant principalement I’amélioration de la fonction du myocarde aprés un infarctus,
on a suivi non seulement I'effet bénéfique de ces types de cellules sur la néovascularisation,
mais aussi la protection des myocytes cardiaques exposes a un stress hypoxique. Aussi, par
I’intermede des études effectuées, on a examiné également la contribution des divers facteurs
paracrines au potentiel thérapeutique des cellules souches / progénitrices et aussi le
changement d'expression et des propriétés paracrines dans un milieu hypoxique. Dans la
derniére partie, la contribution de I’axe SDF-1/CXCR4 au role paracrine des cellules
progénitrices et la fonction de CXCR4 dans le remodelage cardiaque aprés un infarctus du

myocarde ont été évaluées.

La thése, qui couvre 233 pages, est divisée en deux parties comprenant 143 figures (dont 105

se trouvent dans la deuxiéme partie), 7 tables (dans la seconde partie) et 290 citations.

Dans la premiére partie, -L'état actuel des connaissances-, organisée en 6 chapitres, I’auteur a
presenté d'abord les options thérapeutiques disponibles, soulignant ainsi la nécessité de
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques (Chapitre 1.1.). Ensuite, aprés une bréve
description de la structure des vaisseaux sanguins (Chapitre 1.2.), on a fait une incursion dans
les mécanismes physiologiques de la néovascularisation (Chapitre 1.3.), en définissant les
termes vasculo-, angio- et arteriogenese. Les étapes de l'angiogenése (réorganisation de la

membrane basale, de la matrice extracellulaire et du cytosquelette lors de la migration des
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cellules endothéliales, la maturation et la stabilisation du vaisseau) sont décrites en détail. Le
quatrieme chapitre (Chapitre 1.4.) présente plusieurs modeles sur lesquels peut étre étudiée
expérimentalement la formation de vaisseaux, et dans l'avant-dernier chapitre (Chapitre 1.5.),
les principaux facteurs qui modulent la néovascularisation sont présentés. Le dernier chapitre
(Chapitre 1.6) est consacré a la description des différentes stratégies qui peuvent étre utilisées
pour I’induction de la néovascularisation, en passant d'abord en revue les principaux types de
cellules souches et leurs propriétés génerales et ensuite en détaillant les caractéristiques des
deux types de cellules impliquées dans la néovascularisation : des cellules progénitrices
endothéliales (EPC) et les cellules souches mésenchymateuses (CSM). Enfin, I"auteur a
synthétisé I'état actuel des études expérimentales et cliniques, en décrivant leur succes et leurs

limites.

Dans la deuxieme partie de la thése, -Les contributions originales-, les études ont été
organisées en six chapitres. Les premiéres études ont été axées sur l'identification du potentiel
endothélial de certaines populations de cellules souches / progénitrices (Chapitre 11.1.). Les
résultats ont montré que les deux types d'EPC décrits dans la littérature (précoces et tardives),
aussi que des CSM, peuvent étre obtenus a partir de quelques sources tissulaires comme le
sang périphérique, le sang du cordon ombilical, la gelée de Wharton et la moelle osseuse. Le
potentiel endothélial des CSM est réduit, mais le phénotype sécrétoire a toujours suggéré de

suivre leurs propriétés paracrines afin de stimuler la néovascularisation.

De nombreuses études appuient la contribution des EPC précoces et tardives au processus
de néovascularisation par des mécanismes distincts: les premiéres ayant un role paracrine,
tandis que les EPC tardives, ayant un potentiel de prolifération élevé, ont la possibilité de
s’intégrer dans les vaisseaux en formation (Asahara et al, 1997;. Hur et al. 2004 Sieveking
et al., 2008). Il est également reconnu que la formation de nouveaux vaisseaux peut étre
modulée en utilisant une combinaison de facteurs angiogéniques. Le processus peut étre
amplifie lorsque ces facteurs sont administrés de maniére sequentielle (Freeman et Cohen
2009, Hao et al., 2007). D'autre part, une étude qui a examiné I'effet de la co-administration
des EPC précoces et tardives sur la néovascularisation en utilisant un modeéle in vivo
d'ischémie fémorale, a montré que les deux types de cellules ont un effet synergique (Yoon
et al., 2005). Ces données soulevent la question si I'effet bénéfique obtenu dépend de
facteurs libérés par les EPC precoces, en raison d'une réponse dynamique de ces cellules
aux conditions rencontrées in vivo. Pour répondre a cette question, en utilisant deux
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modeles in vivo, nous avons cherché si les facteurs sécrétés in vitro au début par les EPC
précoces peuvent améliorer la néovascularisation induite par les EPC tardives (Chapitre
11.2)).

Les résultats montrent qu'en preésence de facteurs secrétés par les EPC précoces in vitro, les
EPC tardives incluses dans un morceau de Matrigel et transplantées de maniére sous-
cutanée chez la souris peuvent étre organisées dans les structures vasculaires qui ont la
capacité de fusionner avec le réseau vasculaire de l'organisme hdote. Egalement, la
transplantation des EPC tardives dans le muscle ischémique en présence des facteurs
sécrétés par les EPC précoces augmente significativement la perfusion tissulaire; un effet
qui n’est pas obtenu a un niveau similaire lorsque les EPC tardives ou les facteurs sécrétés
par les EPC précoces sont administrés séparément. Ainsi, nous pouvons conclure que les
facteurs libérés in vitro par les EPC précoces sont capables de stimuler de maniere
significative la formation de nouveaux vaisseaux par les EPC tardives, et I'administration

des EPC précoces n'est pas nécessaire pour obtenir cet effet positif.

L'identification des facteurs appartenant au milieu conditionné responsables de [I'effet
bénéfique permettra la formulation d’un composé thérapeutique qui peut étre produit a
grande échelle et qui peut étre administré a un site ischémique, conjointement avec des EPC
tardives, afin d'ameliorer la perfusion tissulaire. Ainsi, a partir des résultats des etudes in
vivo, nous avons cherché une description plus détaillée des facteurs paracrines responsables
de I'effet bénéfique des EPC précoces (Chapitre 11.3.). Nous avons aussi étudié I'influence
de I'hypoxie sur les propriétés de sécrétion des EPC précoces et la capacité angiogénique et
cardioprotectrice des facteurs libérés par les EPC précoces en conditions de normoxie et
d'’hypoxie. Le profil des cytokines des EPC precoces montre qu'ils sécretent de nombreux
facteurs pro-angiogéniques (VEGF, SDF-1, PIGF, Ang2, ET-1, IL-8, MCP-1, MMP10) et
anti-angiogéniques (TIMP-1, CXCL4), ce qui suggere la contribution des EPC précoces a
la maintenance de I'équilibre angiogénique qui pourrait empécher l'angiogenése
pathologique. Nous avons également montré que, bien que I'nypoxie module le profil de
sécrétion des EPC précoces, en augmentant la sécrétion globale des facteurs de croissance
impliqués dans I'angiogenese, y compris VEGF, ces changements n'influencent pas de
maniére significative I'effet angiogénique du milieu conditionné. Ainsi, on peut remarquer
que les facteurs libérés par les EPC precoces, dans conditions normales aussi que dans les
conditions de privation d'oxygéne, sont capables d’induire la migration et la prolifération
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des CE, l'organisation des EC en cordons et de protéger les myocytes cardiaques de
I'apoptose induite par I'hypoxie. On a également étudié la contribution du VEGF aux
propriétés angiogéniques des EPC précoces. Les résultats ont montré que la présence de
VEGF dans le milieu conditionné des EPC précoces n'est pas essentielle pour la migration

de des CE ou pour la formation des cordons des CE sur Matrigel.

Ensuite, on a étudié les propriétés paracrines des MSC, en suivant leur capacité a induire
I'adhésion et la prolifération des CE et de protéger les myocytes cardiaques de I'apoptose
induite par I'hypoxie (Chapitre 11.4.). Egalement, le potentiel des MSC a été comparé a
celui des EPC précoces et a été évalué dans des conditions hypoxiques. Les résultats ont
montré que les facteurs sécrétés par les MSC stimulent le chimiotactisme et I'adhésion des
CE, mais ils ne sont pas capables d'induire la prolifération des CE; en outre, ils ont des
effets bénéfiques sur les cellules musculaires cardiaques ischémiques. L’activité secrétoire
des MSC est l1égérement modifiée a la suite de I'exposition a I'nypoxie, mais apparemment
ces changements n’affectent pas les effets paracrines. Les effets induits par les EPC
précoces in vitro sont complémentaires a ceux induits par les MSC, en stimulant la
prolifération, mais pas I’adhésion des CE. Ces deux effets peuvent étre induits
simultanément en combinant les milieux conditionneés, ce qui suggere que les facteurs
libérés par chacun des deux types de cellules ne sont pas suffisants pour compléter
I'angiogenése. Ceci suggere que la combinaison de ces deux populations cellulaires ou des

facteurs secrétés par eux-mémes, permettrait d'induire I'angiogenese avec succes.

Le processus de neovasculogenese dépend de l'activité des différentes cytokines tels que le
VEGF, bFGF, les angiopoiétines et SDF-1 (-Wingerter Parsons et al., 2000 Visconti et al.,
2002). Les mécanismes par lesquels ils orchestrent la néovascularisation sont encore
contestés. On sait qu'au niveau d’un milieu ischémique, un gradient de SDF-1 est formé, ce
qui provogue la mobilisation de cellules de moelle osseuse exprimant du CXCR4. En plus,
I'interaction récepteur-ligand déclenche des cascades de signalisation impliquees dans la
survie, la croissance et la prolifération cellulaires (Ganju et al. 1998 Petit et al. 2007,
Roland et al., 2003). Dans ce contexte, nous avons investigué le profil d’expression du
SDF-1 des EPC précoces et nous avons examiné si le role paracrine de ces cellules dans la

néovasculogenese est medié par SDF-1 (Chapitre 11.5.).
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De plus, étant donné que I’interaction SDF-1/CXCR4 est exploitée de plus en plus dans
I'utilisation de la thérapie cellulaire apres un IM (Zhang et al., 2007), nous avons étudié la
fonction de CXCR4 dans le remodelage cardiaque apres IM chez les souris genétiqguement
modifiées IM (CXCR4'), afin d'identifier les éventuels effets néfastes des composés
pharmacologiques (Chapitre 11.6.). Les résultats ont montré que les EPC précoces
sécrétent des quantités accrues de SDF-1 et sont capables de lier SDF-1 a leur surface,
créant ainsi un gradient local qui attire des cellules souches / progénitrices CXCR4" au
potentiel angio-/vasculogen en circulation. D'autre part, les études in vivo sur les souris
transgéniques ont montré que CXCR4 a un effet a double tranchant sur le remodelage
cardiaque aprés un infarctus du myocarde. Ainsi, d'une part, les souris CXCR4"" ont
présenté apres IM des cicatrices plus petites et plus stables, associées avec une réponse
monocytique plutdt régénératrice et une meilleure adaptation des myocytes cardiaques au
stress hypoxique. D'autre part, la fonction des EPC précoces a été affectée, ce qui a résulté
dans la réduction de la néovascularisation du myocarde et du rétablissement du débit
coronaire, qui sont ensemble responsables de I'absence d'amélioration de la fonction
ventriculaire. Ainsi, en extrapolant ces résultats, I’inhibition du CXCR4 dans le systéme

humain doit étre faite avec prudence.
En conclusion, les données contenues dans cette thése démontrent que:

- Les EPC précoces et tardives peuvent étre obtenues a partir du sang périphérique et du

sang du cordon ombilical

- Le potentiel endothélial des cellules souches / progénitrices mésenchymateuses est limite,
mais ce type de cellule peut étre exploité pour stimuler la néovascularisation a I’aide de

leurs propriétés paracrines

- Les facteurs libérés in vitro par les EPC précoces sont capables de stimuler de maniere
significative la formation de nouveaux vaisseaux par les EPC tardives; ainsi, la

transplantation des EPC précoces n'est pas necessaire pour obtenir cet effet.

- Les EPC précoces maintiennent leurs propriétés paracrines en conditions hypoxiques et

VEGF n’est pas essentiel pour leur effet angiogénique.

- Les facteurs paracrines sécrétés par CSM soutiennent certains des processus impliqués

dans l'angiogenese (soutiennent le chimiotactisme et I’adhésion des CE, mais pas la
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prolifération) et ont des effets bénéfiques sur les myocytes cardiaques ischémiques ; ces

propriétés sont maintenues lorsque les MSC sont soumis a I’hypoxie.

- Les effets induits in vitro des EPC précoces sont complémentaires a ceux induits par
CSM ; ainsi ils stimulent la prolifération, mais pas I’adhésion des CE. Ces deux effets
peuvent étre induits simultanément en combinant les deux milieux conditionnés (obtenus a
partir de la EPC et CSM). La combinaison de ces deux populations cellulaires ou des
facteurs sécrétés par eux, pourrait étre une stratégie efficace pour induire l'angiogenése

thérapeutique.

- Les EPC précoces sécretent des quantites accrues de SDF-1 et sont capables de lier SDF-1
sur leur surface, creant ainsi un gradient local qui peut attirer du trafic de cellules souches /

progénitrices CXCR4" au potentiel angio-/vasculogéne vers un site ischémique.

- CXCRA4 présente un effet a double tranchant sur le remodelage myocardique apres un IM ;
son expression faible cause la formation des cicatrices plus petites et plus stables, mais

affecte la néovascularisation cardiaque et la récupération de la fonction ventriculaire.

Les points de repere fondés sur des résultats originaux obtenus pendant le stage doctoral
permettent I’élaboration des stratégies qui conduiront a I’optimisation du traitement de
vascularisation d’un territoire ischémique. Ces données precliniques seront renforcees dans

le futur par des essais cliniques.
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