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RESUME

L’endothélium joue un role primordial dans le dé@pgdement et le maintien des
multiples fonctions vasculaires. Il est ainsi lamgmt impliqué dans des situations
pathologiques comme les maladies cardio-vasculaites description de marqueurs
endothéliaux circulants a permis une exploration imvasive de I'endothélium. Notre équipe
s’est intéressée principalement aux cellules emdiaths circulantes (CEC), dont le taux
reflete la Iésion ou I'activation de I'endothéliuet, aux progéniteurs endothéliaux circulants
(PEC), marqueurs de régénération endothéliale. daulerte en 1997 par Asahara de la
présence chez l'adulte de ces PEC, participant farlaation de nouveaux vaisseaux par
vasculogenese, a ouvert de nouvelles perspectiaggmment pour la thérapie cellulaire des
pathologies ischémiques.

Ce travail a consisté a développer les méthoddadéde ces cellules dans plusieurs
contextes. Tout d'abord, nous avons exploré Iutilide ces marqueurs dans la
physiopathologie de I'hypertension artérielle puhaime (HTAP). Puis nous avons analysé le
potentiel de mobilisation des progéniteurs endabgl a partir de la paroi vasculaire lors
d’une ischémie locale chez des volontaires sains tiacadre du développement d’un produit
de thérapie cellulaire autologue.

Une partie de ce projet a été de mettre en pladéptimiser les techniques d’étude
de ces marqueurs. Les CEC ont été quantifiéesnpaaunoséparation magnétique (IMS),
technique mise au point en 1992 (Dignat-George 1892ransférée dans notre laboratoire.
La quantification des PEC a été réalisée par cytaenén flux et par culture cellulaire. En
culture, deux types de PEC sont décrits : les PECoges, dont I'origine est monocytaire et
pour lesquels la culture est déja standardisé&sek Endothelial Colony Forming Cells »
(ECFC), seules cellules présentant des caractgrestide cellules endothéliales progénitrices
et pouvant étre proposées comme produit de thémlielaire. Nous avons optimisé la
quantification des ECFC en culture en étudiantdietie diverses matrices et de la densité
d’ensemencement des cellules mononucléées issuesardy total sur I'obtention de ces
cellules et leurs propriétés angiogenes.

La dysfonction endothéliale a été décrite comme @ément central dans le
développement de I'HTAP dont le diagnostic repasela mesure de la pression artérielle
pulmonaire par cathétérisme cardiaque droit. EbsBace de marqueur biologique non
invasif dans cette maladie, nous avons quantiBédEC et les progéniteurs circulants dans
deux études. Une étude réalisée chez des patidoltesa a montré une augmentation



spécifigue des CEC dans I'HTAP et non dans I'hygesion pulmonaire thromboembolique
chronique. Ainsi les CEC semblent étre le reflet l#sions endothéliales pulmonaires et non
de la sévérité cliniqgue des patients. L'autre étadaontré l'intérét de la quantification des
CEC dans la prise en charge thérapeutique desterdanffrant dHTAP secondaire a une
cardiopathie congénitale, dont les formes irrédesi présentaient des taux élevés de CEC.
Nous avons ainsi défini un nouveau marqueur noresifiva utilité diagnostique et

pronostique.

Les PEC sont des cellules rares dans le sangaii;ulifficiles a expandre, et dont les
essais de mobilisation médullaire se sont révétésfiisants. L’hypothese récente d'une
réserve vasculaire des progéniteurs endothéliaws reo conduits a étudier l'effet d'un
processus d’ischémie locale sur la mobilisationces cellules chez des volontaires sains.
Deux groupes d'age ont été inclus afin d'évalumpéct du vieillissement sur la méthode de
mobilisation étudiée. Malgré un effet de cette éuke sur la dilatation endothéliale cette
méthode n’a pas permis de mobiliser significativeties PEC issus de la paroi endothéliale,
quel que soit I'age des sujets. A l'inverse, I'hyigoa eu un effet délétére sur les capacités

angiogenes des ECFC.

Mots-clés : cellules endothéliales circulantes, progéniteursdoghéliaux circulants,
hypertension artérielle pulmonaire, mobilisatidrérapie cellulaire.
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INTRODUCTION

En raison de sa situation et de ses multiples iomgt la dysfonction de I'endothélium
est un facteur prépondérant dans la pathogenesemde&mlies vasculaires. En biologie
clinique, I'exploration de la CML est limitée ens@n de sa position difficilement accessible a
des investigations de routine et au manque de reargwspécifiques. La mise en évidence
récente de marqueurs endothéliaux circulants ped¥etaluer l'intégrité de I'endothélium,
dont le maintien est indispensable pour I'hnoméastaasculaire. Aprés un rappel sur
I'endothélium et son exploration, nous ferons lefpsur ces marqueurs. Deux contextes de
dysfonction endothéliale seront ensuite abordésn: contexte pathologique qui est

I'nypertension pulmonaire, et un contexte physiojog qui est le vieillissement.

) L'endothélium

Longtemps considéré comme une surface inertet inagtenant bien démontré que
I'endothélium est une structure disséminée acttivbédérogéne, communiquant avec son
environnement et participant a de nombreux proceggiysiologiques (Cines 1998). En
raison de ses multiples fonctions, I'endothéliutimpliqué dans de nombreux mécanismes
physiologiques et pathologiques et suscite un éht@grandissant. Son étude a permis

d'améliorer la compréhension des mécanismes plgthiojogiques vasculaires.

.1  Structure de la paroi vasculaire

La paroi vasculaire est constituée de trois tursqlisposées de maniere concentrique
de la cavité endoluminale vers la périphérie degéfa : l'intima, la media et I'adventice
(Figure 1). L'intima est la couche interne de la paroi artérieElle est principalement
constituée d'une monocouche de cellules endotegli@CE) de 15 pum environ, appelée
endothélium, reposant sur une membrane basald'eSsemble des vaisseaux, de 1 a¥.10
CE, soit 1 kg de cellules recouvrant une surfacé @@€0 a 7 000 m2 forment cet endothélium
(Aird 2005). L'intima est séparée de la media pdimhitante élastique interne, d'épaisseur 40
a 80 um, constituée de fibres élastiques. La mexiache moyenne, constitue la couche
principale de l'artere. C'est un empilement corrapreg d'unités lamellaires formées de
cellules musculaires lisses (CML) et d'une matramnjonctive (€lastine, collagene et
mucosaccharides). La media est séparée de l'adeepdér la limitante élastique externe,

constituée d'épaisses lames d'élastine percéesémestfations, permettant le passage



bidirectionnel de substances et de cellules. Liatike tunique externe, est constituée d'un
tissu conjonctif basal, de fibroblastes, de cedudelipeuses et deasa et nervi vasorum
L'importance de ces trois tuniques est variablerskd type de vaisseaux, et conditionne leurs

fonctions.

Limitants
élastique
Inbma nterme ——
hecia

,F_lf,".r-'—l’. tn‘_ l'-
Limitante

elastique -
axteine

L [P
L Fa
L ‘/

On distingue trois types d'artéres (Tortora andiblkson 2009). Les artéres élastiques

Figure 1 : Structure de la paroi vasculaire

ou conductrices sont les grosses artéeres situées dar coeur. Elles ont une media tres
développée, riche en fibres élastiques, collagéfiéres musculaires. Ce sont des vaisseaux
élastiques qui résistent faiblement a I'écoulemeatparoi de ces artéres est suffisamment
grosse pour nécessiter son propre systéme vas;ulas vasa vasorum. Les artéres
musculaires ou artéres distributrices sont desemrt@oyennes dont la media est plus riche en
muscle lisse mais moins en fibres élastiques gsi@rf&res conductrices. Ceci leur confere
une grande capacité de vasoconstriction et de Wattbn qui leur permet ainsi de réguler
I'écoulement sanguin vers les tissus. Les arté&rsbat les plus petites arteres, situées dans les
tissus avant les capillaires. Celles situées pessaitéres ont une composition semblable a
celles-ci. Alors que pour celles situées pres dmsllaires, les tuniques se limitent a un
anneau de CE entourées de quelques CML. Elleseadardébit sanguin entre les arteres et
les capillaires d'un tissu en fonction de l'acéiuile I'organe concerné. Les capillaires ont un
tres petit diameétre, se situent autour des celldiss les tissus entre les artérioles et les

veinules. lls ne sont constitués que d'une seulehmde CE et d'une membrane basale sans
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tunique moyenne ni externe. lls assurent les édsangtre le sang et les cellules, la vitesse
d'écoulement dans cette microcirculation étant eseaht de 8 mm par seconde. Les
sphincters entre artérioles et capillaires répsatis la masse sanguine selon les besoins, si
bien qu'a chaque instant, seulement 5 % des dagsllaont irrigués par les artérioles. Les
veinules sont des petites veines formées par tudéplusieurs capillaires. Elles recueillent
le sang des capillaires et le déversent dans lieeseCelles qui sont pres des capillaires se
composent d'endothélium et de quelques CML. Cgileghes des veines possédent une
tunique externe semblable a celle des veines. kg®ey ont un trés grand diametre et sont
constituées des mémes trois tuniques que les surreais leur épaisseur relative est différente.
Elles contiennent surtout du collagene et peu biesi musculaires lisses. Elles assurent le

retour du sang vers le coeur et constitue un régesanguin.

I.2 Formation des vaisseaux sanguins

La formation de nouveaux vaisseaux implique difiése mécanismes. La
vasculogenese est la formation des premiers vaissaapartir de cellules progénitrices,
I'angiogenese correspond a la croissance des patiseaux formant les capillaires a partir
des cellules pré-existantes, et l'artériogenesengteta croissance des gros vaisseaux de
distribution qui nécessite I'entourage de la cowatdnthéliale par des péricytes ou des CML.

1) Vasculogenése

L'appareil cardiovasculaire est le premier orgase développer, dés le *f'8jour de
la gestation. D'apres leur profil moléculaire, tessus vasculaires et hématopoiétiques au
stade embryonnaire semblent avoir une origine conemithémangioblaste (Pelosi 2002). De
plus, la présence de cellules souches hématopodétiCSH) dans le plancher ventral de
l'aorte dorsale, a l'intérieur de la région AGM r(eo- gonades - mésonéphros), a été
démontrée au cours du développement foetal, awagblbnisation du foie foetal par ces
cellules, qui a lieu auB®mois (Garcia-Porrero 1998). Les CSH y apparaissaums forme de
foyers accrochés a l'endothélium sous-jacent. Issulagenése commence par la formation
dllots sanguins dans le sac vitellin primitif,ussde la migration de cellules mésodermales et
de leur différenciation en hémangioblastes. La heusxterne contient les angioblastes, et la
couche interne, les CSifrigure 2). Lors de la vasculogenése, les angioblastes migard
I'influence de facteurs de croissancéasic fibroblast growth facto(bFGF) etvascular

endothelial cell growth factor(VEGF), permettant la fusion des flots sanguireyr |
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réarrangement en structures tubulaires et la foomatu premier plexus vasculaire primitif.
Ces tubules forment ensuite de larges vaisseamepiant la circulation sanguine (Risau and

Flamme 1995).

Cellules souches

bt SR b Vasculogenése

WEGF-RZ
giobl astes ‘ VEGF
+
VEGF-R 1\|/
Cellules
mésenchymateus es
Maturation et stabilisation
Bﬁf; des vaisseaux

Angiogenese J D estruction des

i% ! vaisseaux

Figure 2 : Formation de nouveaux vaisseaux par vaslbgenese et angiogenése.

A- Vasculogenése. Les angioblastes de la coucterextes ilots sanguins migrent sous l'influence
de facteurs de croissance, se multiplient et dérdifcient pour former localement des structures en
tube de cellules endothéliales. B- AngiogenesesSagtion de I'angiopoiétine 1 (Ang-1) sur son
récepteur Tie-2, les cellules bourgeonnent. Leuteanent de cellules péri-endothéliales permet de
stabiliser le vaisseau. La fixation de I'angiopwiét2 (Ang-2) sur Tie-2 favorise le développement d
nouveaux vaisseaux. L’absence de facteurs desarwe conduit a la destruction des vaisseaux.
Adapté de Cines et al. (Cines 1998)

2) Angiogenése

L'expansion de l'arbre vasculaire a partir de cagsseaux sanguins existants
correspond a l'angiogenése. Elle a lieu chez I'gombtors du développement du systeme
cardiovasculaire, et chez l'adulte apres Iésiorotiédiale ou au cours de la vascularisation
tumorale. Les 3 principaux facteurs initiant la raigpn des CE sont le VEGF, le bFGF et les
angiopoiétines. Elle se déroule en trois étapdrdtion des CE, migration, stabilisation du

vaisseau (Carmeliet and Jain 2011). Sous linflaedes signaux pro-angiogéniques, les
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cellules bourgeonnent a partir des extrémités £pdeois latérales des vaisseaux préexistants.
La fixation de l'angiopoiétine 2 (Ang-2) sur sorcegteur Tie-2, en présence du VEGF,
conduit au détachement des péricytes, a la dégpad#e la matrice extracellulaire (MEC) et
la libération de facteurs angiogenéBigure 2) et potentialise les effets du VEGF
(Maisonpierre 1997). L'activation du VEGFR-2 alaface des CE stimule le renouvellement
des points focaux d'adhésion, entraine une vasaiila via la production de monoxyde
d'azote (NO) par la NO synthase endothéliale (eN@&Savorise la polymérisation de 'actine
(Lamalice 2007). La migration des CE, dirigée pae CCE appelée "tip cell”, et I'étirement
des "stalk cell" conduit a la formation d'un nouveaisseau dont la membrane est constituée
de protéines sériques. Sous l'effet de facteussdeé le PDGF (platelet-derived grouwth
factor), l'angiopoiétine-1 (Ang-1) ou le TGF{transforming growth factof), les CE
retournent a un état quiescent et des cellulesvpgdulaires sont recrutées pour stabiliser le

vaisseau. En I'absence de facteur de croissanca,destruction des vaisseaux (Suri 1996).

3) Artériogenéese

Elle correspond a la formation des éléments de gnos calibre et a la différenciation

artério-veineuse. Les structures vasculaires dorg aonsolidées par les CML et de la MEC.

.3 Fonctions de I'endothélium

L'hétérogénéité des fonctions endothéliales explidqaur implication dans de
nombreuses pathologies. L'endothélium assure et lefcontréle du tonus vasculaire, de la
migration transendothéliale des leucocytes régudamdi I'inflammation, de la perméabilité
vasculaire et de la coagulation. Il a égalementdl@ anti-oxydant et régule la croissance

cellulaire.

1) Contrdle du tonus vasculaire

Les CE sécretent de nombreux mediateurs influenifadmodynamisme vasculaire
dans son état physiologique. Elles régulent la giwassanguine et le flux sanguin par
libération de molécules vasodilatatrices comme@ee\l la prostacycline ou prostaglandine 12
(PGI2), ainsi que des molécules vasoconstrictriteltes que l'endothéline-1 (ET-1) et le
platelet-activating factor (PAF). Seul le NO eshtfiétisé de maniere constitutive. Son taux

de production est régulé par de nombreux stimulgéres, chimigues ou mécaniques.
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Le NO est un radical libre synthétisé lors de laedyon de la L-arginine en L-citrulline par la

NOS. La eNOS est active de maniére constitutivesnai@i nombreux composés peuvent
augmenter son activité : la thrombine, I'adéno&néiphosphate (ADP), la bradykinine, la

substance P, les agonistes des récepteurs mugoasminsi que les forces de cisaillement.
Le NO exerce des fonctions importantes au seinaissgau. Il maintient le tonus basal par
relaxation des CML. Le NO inhibe aussi l'adhésioes deucocytes a I'endothélium,

I'activation plaquettaire (stimule la formation @GMP cyclique), ainsi que la migration et la

prolifération des CML. Cet effet lui permet de lierila prolifération néointimale lors de la

réparation vasculaire, en synergie avec la stinmnate la migration et de la prolifération des
CE.

L'ET-1 est le plus puissant agent vasoconstriclteasynthese de son propeptide est stimulée
par I'nypoxie, les forces de cisaillement et I'éstie. Elle entraine la contraction des CML
apres action sur son récepteur ET-A, par augmentdti calcium intracellulaire et activation
de la protéine kinase C. Elle stimule aussi laifgn@tion cellulaire avec un effet a long terme
par accumulation du calcium en intracellulaire, d¢gieNO peut réverser. Son action sur le
récepteur ET-B, présent sur les CE, est impliqusiesda sécrétion du NO et de la PGI2
(Wilkins 2012).

La PGI2 et le PAF permettent d'affiner la régulatidu tonus vasculaire. Ces molécules

lipidiques impliquées dans le signalement inteutaite peuvent étre synthétisées rapidement
et leur demi-vie est courte. La PGI2 agit par urcamésme paracrine aprés sa libération par
les CE. Elle permet la relaxation des CML par fatsur son récepteur IP et augmentation
de 'AMPc et inhibe I'agrégation plaquettaire, aipge la prolifération des CML. Sa synthése

est induite au niveau des sites de perturbatiocwaise et elle a aussi un role dans les
réponses inflammatoires locales. Le PAF reste suttace des CE et permet I'adhésion des

leucocytes a la paroi vasculaire, agissant aihenagn mode juxtacrine.

2) Contréle de 'hnémostase

La fonction principale de I'endothélium est de It la circulation sanguine en
présentant une surface antithrombotique. Sougt'd# facteurs extrinséeques mécaniques ou

chimiques, I'endothélium peut devenir procoagulant.
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2.1 Contrble de 'hnémostase primaire

Lors d'une lésion vasculaire, il se produit uneogasstriction réflexe conduisant a

une diminution du débit sanguin.

Dans un premier temps, on observe la phase d'adhpkquettaire, par liaison aux
composés sous-endothéliaux, et en particulier allageéme, soit directement par les
glycoprotéines (GP) la et VI, soit indirectement paison du facteur Willebrand (FVW) au
complexe GPIb-I1X-V plaquettaire. Le FVW est synib@tpar les CE et les mégacaryocytes.
Il est présent dans les plaquettes, le plasma sbus-endothélium sous des conformations
différentes. Ce sont les mutiméres de grande tagitiesents au niveau du sous-endothélium,
qui représentent la conformation permettant latixades plaquettes. Quand les forces de
cisaillement sont faibles, comme dans les veingsepample, les plaguettes peuvent aussi

s'immobiliser directement par liaison de l'intégri@PlIbllla @,B3) au fibrinogene.

Les plaquettes sont alors activées et sécrétentdgtenu granulaire, comme I'ADP et
et de nombreuses protéines impliquées dans I'amggsg, et générent du thromboxane A
(TXA),). C'est la phase sécrétoire. L'ADP provoque Vatittn d'autres plaquettes. Le TXA

une action vasoconstrictrice et peut induire lasgheécrétoire et I'agrégation plaquettaire.

Sous l'action de divers agonistes, I'adhésion thEpipttes activées est amplifiée ainsi
que le recrutement d'autres plaquettes. La formatio clou plaquettaire permet l'arrét
transitoire du saignement. L'agrégation plaquettagcessite la présence de fibrinogéne qui
assure la constitution de ponts interplaquettaras liaison a son récepteur la GPlIbllla,
complexe fonctionnel aprés modification conformatielle seulement. L'agrégation
plaquettaire devient irréversible aprés transfolmnatdu fibrinogéne soluble en fibrine
insoluble par la thrombine.

A l'état quiesent, les CE inhibent l'interactiors ddaquettes avec leur surface, en
partie sous l'effet du NO et de la PGI2. Le NO li¢hi'adhésion, I'activation, la sécrétion et
l'agrégation plaquettaire et favorise leur désamiég par un mécanisme dépendant du
GMPc. La PGI2 agit en synergie avec le NO pourliahl‘activation plaquettaire par blocage
du changement conformationnel dépendant du calaiumrécepteur au fibrinogene, la

GPlibllla, nécessaire a la fixation du fibrinogésug son récepteur.
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2.2 Contrble de la coagulation

C'est le controle de la génération de thrombine agpii I'étape autour de laquelle

s'équilibre la balance entre les effets anti etgagulants (Cines 1998).

La thrombine stimule ['activation des plaquettes, mtbmbreuses enzymes de la
coagulation et leurs cofacteurs. Elle stimule égpelst l'effet procoagulant des CE.
L'antithrombine se lie aux héparanes sulfates epaotéoglycanes de la surface endothéliale.
Sous l'action de I'néparine, les CE libérent dulTESsue factor pathway inhibitor), qui se lie
au facteur Xa au sein du complexe FT/FVII/Xa etidume ainsi la génération de thrombine
(Broze 1995). L'endothélium exprime aussi la thrombduline. Sa liaison a la thrombine est
nécessaire a l'activation de la protéine C. Laémet C interagit avec son cofacteur, la
protéine S, synthétisée entre autres par les Clt, gdeercer son activité anti-coagulante par
inactivation des facteurs V et VIII. La CE expriteerécepteur a la protéine C (EPCR), ce qui
accélere l'activation de celle-ci. La thrombomodlidiminue également l'activation des
plaquettes, des facteur V, Xlll et du fibrinogenar ga thrombine et stimule ['activité
fibrinolytique des CE. La thrombomoduline inhibactivité du facteur Xa et donc la

génération de thrombine.

Sous l'action de cytokines inflammatoires, la CEiel® procoagulante. L'expression
de la thrombomoduline est diminuée et son intesatibn accélérée avec en parallele une
augmentation de I'expression du facteur tissul@iig. Cette expression pourrait étre liee au
dépbt de microparticules d'origine monocytaire &uaace des CE (van Hinsbergh 2012).
C'est la premiere étape d'acquisition du phénopypeoagulant. Le FT amplifie I'activation
du facteur X par le facteur Vlla, activant ainsiVaie extrinseque de la coagulation qui
conduit a la génération de thrombine et la fornmatie fibrine. L'activité procoagulante du FT
est accélérée par I'exposition de phospholipidemnajues a la surface des CE, qui a lieu lors
de l'apoptose des cellulds. vitro, la synthese du FT peut étre induite par la thiombdes
endotoxines, différentes cytokines, les forces @ailtement, I'hypoxie, des lipoprotéines
oxydées et encore d'autres factelmsvivo, I'expression du FT est induite rapidement apres
une lésion vasculaire et du FT est retrouvé auanivedes plaques d'athérosclérose et des
vaisseaux dérivés des tumeurs. Le FT participéggtement a la régulation de l'angiogenése.
L'expression du récepteur a la thrombine PAR-1t@ase-activated receptor-1) permet a la
thrombine d'induire de nombreux changements damxpréssion de molécules
prothrombotiques et antithrombotiques, telles queT, le PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor 1), le NO, le PAF, I'ET-1 et la PGI2, $ode la culture des CE. La thrombine a
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également un effet mitogénique sur les CE, lesoffilastes et les CML. La CE exprime
également des récepteurs pour la fibrine et sedufisode dégradation, dont la fixation
stimule l'adhésion, la diffusion, la prolifératioat la migration des CE, l'adhésion

leucocytaire, et inhibe la synthése de la PGI2.

2.3 Contr6le de la fibrinolyse

Les CE peuvent selon les situations développeraatieité pro- ou anti-fibrinolytique
(Cines 1998). L'endothélium semblerait profibrinmye au repos par sécrétion de
I'activateur tissulaire du plasminogéne, le t-Pdylesment par une sous-population de CE de
la microcirculation. Le t-PA est un puissant adiva de fibrinolyse, permettant la
transformation de plasminogene en plasmine quiatdiggta fibrine. La CE exprime elle-
méme des sites pouvant lier le t-PA qui favorisentdéveloppement de son activité

fibrinolytique, ce qui stimule la prolifération dellaire.

En conditions d'activation par divers stimuli, teise la thrombine, les endotoxines,
certaines cytokines inflammatoires et des LDL (ldewnsity lipoprotein) oxydées entre autres,
les CE peuvent sécréter le principal inhibiteurteRA, le PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor 1) dans le sang circulant qui se fixe légent dans la MEC et neutralise l'activité
fibrinolytique du t-PA et de I'u-PA (urokinase) pote par d'autres cellules que la CE. Par
ailleurs, la liaison de la thrombine a la thrombaluline de la surface endothéliale accélere sa
capacité d'activation du TAFI (thrombin activablériholysis inhibitor) qui clive des
extrémités lysines du réseau de fibrine, empéclantivation du plasminogéne en plasmine
et retardant la fibrinolyse.

3) Contréle de l'inflammation

Lors de son activation, I'endothélium peut présedes antigenes aux lymphocytes
aprés induction de I'expression des molécules daaptaxe majeur d'histocompatibilité de
classe Il et il permet le recrutement de cellugemmatoires (Cines 1998). L'interaction des
cellules avec les vaisseaux se fait en quatre €tapttachement des cellules par une liaison
réversible, permettant le roulement des cellulé&s surface de I'endothélium, puis activation
des cellules adhérentes avec une adhésion quindewiéversible et résistante au flux, et
enfin diapédese des leucocytes entre les CE pancexleurs fonctions dans tissu sous-

jacent.
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Contrairement aux plaquettes qui se lient au nivdiasous-endothélium des artéeres
soumises a de fortes forces de cisaillement, leslgytes s'attachent aux CE la ou les forces
sont faibles, soit dans les veinules post-capdfaita phase d'attachement des leucocytes se
fait par des interactions de la L-sélectine et @GP-1 (P-sélectine glycoproteine ligand)
avec des sélectines exprimées a la surface destVEes : la E et la P sélectines, I'expression
de la E-sélectine étant inductible (Cines 1998)s @®lécules peuvent ainsi initier les
réponses inflammatoires et immunitaires par adhédes leucocytes, ainsi que les réponses
hémostatiques par liaison aux plaguettes actiteefixation des ligands leucocytaires a leurs
récepteurs endothéliaux, ainsi que les contacts g chémokines et cytokines présentes
localement a la surface de I'endothélium sont ptessigrace a la faible vitesse de roulement
des cellules et conduisent a I'activation des leytes. Les intégrineB2 peuvent alors se lier
a leurs ligands ICAM-1 et ICAM-2 (Intercellular Adkion Molecule) et VCAM-1 (Vascular
Cell Adhesion Molecule) exprimés sur la surfacecthéliale, aboutissant a une adhésion de
haute affinité. Les CE synthétisent des chémokigiegxpriment des molécules comme
PECAM-1 (Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molegulpermettant la transmigration de
leucocytes. Le passage de protéines plasmatiquesepéee former une matrice provisoire
dans les tissus lors de l'extravasation des letescyCines 1998). La production

concomitante de vasodilatateurs augmente I'acheneinedes leucocytes dans les tissus.

4) Contréle de la perméabilité vasculaire

L'endothélium forme la barriere la plus importaptar la régulation du passage des
macromolécules et la circulation des cellules chgsaux tissus. Ce sont les jonctions inter-
endothéliales qui contrélent la perméabilité cel@d avec une régulation trés fine de
l'ouverture et de la fermeture de ces contactesEdontrolent également la croissance
cellulaire et la synthése protéique par transmisdi® sighaux intracellulaires. Ces structures
complexes sont constituées de molécules d'adhé&siosmembranaires liées a un groupe de
protéines cytoplasmiques et au cytosquelette. Tryses principaux de jonctions
endothéliales sont décrits selon les territoirescukaires. Les jonctions serrées ou tight
junctions ou zonula occludens sont tres préserdaas tbs endothéliums ou le contrble des
échanges entre le sang et les tissus doit étd sbtimme le cerveau ou les arteres de gros
calibre (Lampugnani and Dejana 1997). Les jonctiadsérentes ou adjacent junctions ou
macula adherens est un complexe trés dynamique. qrégence est ubiquitaire le long de

I'arbre vasculaire et essentielle a l'organisatnitiale de la monocouche de I'endothélium.
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Elles ont un réle majeur dans l'adhérence, la conication cellulaire et la perméabilité,
limitent la migration des cellules et participent'idhibition de contact de la croissance
cellulaire (Dejana 1995). Les jonctions communieaniu gap junctions forment un
endothélium dit discontinu. Elles sont essentielbesir les échanges inter-cellulaires et
prédominent dans les organes ou ont lieu beauc@ghahges comme le rein ou les glandes

endocrines.

A I'état quiescent, I'endothélium assure la flédibnguine en exercant des propriétés
anticoagulantes, antiadhésives et vasodilatatpae$expression de certaines molécules, ainsi
gue la synthése et la sécrétion de nombreux fact@tigure 4). Au cours d'agressions
multifactorielles, on dit que I'endothélium actidévient procoagulant, vasoconstricteur et
favorise I'adhésion des leucocytes et leur mignatiers les sites inflammatoires, sur la base
des études en culture cellulaire qui ont montré pénotype d'activation universel.
Cependant, la réponse des CE a une activationivo correspond en fait a un spectre de

réponses, qui sera spécifique de la cellule etghakrecu.

.4 Dynamisme de I'endothélium

Deux facteurs principaux sont impliqués dans la ulamn des fonctions
endothéliales : le microenvironnement et la génétiqu épigénétique. Ainsi, I'endothélium
est un systeme dynamique qui régule ses fonctielms des signaux qu'il recoit et dont la
réponse a un méme signal varie en fonction de sB®i@tés intrinseques déterminées par
leur programmation génétique. En retour, I'endaih@&l exerce un contrdle sur
I'environnement. Le phénotype des CE varie done datemps et dans I'espace en fonction
des signaux venant du milieu extracellulaire et debules adjacentes (Aird 2003). Un
endothélium activé n'est pas synonyme de dysfamotip bien que le phénotype cellulaire
puisse étre le méme. Le terme dysfonctionnel cpoms$ a une réponse endothéliale non
adaptée et donc néfaste pour l'individu, qu'elielscale ou systémique.

1) Contrdle par I'épigénétique

L'information épigénétique est liée a des méthgtetide I'ADN, des modifications
des histones et des remodelages de la chromatesecliangements ont lieu habituellement

pendant le développement embryonnaire, sont tranaax cellules filles pendant la phase S
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de la mitose et ne nécessite pas de signaux atiaiti Ces modifications sont réversibles et
tres dynamiques. La programmation épigénétique jouedle clé dans la détermination des
propriétés spécifiques de site lors du développéneembryonnaire, notamment dans la
spécialisation des tubes endothéliaux en artéresnoweines. En effet, certaines molécules
spécifigues de chacun des sites sont expriméest améme la formation de l'appareil
circulatoire lors du développement embryonnairedA003). Des différences notables entre
les transcriptomes des arteres et des veines,qiasteux des cellules de la microcirculation
et des autres ont été décrites par Chi et al (CBBR Ces modifications épigénétiques sont
certainement aussi des conséquences de phénomastesafaux comme la maladie et le
vieillissement (Aird 2006), et pourraient étre istks en thérapeutique.

L'hétérogénéité de la CE liee a I'épigénétiquepkerimet d'adapter ses fonctions a
chaque territoire vasculaire (arteres, veines qillaaes) (Aird 2003), sur le méme principe
gue la constitution de la paroi vasculaire. L'hégénéité s'exprime alors au niveau structural
par des différences de morphologie et de type netins. Sur un plan phénotypique, les CE
présentent des molécules de surface spécifiqudsuidocalisation (Aird 2003), pouvant
servir a déterminer leur origine lors de leur exation. L'endothélium exerce de multiples
fonctions, mais elles ne seront pas toutes assax@esla méme importance entre les organes
et au sein d'un méme organe. Par exemple, la @ngirincipale de l'endothélium des
artérioles est la régulation du tonus vasculaiv@caune expression plus importante de la
eNOS. L'endothélium des veinules post-capillairegule principalement le traffic
leucocytaire (Aird 2003).

2) Contréle par le microenvironnement

De nombreux facteurs exogénes sont responsablissrdgulation environnementale
de la fonction endothéliale. Cela comprend lesdsrde cisaillement, I'hypoxie, les facteurs
de croissance solubles et inhibiteurs, les cytakites lipides et les protéines plasmatiques
ainsi que le contact avec les cellules circulants cellules de la base tissulaire et avec la
MEC (Cines 1998). Le degré de changement phénatgpegt remarquable quand les cellules
sont retirées de leur tissu natif et exposées autre environnemernn vitro. Le phénomene
de transdifférenciation illustre bien cela. La adt de CE aortiques sur une MEC dérivée du
poumon induit I'expression de Lu-ECAM-1 (lung-sfiecendothelial cell adhesion molecule)
(Zhu 1991), alors que ces cellules développent joestions fénestrées quand elles sont

cultivées sur une matrice dérivée de cellules MD@Aadin-Darby canine kidney) (Milici
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1985). De plus, les effets de la culture cellulai@nduisant soit a I'activation des cellules soit
a l'altération de leur phénotype endothélial mofinstabilité du phénotype constitutif de la
CE et son aptitude a changer rapidement lors deificettbns de I'environnement

extracellulaire (Cines 1998).

1.5 Exploration de la fonction endothéliale

L’exploration de la fonction endothéliale est imjamte pour la compréhension des
mécanismes physiopathologiques et comme indicatediévolution, voire du pronostic des
pathologies impliqguant une dysfonction endothéliake caractere difficlement accessible de
I'endothélium a motivé le développement de méthodes invasives d'exploration du
vaisseau, pouvant étre utilisées chez différentgmilptions (enfants, individus sains). Les
modalités d'exploration de I'endothélium vasculaioasistent donc actuellement a évaluer
directement la fonctionnalité de I'endothélium paesure de la rigidité artérielle et de la
réactivité endothéliale, et a doser des biomargueinculants dérivant de I'endothélium
reflétant soit une agression/une activation comesenharqueurs solubles plasmatiques, les
cellules endothéliales et les microparticules emélales, soit la réparation endothéliale
comme les progéniteurs endothéliaux circulants. l@sarqueurs circulants seront abordés

indépendamment dans les chapitres Il et lII.

1) Evaluation de la rigidité artérielle

L'augmentation de la rigidité artérielle est unnsigde dysfonction endothéliale,
témoin du remodelage structural de la paroi attérie'évaluation non invasive de la rigidité
artérielle peut étre réalisée par la mesure denpetras fortement liés a la rigidité de la paroi.
La mesure des caractéristiques géométriques et geession sanguine constitue I'approche
locale, c'est a dire centrée sur un segment drigaiticulier. L'étude de la vitesse de 'onde
pulsatile (VOP), qui dépend de I'élasticité degrag constitue I'approche régionale, réalisée
entre deux points de l'arbre artériel. L'étude aléofrme de I'onde pulsatile centrale est une
approche supplémentaire permettant d'aborder léchéésement de I'onde. Ces approches

sont présentées dandilgure 3.
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Figure 3 : Exploration de la rigidité artérielle.

Ds : diametre systolique, Dd : diametre diastoljdeie: pression pulsée

L'anisotropie des propriétés artérielles est ingud, les arteres ont des propriétés
visco-élastiques non linéaires et il existe de gants mécanismes d'adaptation. Il est donc

impossible d'extrapoler les propriétés d'un segragétiel a I'ensemble de I'arbre.

1.1 Approche locale

Elle permet de déterminer I'épaisseur intima-md&M) et plusieurs paramétres
dépendants des caractéristiqgues géométriques rtkrd'delles que la compliance artérielle
(changement absolu de diamétre ou de volume aveetsion) et la distensibilité artérielle
(changement relatif du diamétre avec la pressiam)dépendent des mesures du diameétre
artériel et de la pression sanguirigre 3) (Laurent 2006). Elle nécessite une expertise
technique de haut niveau et plus de temps quetéandidation de la VOP. Elle n'est donc pas
utiisée dans les études épidémiologiques mais ruése aux explorations

physiopathologiques, pharmacologiques et thérampaesi

Les ultrasons représentent le seul outil permettenidéterminer de maniere non
invasive les propriétés élastiques de la paroi wlage. Les outils d'echotracking ont été
développés pour mesurer de maniére trés précistialmétre de fin de diastole et le
changement de diametre entre la diastole et laolsysta plupart de ces paramétres
nécessitent la mesure de la pression sanguineinkestigations de géométrie artérielles
peuvent étre réalisées sur toutes les artéres fmigdérs, notamment la carotide, l'artere

fémorale et les artéres brachiales.
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1.2 Approche régionale

La vitesse de l'onde de pouls carotido-fémorale Ry@st considérée comme la
référence pour la détermination de la rigidité régtle et est I'approche la plus employée a
I'heure actuelle. Elle est calculée en rapportaribhgueur entre les deux sites de mesure au
différentiel de temps entre le début de deux ormbesécutives (Figure 6) (Laurent 2006).
Une augmentation de la VOP est généralement raliéles altérations structurales de la
media, telles qu'une augmentation du ratio colleg@iastine, des cassures des fibres
d'élastine et de la calcification (Lakatta and L@@93). C'est la mesure non invasive la plus

simple, robuste et reproductible pour détermineigiiaité artérielle.

Les ondes pulsatiles peuvent étre mesurées pacaggsurs de pression comme le
Complior Syster® qui enregistre les ondes de maniere simultanédiarents sites. Il a été
utilisé dans la plupart des études épidémiologigyest démontré la valeur prédictive de la
VOP pour les événements cardiovasculaires (Lau2€06). Le systeme Sphygmo@or
combine l'utilisation de la tonométrie par aplaamment de haute fidélité qui enregistre les
ondes de maniére séquentielle aux différents std®lectrocardiogramme, duquel est déduit
le délai entre deux ondes (Boutouyrie 2008). Lethodes de mesure de la distance entre les
deux sites peuvent varier, il faut donc étre vigillorsque des comparaisons sont faites entre
plusieurs populations ou lors de méta-analysesndaessité de I'évaluation de la distance

entre les deux sites de mesure est une limite lpqurécision de la technique.

1.3 Analyse de I'onde pulsatile centrale

La forme de I'onde pulsatile centrale apporte désmations importantes concernant
la rigidité des grosses artéres et l'intensité éfléchissement de l'onde dans le systeme
artériel. Lorsque l'onde se propage le long detéadl y a génération d'ondes rétrogrades
retournant au cceur. En fonction de la positionpasts de réfléchissement et de la vitesse de
'onde au départ, 'onde réfléchie arrivera a défits moments du cycle cardiaque. Dans les
vaisseaux élastiques, la VOP est faible et la migtaa parcourir entre les points de
réfléchissement et le coeur est longue, ainsi I'oefléchie arrive au niveau de la crosse
aortigue au moment de la diastole, et donc aprgshése d’éjection du sang, ce qui ne
modifie pas la pression artérielle systolique. Désas d'arteres plus rigides ou d’une
pression plus élevée, la VOP est plus importantd'oatle réflechie, arrivant plus tét,

augmente la pression systoliqiegure 3).
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Le phénoméne de réfléchissement de l'onde peut cuemntifié grace a l'index
d'augmentation (Alx, augmentation index) qui esliféérence de pression entre les deux pics
observés a la systole, rapportée a la pressiortpalg-igure 3). La pression pulsée (tension
artérielle différentielle), bien que moins précaur refléter la rigidité artérielle, convient
bien aux études sur des grandes populations. Sgmeaation avec l'age ou d'autres
conditions est principalement due a une augmenmtalgola rigidité artérielle et de la pression
de l'onde réfléchie depuis la périphérie (Vlachdpew2006). Contrairement a la VOP qui
représente directement la rigidité artérielle, pesssions centrales et I'Alx ne sont que des
indicateurs indirects de cette rigidité et sontspdensibles aux modifications des ondes de
réflexion, du rythme cardiaque et de I'éjectiontkienlaire que la VOP.

1.4 Applications cliniques

En dehors du vieillissement, des conditions phgsgiigues comme le faible poids de
naissance ou le manque d'activité physique, uregtmgénétique tel qu'une histoire familiale
de diabete ou d'hypertension, des facteurs de eiscprdiovasculaires, des maladies
cardiovasculaires ou non sont a l'origine d'unarargation de la rigidité artérielle (Laurent
2006).

Dans un grand nombre d'études prospectives espélttves, il est maintenant bien
démontré que la rigidité vasculaire est un margdewséverité des maladies cardiovasculaires
et a une valeur prédictive indépendante des évamsroardiovasculaires, surtout quand elle
est évaluée par la mesure de la VOP carotido-fdm@kaurent 2006). Elle a été impliquée
comme facteur prédictif indépendant de mortalitélioceasculaire chez des individus a haut
risque (Blacher 1998). Sa valeur prédictive de dialaoronarienne est indépendante du
score de risque de Framingham. Ceci peut s'explipaiele fait que la rigidité artérielle est
une conséquence de l'effet a long terme des factderrisque sur la paroi vasculaire,
contrairement & certains parametres mesurés al@ssant dont la valeur fluctue rapidement.
Les données sont moins cohérentes concernantidééigrtérielle mesurée sur d'autres sites
artériels que l'aorte. La pression pulsatile atléx d'augmentation centraux sont tous deux
des facteurs prédictifs de la mortalité chez lesepts souffrant d'insuffisance rénale
terminale (London 2001) et des évenements cardioNgises chez les patients avec une
hypertension artérielle (Laurent 2006; Williams @00_'EIM de la carotide mesurée par les

ultrasons représente un marqueur d'athérosclémsdusale. Une augmentation est associée
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a la présence de facteurs de risque cardiovasesiléiRaitakari 2003) et a la sévérité de
I'athérosclérose coronarienne (Burke 1995).

La rigidité artérielle est a présent incluse daes recommandations de I'European
Society of Hypertension qui sont les suivantes (&ati2006) : l'intérét clinique et la facilité
a réaliser la mesure de la vélocité de I'onde ddspoarotido-fémorale en font la méthode de
référence pour mesurer la rigidité artérielle. @& pon apport d'informations sur les ondes
réfléchies, I'association de l'analyse de l'ondsatile centrale a la mesure de la VOP permet
d'optimiser les analyses. L'évaluation locale degiaité artérielle, qui est une mesure directe
ne faisant intervenir aucun modéle théorique maisdgmande des compétences techniques
supérieures, est réservée aux analyses mécansgstilgupathophysiologie, pharmacologie et

thérapeutique.

2) Evaluation de la réactivité endothéliale

La fonction endothéliale est souvent évaluée dlieigent par la mesure du
changement de flux sanguin ou du diametre art@relréponse a une stimulation de
I'endothélium, qui sont au moins en partie deeteftle la biodisponibilité du NO. Plusieurs
méthodologies sont utilisées au niveau des artgoésiphériques, telles que la
pléthysmographie aprés occlusion veineuse et latadiibn dépendante de I'endothélium
médiée par le flux (FMD ou flow-mediated dilatafjoha premiére consiste a évaluer le flux
sanguin par mesure du changement de volume d'sm, t&slite & une occlusion du retour
veineux par un brassard, sans bloquer l'influxriaitéLekakis 2011). Un cathéter est posé
afin de pouvoir injecter des produits stimulantvsodilatation comme I'Acétylcholine, ou
bloquant comme des inhibiteurs de NO. La pléthysayge est tres reproductible et ne
présente pas d'effet systémique mais sa naturesiuagvéimite son application en pratique
courante. La FMD a été décrite pour la premiers fmr I'équipe de Celermajer en 1992
(Celermajer 1992). Elle permet la mesure de laatitan de l'artére brachiale en réponse au
flux par un systéme a ultrasons. Fiable et nonsivea elle est bien corrélée avec la fonction
endothéliale coronarienne mesurée par des méthadasives. Seuls les détails de cette

technique sont présentés dans cette partie.

2.1 Principe de la FMD

Le principe consiste a créer une zone d'ischémis tiatissu en position distale de

I'artere étudiée, en gonflant un brassard de tensioniveau de |'avant-bras, au-dessus de la
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pression artérielle systolique afin de bloquerfliix artériel pendant un temps standardisé
(Harris 2010). L'accumulation de produits métahgd) issus de la respiration cellulaire
provoque une augmentation de la conductance desseaix et donc un phénoméne
d'hyperhémie a la levee de l'occlusion. La plupdes vaisseaux répondent a une
augmentation des contraintes de cisaillement pag diatation. Ce phénomene est
principalement lié a une libération de NO par &5 &térielles (Joannides 1995). Cependant
le type et la taille du vaisseau peut influencecdatribution du NO a cette vasodilatation
induite, de méme que les caractéristiques du fangsgin qui stimule la dilatation (Mullen
2001).

2.2 Meéthodologie

La méthodologie est simple et non invasive. Un ggumient approprié et un haut
niveau de compétence sont cependant nécessaingseUPs recommandations ont été
proposées afin de standardiser sa pratique (Go26@2; Deanfield 2005; Pyke and
Tschakovsky 2005; Harris 2010).

Préparation du sujet :

Les sujets doivent étre a jeun, sans traitemeauatpos depuis au moins 20 minutes. La
mesure de la FMD doit étre réalisée dans une miatrae a température contrdlée afin de
mesurer le diametre de base réel. Si plusieursneesloivent étre effectuées, il faut respecter
un délai de 30 minutes entre chaque mesure. Learesede FMD ont une variation diurne
(Harris 2010), il faut donc tenir compte égalemamt'heure de réalisation du test surtout s'il
doit étre répéte.

Réalisation de la technique :

La technique consiste a gonfler un brassard déotgnslacé a 1 a 2 cm au-dessous de la fosse
antecubitale ou au-dessus, a une pression supgadarpression artérielle systolique (200 a
250 mmHg) afin de bloquer l'influx artériel pendamt temps déterminé, le plus souvent 5
minutes Figure 9 (Lekakis 2011). Le retrait du brassard entraine byperhémie réactive,
qui peut étre mesurée par doppler. Une sonde éaploiglue est fixée au niveau du bras afin
de pouvoir mesurer le changement de diametre deréabrachiale entre |'état de repos et

I'nyperhémie réactive.
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Figure 4 : Exploration de la réactivité endothéliaé par la dilatation dépendante de
I'endothélium.

Analyse des résultats :

La fonction endothéliale, définie par la réponse flux du vaisseau (FMD) est
généralement estimée par le pourcentage d'augnoentdti diamétre artériel entre les

conditions de base et le diametre maximum mesurégee: la phase d'hyperhémie.

La diminution de la relaxation dépendante de I'émélaum varie sur I'ensemble du systéme
vasculaire, les grosses arteres comme l'aorte é&anplus affectées (Barton 1997). La
contribution des facteurs endothéliaux aux réporassdilatatrices differe en effet entre les
sites vasculaires, comme le ratio CE-CML (Barto@7)9L'hétérogénéité du degré d'atteinte
de la fonction endothéliale selon le site vascelampose la prudence quand on rapporte la

fonction vasculaire régionale a la santé cardiovagse de I'ensemble du corps.

2.3 Applications cliniques

La dysfonction endothéliale est un évenement peedecl'athérosclérose qui précede
les modifications structurales de la paroi vasceldine altération de la FMD a été observée
en réponse a différents facteurs de risque cardawaire dés la premiére décennie d'age, et
de maniere proportionnelle au nombre de facteurssdgie (Celermajer 1994). Une FMD
"altérée" est reliée a la prévalence et a I'étertuéathérosclérose coronarienne (Neunteufl
1997) et est prédictive d'événements cardiovasesglaiGokce 2002). Une fonction
endothéliale préservée semble protectrice face aveldppement d'événements
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cardiovasculaires chez les sujets ayant une maladieulaire athéroscléreuse (Gokce 2002).
Une étude réalisée chez plus de 2000 sujets safrs E980 et 2001 a montré une relation
inverse entre la réponse de dilatation au flux'EM, qui démontre bien le lien entre la

dysfonction endothéliale et les modifications dinugles de la paroi vasculaire (Juonala
2004). Cela met aussi en évidence l'intérét de raesa fonction endothéliale systémique,

bon reflet de la susceptibilité des arteres a dPpar de l'athérosclérose suite a une
exposition aux facteurs de risque cardiovasculaneparallele de la simple évaluation de la

présence des facteurs conventionnels et de la edsutEIM.

La FMD varie rapidement et peut étre restauréedear modifications bénéfiques du
mode de vie touchant I'alimentation ou I'exercM#¢ 2004) et par les traitements médicaux
comme l'administration de statines, permettantsatbévaluer l'efficacité d'un traitement.
L'amélioration de la vasodilatation médiée parde Buite a un traitement est associée a une

diminution du risque d'évenements cardiovasculgiveslena 2002).

1)) Les marqueurs circulants de lésion/activation endbiliale
II.1 Lalésion endothéliale

Quelle que soit la taille des vaisseaux, la vitatseenouvellement de I'endothélium
est extrémement lente, avec un taux basal jourr@gdieéplication de 0,1% (Piccin 2007). En
moyenne, 99 % des CE sont quiescentes (Mutin 1898gam 2005). Une atteinte de
I'endothélium, qu'elle soit d'origine infectieusenétabolique, inflammatoire ou
immunologique, déclenche une cascade de réacti@aty au départ, a maintenir son
intégrité. La CML acquiert alors un phénotype actiphysiologique. La persistance de
I'agression ou le débordement des mécanismes dleosont a l'origine d'une stimulation
chronique conduisant alors a un dysfonctionnemesite a des Iésions irréversibles de la

paroi. L'état d'activation de la CML devient alpethologique.

Ces altérations peuvent se manifester de mangsealiversifiée allant de la libération
de substances dans les quelgues minutes suivasiinhalation, a la mise en place de
processus plus complexes incluant des synthés&siques et des interactions cellulaires, ou
par de véritables |ésions de la paroi avec ruptlgela continuité de la monocouche
endothéliale. Ces atteintes sont classées entyjoés, de sévérité croissante (Fuster 1992)
(Figure 5):
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- type | : altérations fonctionnelles non desquansades CE
- type Il : altérations structurales avec Iésionsriates sans atteinte de la LEI
- type Il : altérations structurales dénudantes ant a des degrés variables les

différentes tuniques de la paroi vasculaire (intehanedia).

o ol . P i e ) ol

Endothelizim normal
Cytokines
LDL oxydés Hypoxie
MPE Auto-Ac Forces de cisaillement
FHH: radicaux libres Traumatisme (stent, ballon )
'- Agents infectiewm Fupture plarue athéromateuse ‘-
[ae) Iédicaments
L / Protéases ‘-‘
Détachement Activation/dysfonction

- =

ecr Apopt

Necrose poptose Endothélium lésé 3
Lésions type IT et ITT Lésion type I
Atteinte structurale Atteinte fonctionnelle

Figure 5 : Classification des atteintes endothéliab

Les mécanismes a l'origine du détachement des @tHmadtiples et non exclusifs. La
lésion de type | ou dysfonction endothéliale pewme &ée a une activation excessive ou
prolongée des CE. C'est le cas dans l'athéroselédas vasculopathie de [l'allogreffe,
I'nypertension, I'hypertension artérielle pulmoeaHTAP), le sepsis et les syndromes
inflammatoires (Sumpio 2002). La rupture de l'imt&gvasculaire (type Il et Ill) peut étre le
résultat d'une agression meécanique du tissu vase@anduisant a des Iésions irréversibles.
Elle peut aussi étre liece a des phénomenes d'amptmomme dans l'athérosclérose
(Dimmeler and Zeiher 2004), de nécrose ou de mkrteontinuité du revétement endothélial
avec détachement de cellules vivantes. Le contett ks cellules voisines et avec la MEC,
assuré par la vitronectine, la fibronectine, leslhéaines et les intégrines, est en effet
indispensable a la survie des CE (Woywodt 2002)mBene, le flux laminaire et les forces de
cisaillement inhibent leur apoptose (Woywodt 200¥nsi, la rupture de ces conditions par
I'action des protéases ou d'une ischémie peut @endu des lésions endothélialdse
détachement des cellules vivantes par rupture géatpue athéromateuse a été envisagé dans

les formes aigués comme l'infarctus du myocardetitMi®99; Makin 2004).
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Ces lésions ont en commun de favoriser la constitud'un environnement
prothrombotique. Dans le type |, il y a inductiam ghénotype procoagulant de la CML. Dans
les types Il et lll, le sous-endothélium thrombog@st mis a nu, conduisant a l'adhésion des
cellules hématopoiétiques circulantes et a l'atitimade I'hémostase. Ceci explique le rble

majeur de l'altération de I'endothélium dans ldat@hement des pathologies vasculaires.

Face a une agression de I'endothélium, celui-ciuiadgq un phénotype activé,
conduisant au relargage de marqueurs solubles ldaplesma ainsi qu'au détachement de
cellules endothéliales circulantes (CEC) et a lan&dion de microparticules endothéliales
(MPE) (Figure 6). L'angiogenése et la vasculogenése post-natalereag la réparation
endothéliale par, respectivement, les CE avoisgsamt la mobilisation de progéniteurs
endothéliaux circulants. Au total cette triade dyigue "activation/lIésion/régénération” a fait
évoluer notre vision de la biologie endothélialdle Epeut étre évaluée indirectement par

I'étude de ces biomarqueurs circulants.

Lésion endothéliale

= gpécifique
| = ariations
i Pl = endathélinm et
| » non specifiue | rooufftace | et
'{nhiusthle ¢ endothéliale |« variatinns
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ICAM-1 shluke Facteur Von | = phas sigu de
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Figure 6 : Marqueurs circulants de lésion et régénmétion endothéliales
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[I.2 Les marqueurs solubles plasmatiques

Ces substances représentent des marqueurs qui pesusettent d'évaluer des
altérations endothéliales fonctionnelles en retatawec la régulation de I'némostase, de la
réponse inflammatoire et du tonus vasomoteur. gte hon exhaustive de ces marqueurs est

présentée dans cette partie.

1) Marqueurs des fonctions hémostatiques de I'endothié@im

Le facteur Willebrand (FVW)

C'est une protéine de grande taille, multiméricgyamthétisée par I'endothélium ou elle est
stockée dans les corps de Weibel Palade, et panégmcaryocytes (Sampol and George
1995). Il est également présent dans les graoutess plaquettes et dans le sous-endothélium.
Il permet I'adhésion des plaquettes au sous-endgothét joue un role dans la coagulation en
tant que protéine de transport du facteur VIII. &dis part les variations physiologiques, son
dosage par méthode ELISA montre une augmentatiams dautes les atteintes de
I'endothélium vasculaire ou il apparait autant cenmarqueur de souffrance endothéliale que
comme protéine inflammatoire de la phase aigué Bamnd George 1995). C'est un bon
indicateur de maladie cardiaque ischémique et id&arkttus du myocarde (Constans and

Conri 2006). L'intérét de son dosage est limitéguar manque de spécificité endothéliale.

La thrombomoduline soluble

La thrombomoduline est exprimée essentiellememaleiere constitutive a la surface des CE
(Cines 1998). Elle permet l'activation de la pna¢eiC par la thrombine, et a une action
anticoagulante. La thrombomoduline soluble a étéougée dans des surnageants de CE
lésées. Sa concentration, mesurée par une techBigsA, varie en fonction de l'origine
ethnique, du sexe et de I'age des individus et'edéstence d'une insuffisance rénale ou
hépatique (Sampol and George 1995). Dans les nealadrdiovasculaires, son augmentation
est corrélée avec la sévérité de la maladie (Cosséad Conri 2006). Elle semble plus
représenter un marqueur de souffrance endothéiiade d'activation (Sampol and George
1995). Elle serait surtout intéressante dans letadies artérielles périphériques et le

traitement des facteurs de risque de maladie CWigtaos 2006).
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L'activateur tissulaire du plasminogéene et son inliiteur, le PAI-1

C'est une sérine protéase essentiellement d'oregidethéliale et de distribution ubiquitaire
dans l'organisme. Au niveau plasmatique, le t-P@pessent a I'état de traces et circule sous
forme de complexes avec son inhibiteur principaAd-1. Il est caractérisé par une demi-vie
tres courte (de l'ordre de 2 a 9 minutes). Il pitg dosé par des techniques ELISA ou des
techniques fonctionnelles photométriques. Les valaormales usuelles évaluant les formes
libres et complexées de la protéine sont de 5r@gAtl. Le t-PA est libéré sous l'influence de
substances endogenes et pharmacologiques (adesrtaliombine, vasopressine, oestrogenes
et hypoglycémiants...). Le PAI-1 est également qmséELISA, quelques études ont montré
I'intérét pronostique de son taux au cours du Symdr métabolique (Alessi and Juhan-Vague
2004).

2) Marqueurs d'activation endothéliale

La E-sélectine, ICAM-1 et VCAM-1 solubles

Ces récepteurs d'adhésion sont augmentés en régamse stimulation. La E-sélectine est
exprimée de maniére spécifigue a la surface dess@te a une activation. Elle permet
I'adhésion précoce mais encore réversible des é¢gtepour le roulement le long de la paroi
vasculaire (Sampol and George 1995). ICAM-1 et VCAMppartiennent a la famille des
immunoglobulines. ICAM-1 est un ligand endothélilds intégrines des leucocytes et des
plaquettes, responsable de I'adhésion ferme gensible des leucocytes a la paroi vasculaire.
L'expression de ces deux molécules est augmenté&pense aux cytokines inflammatoires
et aux LDL oxydées. Elles sont aussi expriméessattace des CML et des monocytes et ne
sont donc pas spécifiques de I'endothélium (Cosssza Conri 2006). Les formes solubles
de ces molécules proviennent soit de la synthémsesgarétion active de formes dépourvues
de domaine extramembranaire, soit de leur clivaggraatique ou de I'élimination des CE
endommagées ou activées (Sampol and George 1985 .dtbraient une activité biologique
permettant une autorégulation de la réaction inil@toire. Elles sont dosées par méthode
ELISA. C'est la E-sélectine qui semble la plusreg8ante dans I'exploration des atteintes
endothéliales inflammatoires de par sa spécifiqgampol and George 1995). Sa
concentration serait un reflet de l'atteinte enéliidle ou de son activation (Constans and
Conri 2006). Elle est augmentée dans les pathaog@onariennes et dans le diabéte
(Constans 2006). L'interprétation des concentratide la forme soluble de la E-sélectine

demande cependant de la prudence comme les tagrusbthez les sujets sains sont tres
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étendus, et qu'on note un taux plus bas chez leamés que chez les hommes avant la
ménopause (Constans 2006). ICAM-1 soluble seradiptif du risque d'infarctus du
myocarde et de diabéte chez les sujets sains @m&006). VCAM-1 soluble est corrélé

avec le risque de syndrome coronarien aigu (Coast@@e).
Le CD146

Le CD146 est une glycoprotéine transmembranaira @£, également présente de maniéere
diffuse dans le cytoplasme et au niveau des jomstiendothéliales (Bardin 1996). Il est
exprimé de maniére constitutive sur la majorité @ésquel que soit le site vasculaire mais
aussi a la surface des cellules de mélanome, ddseTlles cellules dendritiques folliculaires
(Bardin 1996). L'absence de cet antigéne sur |bsles hématopoiétiques du sang et de la
moelle (Bardin 1996) le rend assez spécifique eledbthélium. Ainsi, il suscite un grand
intérét comme marqueur pour la détection des CEpefidant, les progéniteurs endothéliaux
(Delorme 2005), les lymphocytes activés (Elshal 53306t les cellules péri-vasculaires
I'expriment également. Le CD146 est impliqué dansdntréle de l'architecture cellulaire et
tissulaire comme le montre son expression lors aeformation de la monocouche
endothéliale, son implication dans le controlealpdrméabilité cellulaire et sa colocalisation
avec le cytosquelette d'actine (Bardin 2001). b &sssi impliqué dans la signalisation
intracellulaire par réarrangement du cytosquelettectine (Anfosso 2001) et régule la
migration transendothéliale des monocytes (Bar@@92. Plusieurs études suggerent un réle
du CD146 dans l'angiogenese et la croissance tlena@mme par exemple l'inhibition de la
croissance tumorale par un anticorps anti-CD14&A68 (Yan 2003), ou l'inhibition de la
prolifération des HUVEC quand on éteint I'expressie 'ARNm du CD146 (Kang 2006). I
existe également une forme soluble de cette maqmad protéolyse de la forme membranaire
(CD146s) (Bardin 1998). Il est détecté dans le méhumain et son niveau varie dans
différentes pathologies comme les maladies inflatoires de l'intestin (Bardin 2006), les
grossesses pathologiques (Pasquier 2005) et fisesute rénale chronique (Bardin 2003). On
peut penser que la forme soluble contrdle les fonstdu CD146 dans les interactions et les
adhésions de la monocouche endothéliale humainei(Ba996; Bardin 1998), mais son role
exact reste méconnu. Une étude récente a montrdeq@®146s exercait des propriétés
chémotactique et angiogénique et induisait la ngmyarisationin vivo dans un modeéle

murin d'ischémie du membre inférieur (Harhouri 2010
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L'endogline

C'est une glycoprotéine transmembranaire exprimiéeipalement a la surface des CE sous
forme d'’homodimeres. Elle fait partie du complexas décepteurs au T@--et interagit
principalement avec un récepteur de type | au BGRALK-1 (activin-like kinase 1). Des
mutations du gene codant I'endogline et ALK-1 somiliquées dans le développement de la
télangiectasie hémorragique héréditaire, qui seifesia par des malformations artério-
veineuses. L'expression de I'endogline est faibfesdes CE quiescentes et augmente pendant
I'angiogenese, lors des processus de réparatid@sdamns, lors d'une inflammation, d'une
hypoxie ou de processus tumoraux (Lopez-Novoa agmhdbeu 2010). Mais elle est aussi
exprimée par d'autres types cellulaires, tels gaeCIML, les fibroblastes et les monocytes. La
forme soluble de I'endogline est détectable parSBLet Western blot dans le plasma, le
sérum et les urines dans I'éclampsie et le cab@ars le cancer, son taux est corrélé avec les
métastases tumorales et est de mauvais pronosiisdfi and Maio 2004). Une diminution
du taux sérique a été décrit chez les patientsarfaisin infarctus du myocarde, dans
I'nypercholestérolémie et le diabete, ce qui pautta conférer un réle de marqueur de
dysfonction endothéliale (Cruz-Gonzalez 2008). Uhtede récente a montré que le taux
d'endogline plasmatique pourrait étre un marqueédiptif d'évenements cardiovasculaires

dans la maladie coronarienne chronique (Ikemot@R01

3) Marqueurs des fonctions vasomotrices

Substances vasodilatatrices : prostacycline et oxgaditrigue (Sampol and George 1995)

La prostacycline est produite par les CE et les CRllest une substance vasodilatatrice et
antiagrégante. C'est son métabolite stable etiingai est dosé par technique radio-
immunologique. Sa libération est stimulée par leribine, la bradykinine, les forces de
frottement et le contact avec les leucocytes axtizé NO est synthétisé a partir de la L-
arginine dans toutes les cellules possédant une NCE cellules nerveuses, macrophages.
Son dosage est indirect et met en jeu la mesure dgtivité biologique. De nombreux
médiateurs stimulent sa libération. Une diminutides taux plasmatiqgues de ces deux
molécules a été mise en évidence dans différeittestioens pathologiques : athérosclérose,
vasculopathie diabétique, ischémie cérébrale, [médxsie, purpura thrombotique

thrombocytopénique, lupus.
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La vasomotricité vasculaire peut également étrdoegpe par des méthodes indirectes peu ou
non invasives comme exposées dans le paragrapleéderé : injection des substances
vasodilatatrices (acétylcholine, arginine), vasatoction dépendante de I'endothélium

(inhibiteur de la synthese de NO) ou réponse ermitiath dépendante du flux.

Substances vasoconstrictrices : enzyme de converside |'angiotensine et endothéline
(Sampol and George 1995)

L'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE)uestécepteur de membrane de la CE a
l'origine de la formation de I'angiotensine Il, pdp puissamment vasoactif. Les endothélines
sont des petits peptides existant sous trois iseerdont seule I'ET-1 est produite par la CE.
C'est le plus fort vasoconstricteur de l'organisad’origine directe de la contraction des
fibores musculaires lisses, d'ou une implication ontgnte en physiopathologie

cardiovasculaire, pulmonaire et rénale. Cependarmirdduction de I'ET-1 semble se faire
principalement du c6té basal de la CML, son impm#adans I'exploration vasculaire reste

ainsi encore hypothétique.

De réalisation simple en semi-routine, le dosagendarqueurs solubles donne acces a
une exploration globale des altérations fonctioleseét des états d'activation anormaux de
I'endothélium. Mais linterprétation des résultgtese encore des problemes par la
méconnaissance des facteurs influencant la demetvia clairance de ces marqueurs. De
plus, leur spécificité est limitée dans la mesubetres peu sont restreints a lI'endothélium.
L'intérét de certains marqueurs dans I'explorattin I'endothélium reste également a
démontrer. En effet, bien que des anomalies aigntrapportées pour les marqueurs de
régulation hémostatique dans un contexte de paieolasculaire, aucune relation causale
avec la physiopathologie endothéliale n'a jamaés \&aiment démontrée. Le dosage des
différentes substances vasorégulatrices n'estgaisable en pratique courante. Le dosage
des molécules d'adhérence représente un nouveanp elimvestigation dont l'intérét clinique
doit étre évalué. D'autre part, certains de ceqqueans sont en fait un mélange de vraies

molécules solubles et de formes liées a des memb@mme les microparticules.
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[1.3 Les microparticules endothéliales

Les microparticules sont des vésicules intacte® (il a 1 um de diamétre) dérivées
des membranes cellulaires suite a une modificaties flux calciques entrainant un
remaniement des phospholipides membranaires emaagication du cytosquelette lors de
processus d'activation cellulaire ou d'apoptosesddes conditions physiologiques ou
pathologiques (Piccin 2007). L'étude des antigeémesimés renseigne ainsi sur la provenance
cellulaire de ces MP et leur état d'activation ¢Pic2007). La majorité des microparticules
proviennent des plaquettes, voir des mégacaryo¢®igander 2011), d'autres sont dérivées
des CE, des leucocytes ou des globules rougesnetpsésentes en plus faible quantité
(Tushuizen 2011). Le stimulus a l'origine de |2tdtion de ces microparticules détermine
leur nombre, leur taille, leur composition biochjjue et leurs caractéristiques fonctionnelles.

Seules les microparticules endothéliales (MPE)rgeabordées ici.

1) Origine, identification

Les MPE ont été décrites pour la premiere fois atexz patients présentant un lupus
anticoagulant (Combes 1999). C'est une populatiétérbgene, présentant des marqueurs
phénotypiques et des propriétés différents selostifaulus a l'origine de leur formation.
Alors que leurs mécanismes de formatiorvivo restent peu connus, il a été démontré que
leur libérationin vitro était augmentée sous I'effet du TNF umor Necrosing Factar), de
la thrombine, des toxines urémiques et des espéeetives dérivées de I'oxygene (reactive
oxygen species, ROSYne libération accrue de MPE a été observée ertiation avec le
découplage de la eNOS, et lors d'exposition aatess$ de cisaillement faibles, suggérant que
les conditions physiologiques de flux, qui contehtia la survie des CE, limitent la libération
de MPE (Dignat-George and Boulanger 2011). Ce destévenements rares exprimant des
marqueurs endothéliaux comme la VE-cadhérine, lsélBetine, PECAM-1, ICAM-1,
I'endogline, le CD146 ou l'intégrinev. La eNOS a été également détectée dans les MPE

mais aucune preuve de son activité n'a été app@igeat-George and Boulanger 2011).

2)  Quantification

En l'absence d'expression d'antigene réellenpgtifgjue exceptées la E-sélectine et
la VE-cadhérine, la cytométrie en flux (CF) esutible plus utilisé pour leur quantification

permettant 'utilisation de combinaison de margsieatrde parametres structuraux pour les
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identifier. La détection des MPE reste cependarst étérogéne car de nombreux parametres
de la technique varient, notamment les conditioascentrifugation permettant d'isoler les
MP, la conservation des échantillons avant anadys& que les combinaisons de marqueurs
utilisés (Jy 2004; Piccin 2007). Une méthode stetidée a été proposée pour les MP
plaquettaires pouvant peut-étre en partie étreique a la quantification des MPE (Robert
2009).Les anticorps monoclonaux les plus utilisés so@ild 44, le CD146, le CD105 ou la
combinaison CD31CD4I (Sabatier 2011). Les MPE peuvent ne pas exteemalis
phosphatidylsérine ou celle-ci peut ne pas étrectidible par I'annexine V, expliquant que ce
marqueur ne soit pas systématiqguement utilisé pemirdétecter (Piccin 2007). De plus,
I'expression des antigenes de surface varie enidondu contexte clinique ainsi que de la
cause de la formation de ces MPE, a savoir adbivaill apoptose (Jimenez 2003). Il existe

eégalement des tests fonctionnels basés sur la endsueur activité procoagulante.

3) Activité biologique

Les MPE ne sont pas seulement des marqueurs di@ativou de mort endothéliale
mais représentent également de véritables effectseltulaires capables d'amplifier ou de
moduler I'hémostase, l'inflammation, le tonus vésoel et 'angiogenese (Morel 2006). Elles
peuvent ainsi avoir des effets aussi bien déléténes bénéfiques sur les fonctions
endothéliales. L'activité procoagulante physiologigies MPE s'exprime dans de nombreuses
pathologies par l'expression d'aminophospholipig#s de multiméres de haut poids
moléculaire du facteur Willebrand (Piccin 2007 expression du t-PA et de l'urokinase a leur
surface dans des conditions pathologiques leurécenine activité fibrinolytique (Lacroix
2012). L'apoptose aboutit systématiquement a \aobn du processus de formation des
microparticules, vecteurs d'informations amplifidimflammation et la thrombose (Piccin
2007). Elles sont également un signal de recorar@igspour les monocytes et permettent la
clairance des cellules apoptotiquds. vitro, il a été observé que des MP de différentes
origines cellulaires et pathologiques induisaiem dysfonction endothéliale, principalement
en altérant I'équilibre entre la production etikgédation de NO et de ROS (Brodsky 2004).
Leur implication dans la réponse angiogénique etéfsaration vasculaire reste cependant
controversée et semble dépendre du contexte dinign effet, une étude a montré que les
MPE inhibaient I'angiogenése vitro, alors que celles provenant de plaques d'athérose

stimulaient la prolifération endothéliaie vitro et la néoangiogenése vivo, favorisant ainsi
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la rupture de plaque (Tushuizen 2011). Le roleMB& dans la mobilisation des progéniteurs

endothéliaux circulants reste également une questio

4)  Applications cliniques

Bien que les MPE représentent une faible fracties MP totales en circulation, elles
constituent un marqueur émergent de la dysfonatiotiothéliale. Des niveaux élevés de
MPE ont été rapportés dans plusieurs conditionscé&ss a une hypoxie ou a une ischémie,
telles que les syndromes coronariens aigus (Béfiabkchi 2003), un accident vasculaire
cérébral (Simak 2006) et I'apnée du sommeil (Yud®@O L'augmentation des MPE a été
observée comme témoin de dommage vasculaire danghi@ses chroniques et crises de
drépanocytose (Shet 2003), ainsi que dans le parpguombotique thrombocytopénique
(Jimenez 2001). Une augmentation des MPE a ététal@trez des patients diabétiques, en
association avec une augmentation de la rigiditriale et une diminution de la réactivité
endothéliale (Feng 2010).

Les MPE pourraient également présenter un intéréhgstique. En effet, une
élévation de leur taux a été observée dans lesr@ymd coronariens aigus en association
avec le type de pathologie ainsi que la récurratese événements (Bernal-Mizrachi 2003).
Des taux élevés sont associés au type de lésianl'évolution clinique du patient en cas
d'arrét cardiaque d'origine ischémique (Dignat-@e@nd Boulanger 2011). Le taux de MPE
pourrait alors étre utilisé dans la stratificataes patients et l'identification des sujets a haut
risque de complications cardiovasculaires. L'additdes MPE au score de Framingham
améliore la classification du risque et semble agtefur prédictif significatif et indépendant
des évenements cardiovasculaires dans une popubati@ut risque (Nozaki 2009). Le taux
de MPE apparait étre le plus robuste pour prédserifarctus du myocarde chez les patients
diabétigues, en comparaison des marqueurs classitpaetivation endothéliale (Koga 2005).
De méme ce taux prédit I'évolution a un an despttisouffrant d'hypertension pulmonaire
(Amabile 2009). Un aspect bénéfique de I'augmenmiaties MPE a aussi été démontré dans
plusieurs contextes, tels que dans lathérosclémsdeclinique ou peu occlusive, en
comparaison a l'athérosclérose établie ou symptquet suggerant que la capacité de
I'endothélium & générer des microparticules déeinde son intégrité et sa viabilité (Bernal-
Mizrachi 2004). De méme, une augmentation préccee tdux de MPE et MPP serait
prédictif d'une meilleure évolution dans le sepsé&vére en terme de mortalité et de

dysfonction d'organe (Soriano 2005).
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Plusieurs études suggerent que les MPE ne senaésnseulement un marqueur de
dysfonction endothéliale mais qu'elles auraientr@a propre dans le développement de la
maladie. En effet, Amabile et al ont montré d'uaét pue I'augmentation des MPE chez les
patients en insuffisance rénale terminale étaitédée a I'augmentation de la rigidité artérielle
et inversement corrélée a la réactivité endoth&lialais aussi que les MPE isolées chez ces
patients induisaient une dysfonction endothélialgitro (Amabile 2005). La méme relation
entre les MPE et la fonction endothéliale a étéenlge dans I'obésité (Esposito 2006).
L'augmentation du ratio MPE versus PEC, reflet digéséquilibre entre les dommages
endothéliaux et la réparation, mesuré dans [|'hyydestérolémie est associée a
l'augmentation de la rigidité artérielle (Pirro B)OLes MPE isolées chez ces patients ont de
plus un effet anti-angiogéniqum vitro, avec augmentation de l'apoptose des PEC et

diminution de leur potentiel clonogénique.

A ce jour, la quantification des taux de MP daifééntes conditions n'est pas
appliguée dans les stratégies thérapeutiqgue omalktique concernant la prise en charge des
maladies pour lesquelles elles se sont avéréesessintes. Mais leur étude a permis
d'avancer dans la compréhension des mécanismempitymlogiques de maladies severes.
Elles pourraient étre un outil important et nonasiv pour la mesure des effets protecteurs
précoces lors d'intervention thérapeutique. Conaritb dans certains cas au développement de
la maladie, elles pourraient également représemtercible thérapeutique. Les antioxydants,
les bétabloquants et les statines réduisent ehlesf®PE (Morel 2006).

1.4 Les cellules endothéliales circulantes
1) Identification

Le concept de cellules endothéliales circulantdsQCest né dans les années 1970
avec les expériences de Bouvier et @i, apres injection ‘dndotoxine a des lapins,
montraient la présence dans le sang périphériqueeltides identifiées morphologiquement
comme endothéliales sur des frottis colorés au Mayawald Giemsa (Bouvier 1970). Les
CEC sont des cellules matures qui se sont détade&s monocouche intimale suite a une
agression de’dndothélium. La présence dans le sang périphériiguees CEC pourrait
représenter un bon marqueur des lésions de la paem mise a nu du sous-endothélium

thrombogeéne.
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2)  Quantification

Dans la circulation, les CEC représentent seuleneaite 0,01 et 0,0001 % des
cellules mononucléées (CMN) (Woywodt 2006). Lethégues doivent donc permettre, dans
un premier temps, un enrichissement de ces cellplés leur identification. Les premiéres
méthodes de guantification étaient basées suntifamtion morphologique des CE sur des
frottis colorés au May-Grimwald Giemsa, obtenugsygeparation des CMN par un gradient
de Ficoll (Bouvier 1970; Hladovec 1978). En 1983kdhashi et al ont mis au point une
technique d'identification des CE avec un anticogogi-FVW en immunofluorescence
indirecte (Takahashi and Harker 1983). Mais le Fe8V également exprimé a la surface des
plaquettes. En 1985, une série d'anticorps monaaboa été étudiée, dont le CLB-HEC19. I
reconnait une protéine membranaire spécifique desn€ réagissant ni avec les cellules
sanguines, ni avec les fibroblastes, ni avec led G8barbati 1991). @st lintroduction
d’anticorps plus spécifiques des CE tels que le SsEnidns les années 1990 (George 1991),
qui a permis le développement de deux nouvelldmtgaes de quantification par I'équipe de
F. Dignat-Georges : I'immunoséparation magnétit&) et la cytométrie en flux (CF) . Son
antigéne, le CD146, est largement exprimé & laasartles CE (4.2@ites/THUVEC), ce qui
rend possible la détectionédénements rares (George 1991). De plus, le S-Ers#olie peu
aux leucocytes et aux plaquettes. En 1997, Sol@tegl ont utilisé un nouvel anticorps
monoclonal anti-CD146, le P1H12, dans la drépamseyt(Solovey 1997). Cet anticorps
reconnait des endothéliums de différents tissd#férentes especes. Le CD146 émntigene
de choix comme marqueur des CEC. Cependant, ibsi &té décrit sur'autres cellules de la
paroi vasculaire, ainsi que des cellules maligrdardin 1996). Des précautions dans

I’analyse sont donc nécessaires pour en assurarddiGpe.

2.1 L'immunoséparation magnétique

L'IMS est une technique adaptée a la détection déseéwents rares. Des billes
magnétiques sont recouvertedurd anticorps monoclonal, le S-Endo 1, reconnaissant
I’'antigene CD146, et mises en contact avec le saalg tes billes se fixent alors a la surface
des CEC. Lutilisation dun portoir magnétique qui retient les billes ledafe la paroi permet
une élimination facile de tous les élémenxprimant pas le CD146. Les cellules isolées
sont ensuite comptées en cellule de Nageotte awoscmpe a fluorescence apres une

incubation avec dedcridine orange, quiiacorpore a’ADN et confere aux cellules une
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fluorescence et/ou un marquage avecideléctine B4 spécifiquement endothéliale. Les CEC
sont définies comme des cellules fluorescentes niiaims 10 um avec plus de 5 billes fixées
et dont les contours sont visibles en lumiere Blanta quantification des CEC par IMS et
marquage a’dcridine orange demande dexpérience et du temps technique. Depuis son
développement en 1992, cette méthode a été progresnt modifiée afin d'améliorer la
rentabilité de l'isolement et de faciliter l'iddittation des cellules. Parmi les améliorations qui
ont été apportées, l'addition d'albumine et d'ECTpermis de diminuer l'auto-agrégation des
CEC. L'utilisation de la lectine Ulex Europeus-1E@J}1) facilite la différenciation des
lymphocytes activés CD14@t des CEC (Woywodt 2004). L'utilisation d'un ageloquant
des récepteurs Fc minimise la fixation non spéadigies leucocytes. Les CEC isolées
peuvent également étre doublement marquées pauredanalyses avec le CD133, le CD34
ou des molécules d'adhésion (Blann 2005). AvecS;INé nombre de CEC chez le sujet
normal est compris entre O et 10 cellules/mL (Wogi\2006).

Cependant, la numération des CEC est un examenigegment exigeant. Pour avoir un
échantillon sanguin de bonne qualité, les premmattditres recueillis doivent étre éliminés
afin d'éviter la contamination par des CE détach@mssdu prélevement (Woywodt 2006). La
conservation du prélevement est, d'autre partzassate : les CEC disparaissent en quelques
heures a température ambiante (George 1992). Laxatoit donc étre réalisé moins de 4
heures aprés le prélevement. Des précautions spreralre lors des différentes étapes de
I'IMS afin de limiter la perte de cellules. La ddtilté principale réside dans I'étape de lecture
de la suspension finale au microscope a fluorescdfit effet, il est important de différencier
les CEC des autres éléments fluorescents. Lesetdéfi'ont pas de morphologie cellulaire ni
de contour net. Les lymphocytes activés exprimentD146 (Elshal 2005) mais sont plus
petits que les CEC. De plus, la densité en antigdd®46 a la surface des CE est beaucoup
plus importante que sur les lymphocytes, élémenagé étudié lors de la mise au point de
la technique (Dignat-George 2007). Les progénitemdothéliaux circulants (PEC) peuvent
egalement exprimer le CD146 selon certaines étudass sont des cellules rondes de moins
de 10 um (Delorme 2005).

L’hétérogénéité des techniques et des définitionsC#£S a conduit a la proposition
d'une standardisation dd4MS par Woywodt et alen 2006 (Woywodt 2006). La taille des
CEC est tres variable, allantachas de cellules multinucléées aux cellules erstieteaux
microparticules. De plus, la morphologie varie geles pathologies. Une définition
consensuelle des CEC a donc été proposée : lessGRCles cellules nucléées ou non, de
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plus de 10 um de longueur, avec plus de cing bikk&es et qui sont positives au marquage
par la lectine UEA-1.

2.2 La cytométrie en flux

La cytométrie en flux estdlternative a’IMS. Elle présente un intérét pour sa rapidité
d'analyse des cellules a individualiser parmi desufajns hétérogenes, et pour leur
quantification. L'utilisation simultanée de plusie@nticorps est d'un grand intérét et facilite
I'exclusion des éléments contaminants. Le CD45cestamment utilisé pour exclure les
cellules hématopoiétiques qui sont CD4Bes CE sont identifiées par leur expression du
CD31 et du CD146 etdbsence de CD133 (Mancuso 2001). L'utilisation'ekgtession du
CD133 comme marqueur de différenciation entre CEREEC sera cependant abordée dans la
partie concernant la numération des PEC par Ckahtage de la CF est de pouvoir détecter
les sous-populations selon l'intensité de fluoneseede différencier les cellules apoptotiques
des cellules vivantes, et les cellules activées1(@) des cellules au repos (Blann 2005).
Cependant, la sensibilité de cette technique ra@podans’€tude de 1991, était de 180
CEC/mL, ce qui est insuffisant pour déterminervakeurs de CEC chez les individus sains
(George 1991). Des difféerences entre les résuliatsplusieurs équipes utilisant la CF
(Erdbruegger 2006) ont été observées avec respewivt un nombre de 77 et 1200 CEC/ml
pour Del Papa (Del Papa 2004) et Mancuso (Mancu3@3)2 (Tableau 1). Ceci est
probablement lié au manque de standardisation @axefinition phénotypique des CEC,
dans le choix des couples d'anticorps utilisési ajone dans la détermination des fenétres

d'analyse. Quelques exemples de combinaison dausagisont présentés dansaleleau I.

En 2005, Khan et al proposent des recommandatiimsl'améliorer la détection des
évenements rares (Khan 2005). Des molécules mardpiamoyau permettent d'éliminer les
agrégats plaquettaires et les MPE. L'utilisatiorplisieurs contréles isotypiques permet de
réduire le bruit de fond. Il faut éliminer les c#dls mortes ou en apoptose qui fixent les
anticorps de maniere non spécifique en utilisantmarqueur de mort cellulaire comme
I'iodure de propidium ou le 7-AAD (7-aminoactinonme D). Une incubation de 15 minutes
avec du sérum avant le marquage permet de dimilauéixation non spécifique. Il est
recommandé de collecter un grand nombre d'évensnetrde faire un cycle de lavage de
plus de 30 minutes avant le comptage au cytomeine gviter les contaminations. Enfin, un
canal de fluorescence est réservé aux marqueurscalkdes a éliminer telles que les

lymphocytes.
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En 2007, Rowane@t al ont mis au point un systéme automatisé de queatiifin des
CEC, le systtme CellTracks(Immunicon Corp), qui couple I'enrichissement eECQC
l'utilisation de marqueurs secondaires et la mdggjie des cellules par analyse d'image et
pourrait permettre d'améliorer la reproductibileé de faciliter la lecture des résultats
(Rowand 2007). Aprés addition de 10 ml de tampoml4le sang total sont centrifugés et
placés dans le systeme automatisé. L'enrichisseserfait par un ferrofluide couplé a
I'anticorps anti-CD146 Puis des anticorps couplédea fluorochromes sont ajoutés, un
colorant nucléaire (DAPI), le CD105-PE (phycoérith) qui est exprimé principalement sur
les CE et élimine les débris cellulaires, et le 6I2PC (allophycocyanine). Apres lavage, les
cellules fixées a l'anti-CD146 sont alignées gracaleux aimants, placées devant un
microscope a fluorescence semi-automatique, etpparail scanne les cellules pour chaque
canal de fluorescence. Les images sont transmigesaaalyseur qui présente les cellules une
par une et pour chaque canal de fluorescence. Aiogérateur classe les cellules en CEC
d'aprés la positivité des marqueurs, révélée gaintages et la morphologie des cellules aidé
par un contrble positif. Le logiciel calcule le nlora de CEC pour 4 ml de sang. Cette
nouvelle technique permettrait d'améliorer la rdpatibilité et de faciliter la lecture des
résultats. Ces approches fournissent des valeunsétote ordre de grandeur que I'lMS. Mais
I'analyse des cellules est longue et le systemé&estonéreux ainsi que les réactifs servant

pour une analyse.

Une technique hybride a été proposée en 2008, aouplune étape
d'immunoséparation magnétique avec des ferrofluidEsiant les cellules CD14fuis une
étape de cytométrie, le kit CELLQUANT FF CD146 (Bjex). Les CEC sont définies
comme CD48™ (& cause de leur autofluorescence) CD1d6positive pour le marqueur
nucléaire (Widemann 2008). Contrairement a d'augelsniques de cytométrie, les résultats
obtenus étaient comparables a ceux de I'MS. Lfifiextion des CEC sur la base du
phénotype suivant CD31+CD146+CD45-7AAD-, a donné désultats du méme ordre
gu'avec I'IMS (Jacques 2008). Par contre, il a @dntré que les cellules
CD31++CD34+CD45-CD133- identifiees par Duda et(Bluda 2007) correspondaient en
fait a de larges plaquettes (Strijbos 2007). Calgervation a été confirmée quelques années
plus tard, avec le développement de la PFC (pobyohtic flow cytometry). Elle repose sur
des nouvelles pratiques dans les réglages et déégie d'analyse (Mahnke and Roederer
2007). Elle inclue un marqueur érythrocytaire emarqueur de viabilité. La fixation du seuil

négatif du signal est réalisée avec des tubes mamtd'ensemble des anticorps sauf celui
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d'intérét, le contréle "FMO" (fluorescence minugprCette utilisation de la CF a apporté des
améliorations importantes dans la détection deseents rares. L'étude de Mund publiée
cette année (Mund 2012) a comparé l'utilisatiotad€F conventionnelle proposée par Duda
et al en 2007 (Duda 2007) et une méthode de cytmren flux multicouleurs basée sur les
recommandations de la PFC (Estes 2010). lls ost aiontré une différence importante entre
les deux techniques avec 0,262,986% de CEC avec la technique conventionneltsuge
0,150+ 0,0563% avec la PFC. L'utilisation d'un marqueucléaire a montré que les CEC

étaient contaminées par des vésicules extraceglandothéliales et plaquettaires.

2.3 Conclusion

La diversité entre les techniques (IMS-CF) semiolalément surtout liée a la stratégie
d'identification des cellules par cytométrie erxflll'IMS, les gradients de centrifugation et
guelques méthodes de CF donnent des résultatasanilavec des valeurs de l'ordre de 10
CEC/mL. Dans I'IMS, le plus faible nombre de CE@parté, en comparaison avec la CF,
peut étre lié aux multiples étapes de lavage resgimes d'une perte de cellules (Goon 2006).
Les performances et le développement de la nouvedithode automatisée sont en cours

d'évaluation.

3) Applications cliniques

Les CEC sont des cellules matures qui se sont li&tacde la monocouche intimale
suite & une agression ou une activation de l'eétloth. La présence dans le sang
périphérique de ces cellules pourrait représemtdram marqueur des lésions de la paroi avec
mise a nu du sous-endothélium thrombogéne, commmdetre le taux élevé de CEC
détectées dans des situations variées mais prasdaoistes une atteinte endothéliale :
pathologies cardiovasculaires, infectieuses, imragigues, la transplantation et le cancer
(Tableau I). Dans la plupart des pathologiesuigmentation du nombre de CEC semble étre
associée a une élévation des taux plasmatiquesadgueurs Gctivation de ’endothélium
incluant le facteur Willebrand (VWF) (Blann 2003% thrombomoduline soluble ou les
molécules thdhésion solubles (ICAM-1, VCAM-1, E et P-sélectipesuggérant que
I’activation pathologique déehdothélium conduirait au détachement cellulaiag. &lleurs,
le taux de CEC semble varier av&tdndue des lésions. En effet, les valeurs leséyges
sont trouvées dans les atteintes généralisée&en@othélium telles que la rickettsiose, la

vascularite avec présenc@NCA (anticorps anti-cytoplasme des polynucléairésjfection
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a cytomeégalovirus. Un taux bas de CEC dans le panghérique est le reflet dénkégrité
vasculaire et de son bon fonctionnement. Ainsi, G&C représentent un marqueur non
invasif de laltération endothéliale (Figure lésion/réparati@gns les syndromes coronariens
aigus sans sus-décalage du segment ST (Quilici)2@0ds sont un marqueur plus précoce
que la troponine. Leur taux pourrait méme étrendhicateur de la séveérité de la pathologie.
L’utilisation des CEC a été envisagée pour évaleffichcité thérapeutique dans le traitement
du cancer. Mancuso et aint montré, chez des patients atteintsndcancer du sein sous
traitement anti-angiogene, une corrélation entre survie prolongée et des taux de CEC
supérieurs a 11 CE@/ a deux mois de traitement, ces CEC étant prihaipant des cellules
apoptotiques soulignariefficacité du traitement (Mancuso 2006). D'autriesliés ont associée

une diminution des CEC a une bonne réponse aarraiit anti-angiogénique (Calleri 2009).

A coté de ces données quantitatives, la caradiérisdes CEC par leur morphologie
ou leur phénotype apporte des informations tréssupiour la compréhension des mécanismes
physiopathologiques. Ainsi, il faut soulign€hdtérogénéité morphologique des cellules
isolées en fonction du processus pathologiqueluleslmorphologiquement intactes mais de
tailles différentes aprés angioplastie et dansrépahocytose, cellulesaspect nécrotique
dans les infections a rickettsies et les vascewrih ANCA, cellules apoptotiques ou
formations multinucléées typiquement rencontréessdas syndromes coronariens aigus
(Blann 2005). tétude du phénotype des CEC apporte des informasiongeur origine par
I’expression du CD36, par exemple : microvascul&@i@36+) dans les crises vaso-occlusives
drépanocytaires (Solovey 1997) ou macrovascul&i@36-) dans ‘infarctus du myocarde
(Mutin 1999). Le développement de marqueurs sgp@8 du site vasculaire permettrait ainsi
de localiser les Iésions endothéliale&tiide de’éxpression de certains antigénes par les
CEC nous informe également détat activé ou non déehdothélium dans la pathologie
(Blann 2005). Toutes ces informations apportéedepphénotype permettentagtancer dans
la compréhension des mécanismes physiopathologiaesumération des CEC apporte des
informations complémentaires dans le diagnosticprienostic et le suivi de'dfficacité

thérapeutique des maladies vasculaires.
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Tableau | : Exemples de numération des CEC indiquaria méthode utilisée et les valeurs
obtenues dans différentes pathologies.

Nombre de CEC/ml

Phénotype Technique Références

Patients Controles
Syndrome coronariens aigus
Infarctus du myocarde 7,5 [4,1-43,5] 0 CD146 (S-Endo1l) IMS Mutin 1999
Infarctus du myocarde 25,5 [8-35,3] <3 CD146 (S-Endo1l) IMS Quilici 2004
Infarctus du myocarde 4,9 [3,6-8,4] 1[0,5-1,7] CD146 (S-Endo1l) IMS Makin 2004
Accident ischémique cérébral 15,5[10,8-20,7] 2,7 [1,6-3,7] CD146 (S-Endol) IMS Nadar 2005
Maladies immunologiques
Vascularite associée aux ANCA 136 [20-5700] 5 [0-20] CD146 (S-Endo1l) IMS Woywodt 2003
Sclérose systémique 243-375 77 CD34+CD45-CD146+ (P1H12) CF Del Papa 2004
Maladie de Kawasaki 21+/-2,1 3,2+/-0,4 CD146 (P1H12) IMS Nakatani 2003
Lupus érythémateux disséminé 32+/-7 5+/-2 CD146 (P1H12) DC Clancy 2001
Maladies infectieuses et systémiques
Rickettsiose 162 +/- 454 6+-7 CD146 (S-Endo1l) IMS George 1993
Crise vaso-occlusive drépanocytaire 22,8 +/- 18,2 2,6 +-1,6 CD146 (P1H12) IMS Solovey 1997
Choc septique 30,1 +/- 3,3 1,9+/-0,5 Anti-FVYW IHC Mutunga 2001
Transplantation
Rénale 24-72 6 CD146 (S-Endo1l) IMS Woywodt 2003
Moelle osseuse 16-44 8 CD146 (S-Endo1l) IMS Woywodt 2004
Cancer
Sein et lymphomes [ 68%?)12 f 400] | 4702?:?5 100] CD:;::LS*E:;;;;CC::;:.%* CF Mancuso 2001
Cancer rectal CD31"*CD34*CD45°CD133° CF Duda 2006
Cancers métastasés 15 [0-179] 6,5 [0;15] CD31'CD146°CD45 7AAD CF Jacques 2008
Tumeurs solides 951+/-1876 140+/-171 Cng}gTD(SsgAJr?:,\l;)J;& Mancuso 2009
Autres
Angioplastie coronaire 59 +/- 12,5 2,4 +/-0,9 CD146 (S-Endo1l) IMS Bonello 2006
Angioplastie coronaire 11 1 CD146 (S-Endo1l) IMS George 1992
Angioplastie coronaire 6-10 <3 HEC19 IHC Sharabati 1991
Insuffisance cardiaque congestive 11,8 (4,6-18,4) 3,7 (1,3-7,2) CD146 (S-Endo1l) IMS Chong 2004
Hypertension pulmonaire (HTAP) 30 3,5 CD146 (P1H12) DC + IHC Bull 2003

IMS: Immunoséparation magnétique
IHC : Immunohistochimie

CF: Cytométrie en flux

DC: densité de centrifugation
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) Les marqueurs de la réparation endothéliale : lesnpgéniteurs endothéliaux
circulants

lll.1 Reéparation endothéliale et notion de vasculogenépest-natale

Il existe 3 mécanismes de réparation endothélidke diffusion de CE adjacentes
(angiogenese), I'nyperplasie des cellules existante l'insertion de cellules progénitrices
circulantes (vasculogenése). La réparation pardEsdifférenciées qui ont préservé un
potentiel de prolifération est sous le contrOlefaleteurs exogénes secrétés dans les tissus
adjacents, mais il reste limité par le mécanismeéiescence et par l'incapacité des cellules

matures a s'intégrer dans des sites éloignés.

1) Preuve de concept

Le concept de "vasculogenese post-natale” est ite &la découverte de I'existence
de progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) CDBER+ pas Asahara et al en 1997
(Asahara 1997). Les PEC dérivant principalementadmoelle osseuse (Lin 2000) ont la
capacité de se différencier en cellules maturesodéant ainsi I'existence d'un mécanisme
complémentaire de I'angiogenese pour assurer &atpn endothéliale (Asahara 1997; Shi
1998; Asahara 1999). La mobilisation de ces cdldlgartir de la moelle osseuse constitue
une réponse naturelle a lischémie tissulaire, avez migration des PEC sur le site de
l'ischémie puis intégration dans les nouveaux weaiss. Plusieurs études ont montré
I'incorporation des cellules dérivées de la moelseuse dans les vaisseaux dans difféerentes
situations : au niveau des sites tumoraux (Lyde@10lors de blessures (Asahara 1999;
Tepper 2002), dans les sites de dénudation endaéhdli 2006), aprés des infarctus du
myocarde expérimentaux chez la souris (Jackson)2@&k résultats ont été confirmés chez
I'hnomme avec la mobilisation rapide mais transgtale PEC chez les patients ayant subi un
pontage aorto-coronarien (Scheubel 2003) ou delsirbgl (Gill 2001), dans l'infarctus du
myocarde (Shintani 2001) et lors du renouvellengnsiologique de I'endothélium (Jiang
2004). La néovascularisation induite par les PEGitasl semble comprendre a la fois des
processus d'angiogenése et de vasculogenése (Marasd Asahara 2005). Plusieurs études
ont estimé la contribution des progéniteurs endisilné dérivés de la moelle osseuse a la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins a 5 a 28%éponse a la formation de
granulomes (Crosby 2000) ou a une néo-vasculasatduite par des facteurs de croissance
(Murayama 2002).
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2) Vasculogenése post-natale

Le processus de vasculogenese post-natale senfaitteapes : mobilisation des PEC
depuis leur réservoir meédullaire, recrutement ses dites ischémiques ou lésés, et
différenciation en CE (Napoli 2012).

La mobilisation est régulée par I'hypoxie, unedadie la paroi vasculaire, des plaques
athérogéniques, une thrombose coronarienne ou oatage, qui recrute des progéniteurs
endothéliaux et augmentent leur nombre en cir@arafif akahashi 1999; Kalka 2000; Kalka
2000; Gill 2001). Le traumatisme vasculaire entdm libération de VEGF et de cytokines
qui induisent le recrutement des progéniteurs dridiaiix (Takahashi 1999). L'hypoxie d'un
territoire ischémié active la stabilisation de Hi&-(hypoxic-inducible transcription factor)
par inactivation des prolyl-hydroxylases (PHD) ddattivité est oxygene-dépendante. Au
lieu d'étre dégradé par le protéasome, celui-cialsts transloqué dans le noyau ou elle
interagit avec son hétérodimeére et peut induisgiession de facteurs angiogénigues comme
le VEGF, le SDF-1 (stromal cell-derived factor lgngipoiétine 2 et le SCF (Stem cell factor
ou Kit ligand) proportionnellement a la diminutide la pression en oxygene (Ceradini 2004).
Le VEGF active la prolifération et la survie cedlirk par liaison a ses récepteurs VEGFR-1 et
VEGFR-2 et la voie de signalisation phosphatidyditm 3'kinase/AKT (Li 2006). Le SDF-1
se lie au CXCR4 exprimé par les PEC augmentantntalnilisation et les guidant vers le site
lésé de nigris(de Nigris 2007). D'autres cytokicesnme le G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor) favorise également la mobiiisatdes progéniteurs endothéliaux et la
régénération vasculaire Takamiya (Takamiya 2006)NIO est un mediateur essentiel de la
réactivité endothéliale et a I'angiogenese, queae suite a l'ischémie ou induite par un
facteur exogene. Une diminution du NO augmentdeaisensibilité des CE aux stimuli
apoptotiques et diminuerait la mobilisation des P#pendante du VEGF (Aicher 2003).
L'activation de la métalloprotéase matricielle 9MRF9) lui permet de cliver le ligand
membranaire kit présent a la surface des cellutesnales. Le kit soluble libéré permettant
ainsi aux cellules souches et PEC exprimant le deitproliférer et migrer vers les zones
vascularisées de la moelle osseuse (Heissig 2D63DF-1 est aussi un substrat de la MMP-
9. Par sa fixation au CXCR4 exprimé sur les CSk®progéniteurs endothéliaux, le SDF-1
des cellules stromales retient ces cellules dan®kle. Le clivage du SDF-1 permet donc la
mobilisation de ces progéniteurs vers le sang {@nga 2006). La libération de noradrénaline
au niveau medullaire induit la mobilisation desludek par un mécanisme dépendant de la
eNOS.
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Le recrutement fait intervenir plusieurs voies.ugmentation du VEGF par I'hypoxie
active la voie de la NOSe et augmente l'expressionSDF-1 et de MIF (macrophage
migration inhibitory factor) au niveau du site iéamé, favorisant ainsi le recrutement des
progéniteurs endothéliaux et des cellules progéesirdu muscle lisse. Le couple intégrine
B2/ICAM-1 est également impliqué, avec une augmeantade I'expression d'ICAM-1 apres
ischémie. Le recrutement est également influencé lpaeNOS par augmentation de
I'expression de la proMMP-9 (Aicher 2003). Réceminiém été montré que le systeme IGF2
(Insulin-like growth factor)/IGF2R induisait le hamg des PEC (Maeng 2009). L'IGF2
généré dans les sites ischémiés ou tumoraux coetgl alors a la vasculogenéese post-natale.
Des chimiokines et divers facteurs de croissanaengttent aussi le recrutement de ces
cellules. Les plaquettes contribuent égalementarutement des cellules avec notamment la
libération de composées angiogéniques, tels g8Bke1 (Massberg 2006). Elles contiennent
aussi des substances anti-angiogéniques telleslagurombospondine-1 (ltaliano and
Battinelli 2009).

Au niveau du site ischémié, les cellules progéesipeuvent se différencier en CE,
voir en CML, ou sécréter des facteurs paracrinestahis progéniteurs endothéliaux, restant
dans le tissu interstitiel, contribuent de manigdirecte a la réparation des vaisseaux par
sécrétion de cytokines proangiogenes et de facteerscroissance, qui stimulent la

prolifération et la migration des CE pré-existargeactivent I'angiogenéese.

lll.2 Caractérisation des progéniteurs endothéliaux circlants
1) Définition

La définition des PEC n'est pas clairement étadtlieomprend plusieurs populations
selon la méthode d'analyse utilisée, ces cellulast éles évenements rares. Dés 2004, une
distinction en cellules dites "précoces" et "taedit selon leur cinétique d'apparition en
culture a été proposée par Hur (Hur 2004). Cesllesldifféraient par leur phénotype et leurs
caractéristiques fonctionnelle¥ableau I1). Les méthodes’idolement classiques reposent
sur la mise en culture des cellules mononuclédaketapres séparation sur gradient de Ficoll
ou de populations de CMN triées par immunoséparatiagnétique : sélection positive ou
négative par’ltilisation de microbilles recouvertesadticorps spécifiqgues de marqueurs
dimmaturité (CD133, CD34), endothéliaux (CD146) conocytaires (CD14).
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Tableau Il : Caractéristiques des PEC précoces eatdifs

PEC précoces PEC tardifs

EPC,CFU-EC, CAC,

Nomenclature early outgrowth CE-EPC EPC,ECFC, late EPC, late EOC
Délai d'apparition en culture 4-7 jours > 7 jours
Morphologie
Phénotype FVW, KDR, VE-cadhérine, CD31 CD31,CDI3.4,CD105,CD146,
CD14, CD45 VE-cadhérine, KDR, BMP2/4
Prolifération +/- +++
Tubes en matrigel - 4+
Secrétion de cytokines +++ -
Potentiel angiogénique in vivo +++ 44+

Hématopoiétique (monocytaire) :
Origine CD34+CD45+,CD133+CD45+, CD34-
CD45+,CD14+CD45+

Non hématopoiétique :
CD45-CD133-CD34+

EPC : endothelial progenitor cells

CFU-EC : colony forming unit of endothelial cells

CAC : circulating angiogenic cells

CE-EPC : culture expanded endothelial progenitor cells
ECFC : endothelial colony-forming cells

EOC : endothelial outgrowth cells

» Les PEC précoces

Les PEC précoces ou EC-like cells ou CFU-Hill ouUZEC sont des cellules
adhérentes qui, aprés quatre a sept jours de eulpésentent les marqueurs leucocytaires
CD14 et CD45 et certaines des caractéristiqguesgiyginques des CE : CD31+, KDR+, TIE-
2+, FVW+. Les phénotypes d'expression de marquennlisthéliaux observés avec les PEC
précoces varient entre les études en raison dautén du phénotype au cours de la culture
et de I'nétérogénéité de ces cellules. Leur patedé prolifération est faible mais elles sont
capables de migrer vers les sites de croissanceralenet contribuent a la formation de
vaisseaux fonctionnelis vivo (Sharpe 2006). Elles exercent leurs propriétésogggiques
par la sécrétion de nombreuses cytokines proangiggeésin vivo (Rehman 2003; Hur 2004).
Ce sont les cellules identifiées initialement paaldara et alen 1997 (Asahara 1997) et a
propos desquelles les travaux publiés sont lesmasbreux. Il est notamment démontré que

le nombre de PEC précoces est inversement cougiécue cardio-vasculaire (Hill 2003).
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» Les PEC tardifs

Les PEC « tardifs » ou late-endothelial outgrowghsc(l-EOC) ou endothelial colony
forming cells (ECFC), donnent naissance a des @soadhérentes apparaissant en deux a
trois semaines, a fort potentiel de prolifératiaentifiées par Lin et al (Lin 2000). Les
cellules qui en dérivent aprés expansion ont um@iyge endothélial plus prononcé que les
PEC early. Ces PEC tardifs expriment le CD34 eébtepteur du VEGF (VEGFR2 ou KDR),
mais pas le CD45 ni le CD14.

En 2004, Ingram et al ont montré que les ECFC @dtaienstituées d'une hiérarchie de
progéniteurs avec des potentiels de prolifératidgiférénts, de la méme facon que la
classification établie pour les cellules souchasdtépoiétiques grace a un test clonogénique
(Ingram 2004). Les ECFC a fort potentiel de prodifon (HPP-ECFC) forment des colonies
macroscopiques pouvant donner des colonies secesadel tertiaires apres repiquage. lls
peuvent de plus donner naissance a tous les stada®géniteurs endothéliaux. Les ECFC a
faible potentiel de prolifération (LPP-ECFC) formeles colonies de plus de 50 cellules, mais
ilIs ne peuvent pas former d'autres ECFC aprésuagg lls donnent naissance a des groupes
de CE de moins de 50 cellules, qui ne peuvent @pégués. Le stade de LPP-ECFC
représente le stade de PEC le plus prolifératifivant étre isolé du sang périphérique adulte,
contrairement au sang de cordon ou des HPP-ECFQGgalement été identifiées. Bien
gu'agissant en synergie avec les PEC précoces mieladeéparation vasculaire, les ECFC
s'integrent dans le vaisseau, alors que les PE&@eé participent a la néovascularisation de
facon paracrine, par sécrétion de facteurs angiqgés favorisant la réparation structurale
par les CE résidentes et les ECFC incorporés, aegpoi ils sont parfois appelées cellules
angiogéniques. Au total, les ECFC présentent dagrigtés clonogéniques, une forte activité
télomérase, la capacité de former des tubestro et de former des vaisseauxvivo dans un
modéle de souris immunodéficiente et peuvent étrgliiées en culture (Ingram 2004). lIs
suscitent ainsi un véritable intérét comme prodeitthérapie cellulaire dans les pathologies

ischémiques.

2)  Quantification

Aucune étude n’a permis d’identifier un marqueugcsiique des PEC, qu’ils soient
des CFU-EC ou des ECFC. Deux approches princigalesutilisées : la culture incluant les
tests de formation de colonies, et la numératiosales-populations par leurs marqueurs de

surface, principalement par cytométrie en flux. &gfant, on ne sait pas si les cellules
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identifiées en culture cellulaire existent réellem®u si elles ne représentent que des
phénotypes obtenus artificiellement dans des comdispécifiques de culture.

2.1 La culture cellulaire

» Cuture des PEC précoces

Deux méthodes de cultures conduisent a l'obterd®mellules correspondant a des
PEC précocedHgure 7, méthodes A et B).

CAC (Kalka 2000; Gulati 2003; Rehman 2003)

C'est cette technique qui a été utilisée au dgpart étudier les PEC (Asahara 1997). Les
CMN étaient ensemencées dans un milieu de culturehe en facteurs de croissance pour la
lignée endothéliale, 'EGM2 (Endothelial growth riued 2). Aprés 3 jours de culture, les

cellules non adhérentes étaient éliminées. Puisctdenies de PEC précoces étaient
quantifiees au bout de 4 a 7 jours de culture sksrprotocoles. Ces cellules expriment les

mémes marqueurs et ont les mémes fonciiongro que les CFU-EC (cf infra).

CEU-EC ou CFU-Hill (Hill 2003)

Cette technique a été développée par Hill et gleett étre réalisée par utilisation d'un kit
commercial, I'Endocuft (StemCell Technologies). Les CMN isolés du samippérique ou

du sang de cordon sont ensemencées dans le miligoct, & une concentration de .10
CMN par puits de plaque 6 puits "coatés" avec ddébenectine. Apres 48 heures, les
cellules non adhérentes sont réensemencées a noentation de 1.fOCMN par puits de
plague 24 puits coaté par de la fibronectine. ABrgsurs, soit a J5, les colonies de CFU-EC
sont comptées. Elles sont formées d'un centre Heleserondes entourées de cellules
fusiformes. La sélection des cellules non adhégerdevait permettre d'éliminer les
monocytes/macrophages mais ces colonies exprirgatéréent des marqueurs monocytaires.
Les CFU-Hill ne présentent pas toutes les caratiguies morphologiques des PEC précoces,
car seules les cellules fusiformes sont observaes ks cultures de PEC précoces/CAC. Par

ailleurs, on obtient un nombre beaucoup plus ingmirde CAC que de CFU-Hill en culture.

» Cuture des PEC tardifs ou ECFC

Dans cette technique, les CMN sont ensemencéatustollagéne-I de rat dans un milieu de

culture enrichi spécifique de la lignée endothélidEGM2 Figure 7, méthode C). Ici, les
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cellules non adhérentes sont éliminées des lesignenpurs de culture. Les colonies
apparaissent entre 10 et 20 jours de culture a plrtsang périphérique, 5 a 7 jours si les
CMN viennent de sang de cordon. Aucune équipejauwen’a pu obtenir des ECFC a partir
de CMN isolées de la MO. En effet, seules les mEdlunésenchymateuses, qui ont un net

avantage de prolifération, sont obtenues et ebleserdifférencient pas en CE (Zhang 2007).

A- CFU-Hill B- CAC C-ECFC

Fibronectine Fibronectine ou gélatine Fibronectine ou collagéne
* ' ‘
- . -
+"3
@ @ @
¥ ‘a ' Ll L
J10 a
J25

Figure 7 : Méthodes de cultureed différentes sous-populations de PEC

Plusieurs facteurs influencent la prolifération l@tdifférenciation des cellules en
culture : les facteurs de croissance utilisés, ddrice d'adhésion des cellules, le contact avec
une matrice extra-cellulaire ou un type cellulas@ecifique etc. La nature de la matrice
extracellulaire est trés importante. Celle-ci eseffet impliquéan vivo dans la régulation de
la migration, la prolifération et la survie des {Bavis and Senger 2005). De plus, elle
permet le processus de morphogenése vasculairdap@ansmission de signaux via les
intégrines qui contrélent le cytosquelette d'actiha culture des ECFC nécessite d'étre
uniformisée, différentes conditions ont en effeé éitilisées pour leur culture et sont

répertoriées dans tableau Il .
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Tableau Il : Exemples de conditions de culture de&CFC

Type de cellules

Conditions

Changement

. Matrice Milieu de culture , - Références
ensemencées d'ensemencement du milieu
PB-MNC fibronectine EG M2 A J1 puis tous les jours Gulati 2003
PB-MNC fibronectine EGM2 2,5x105/cm2 Urbich 2003
PB-MNC fibronectine EGM2 0,83x10%/cm? Romagnani 2005
PB-MNC fibronectine EGM2 1, 04x106/cmZ Deschaseaux 2007
PB-MNC collagene | de rat EGM2 A J1 puis tous les jours Lin 2000
CMN-SC collagene | de rat EGM2 2,6x106/cm2 pour CB-MNC Case 2007
A J1 puis tous les jours
PB ou UCB-MNC  collagene | de rat EGM2 71 puls tous Tes jou Yoder 2007
jusqu'au ler passage
PB-MNC collagene | de rat EG M2 Tous les 2-3 jours Au 2008
PB-MNC collagene | de rat EGM2 A,Jl p'ws tous les jours Avouac 2008
jusqu'au ler passage
A )2 puis d foi
PB-MNC collagene | de rat EGM2 puls deux fols par Massa 2009
semaine
PB-MNC collagene | de rat EGM2 3,54)(106/cm2 A J1 puis tous les jours Stroncek 2009
®fem? Tous les 2 j dant7
PB ou mobPB-MNC  collagene I de rat EGM2 3,125x10 fem _ous les 2 lours pendan Tura 2010
1,04x10°%/cm? jours, puis 2X par semaine
A J4, cellules non
adhérentes réensemencées
PB-MNC gelatine 0,2% M199 supplementé sur gélatine. Gill 2001
Méme opération
1X kemaine nendant ?
CD34+ gelatine 0,2% EG M2 7?7 Bompais 2004
PB-MNC gelatine 0,2% EGM2 1,04x106/cm2 A 16 puis tous les 3 jours Hur 2004
PB-MNC gélatine 0,2% EG M2 0,52><106/cmZ Tous les 4 jours Guven 2006
PB ou BM-MNC laminine EGM2 0,73x10°/cm? Braunstein 2006

PB-MNC : peripheral blood mononuclear cells
BM-MNC : bone marrow mononuclear cells

UCB-MNC : umbilical cord blood mononuclear cells

mobPB-MNC : mobilized peripheral blood mononuclear cells

2.2 La cytométrie en flux

Cette technologie permet de sélectionner une pbpnlgplus homogéene. Elle doit

cependant faire face a plusieurs difficultés cifgesédemment: les PEC sont des évenements

rares et il n'existe pas de marqueur spécifigumeant de les différencier des CEC et CSH

(Timmermans 2009), certains antigenes étant exgrifa®lement, comme le KDR, ou de

maniére continue comme le CD133. De nombreusesonéiitgies ont été décrites afin de

quantifier les PEC utilisant soit du sang totait sies CMN, des combinaisons différentes

d'anticorps, avec ou sans lyse des globules rodgssiéglages différents du cytometre et de

la stratégie d'analyse, et une expression différdas résultats (par CMN ou par ml de sang).
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» Les PEC sont CD34+KDR+

Le choix des marqueurs de surface a en effet évoarginuellement selon les
propriétés de différenciation endothéliale et vamgénique décrites dans les études ciblant
les différentes sous-populations. La premiéere défimdes PEC a été proposée par Asahara
et al en 1997, basée sur I'expression du CD34 @kadltD97). En culture, les cellules CD34+
et les cellules flk-1 (VEGF-R2 ou KDR) isolées dang périphérique par sélection
immunomagnétique formaient des groupes de cellutewles entourées de cellules a
morphologie fusiforme, exprimant des marqueurs gré&iaux et incorporant la Dil-labeled
acetylated low-density lipoprotein (acLDL). Ellesiént capables d'améliorer la circulation
sanguine dans un modele expérimental de patte nsébéchez la souris. Le CD34 est
cependant également exprimé par les CSH, d'ouli$ation d’'un marqueur endothélial
spécifiqgue conjointement, tel que la lectine UEA€LCD31 (PECAML1), le CD146, la VE-
cadhérine, ou encore le VEGF-R2 (ou KDR). Ce marg@st aussi exprimé par les CSH

mais au stade précoce seulement, alors qu'il ésept a la surface des CE matures.
= phénotype CD34+KDR+

Mais pas de marqueur pour différencier des celluhegures.

» Ajout d'un marqueur pour différencier PEC et CEC

L'étude de Peichev appuie I'utilisation combinés aarqueurs CD34+ et KDR, les
cellules double-positives présentant des propriéiégiogéniques (Peichev 2000). Cette
équipe a de plus proposé de cibler les cellules33Bblcet antigéne étant exprimé par 95%
des CD34+KDR+ mais pas par les CE matures, permetiasi de les différencier des PEC.

Il est & noter que le CD133 est aussi présenesuCEH, et qu'aucun test clonogénique n'a été
réalisé de maniére directe avec les cellules CDIB#¥s cette étude. cette combinaison a
donc été proposée sur la base de l'expression diBEMdans la population d'intérét, les
cellules CD34+KDR+. Reyes et al auraient montré agsacités angiogéeniques des MAPC
(multipotent adult progenitor cell) qui sont CD3BLC33+KDR+ (Reyes 2002).

= phénotype CD34+KDR+CD133+

Cette combinaison a été utilisée dans de nombretigdg, mais :
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» Données controversées concernant le CD133

En 2007, deux équipes ont publié que les celluestres CD133+ ne seraient pas a
I'origine de la lignée endothéliale (Case 2007; Timmna@s 2007) remettant en cause
I'utilisation de cette combinaison de marqueursrpdentifier les PEC. Case et al ont en effet
démontré que les cellules CD34+CD133+KDR+ étaiemichies en cellules formant des
colonies hématopoiétiques de faible et fort poébrte prolifération (hematopoietic LPP et
HPP-CFC) mais ne conduisaient pas a la formationodtenies endothéliales, telles que les
ECFC ni les CFU-EC. De plus, ces cellules ne foemigpas de capillaires en milieu Matrigel.
lIs ont de plus démontré que seules les cellule843D45- pouvaient former des colonies
d'ECFC. Ainsi, les cellules CD34+CD133+KDR+ et tedlules CD34+CD45+ seraient des
sous-populations de cellules progénitrices hémaébpoes et non des progéniteurs
endothéliaux. De méme, Timmermans et al ont mapiegles cellules CD133+ formaient des
colonies de PEC early mais pas de colonies d'EGRCerprimaient ni le KDR, ni la VE-
cadhérine mais le CD45. Seules les cellules CD348z@ngendraient la formation d'ECFC
en culture. Ces cellules exprimaient le KDR mais pa CD133. Ces observations sont
cependant contradictoires avec I'étude de Gehlirad @€ehling 2000) qui a montré que les
cellules CD133+, isolées de sang périphérique apaslisation, se différenciaient en CE et
s'incorporaient dans les vaisseaux lors de la sanoie tumorale et la potentialisaient. Il a
aussi été montré que, lors de leur émergence @&reules PEC tardifs exprimaient des taux
non négligeables’ARNm de CD133 (Bompais 2004). Les cellules CD34B3€+CD133+
et CD34+KDR+CD133+ ne peuvent donc pas étre assaqib des PEC, mais juste a des
cellules hématopoiétiques, qui, selon les conditide culture, peuvent (ou pas) donner
naissance a des PEC. Cette confusion entre les tgiilaires montre bien la nécessité de
caractériser les cellules définies en cytométrie ypatest fonctionnel, souvent non réalisé.
Elle explique certainement en partie les donnéedradictoires rapportées dans certains
domaines d'étude comme I'HTAP et le vieillissemeeattains groupes ayant appelé PEC des
cellules finalement hématopoiétiques. Il est taisepossible que ces populations renferment
un contingent treés faible de réels progéniteurotraiaux, ce qui explique la difficulté de les

isoler en culture a partir de sang adulte.
= Ne pas utiliser le CD133 pour quantifier les cellies qui générent des ECFC

= phénotype CD34+KDR+CD45-

56



Ajouter un autre marqueur permettant de différentés progéniteurs endothéliaux des CE

matures

» ECFC, véritables progéniteurs endothéliaux, a l'inerse des CFU-
EC

Des cellules peuvent étre définies comme des Wéggaprogéniteurs si elles ont la
capacité de générer des colonies de CE. Les capaditnogéniques des CFU-EC et des
ECFC ont été comparées (Yoder 2007). Aucune cetléierée des colonies de CFU-EC n'a
pu former des colonies secondaires, contrairemart BCFC dont 32% ont formé des
colonies apres 7 jours de culture. De plus, un heodepérimental a été développé chez la
souris SCID afin d'observer la formation de nouweaaisseaux dans des implants de
collagene mélangé a des PEC (Yoder 2007). Sewdels@&C ont formé des vaisseaux dans
ce modele. Ainsi, les cellules circulantes qui génedes PEC précoces ne peuvent étre
considérés comme des vrais progeéniteurs, et ragtenbprement nommées PEC. A l'inverse,
la détection de certains marqueurs endothéliauxesadPEC précoces pourrait en fait étre liée
a une contamination par les plaquettes en cultarekppi 2009). Les monocytes pourraient
en effet capter les microparticules plaquettairésua surface, celles-ci étant CD31+, FVW+

et lectine + et possédant des propriétés angiogésiq
= Les CFU-EC sont en fait des cellules hématopoiétigs angiogéniques
= Les ECFC sont des progéniteurs endothéliaux, amverse des CFU-EC

mais pas de définition phénotypique des ECFC

» Propositions de technique de CF standardisée

Au total, de nombreuses méthodes ont été misesoau @fin de standardiser la
quantification des PEC. Différentes stratégies ét@ évoquées comme l'exclusion des
evenements CD3+ (marqueur lymphocytaire) et deSgads de cellules (Shaffer 2006). La
faible expression du KDR a été rapportée par plusieequipes, malgré I'utilisation
d'anticorps différents (Werner 2007; Van Craeneetko2008; Masouleh 2010). Un autre
groupe l'a exclu de la combinaison de marqueurstittation de différents anticorps
commercialisés n'étant pas réalisable (Estes 20RQ0)s la concentration d'anticorps
augmentait, plus il y avait de signal. Malgrée I&s@rvations rapportées préecédemment, une
méthode de quantification basée sur le phénotypearstu CD45-CD31+CD133+ a été
proposée (Masouleh 2010). En 2010, une équipe lsasie sur les recommandations de
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I''SHAGE (International Society of Hematotherapydd@raft Engineering) utilisées pour la
quantification des CSH dans les unités de théregii@laire, et notamment sur la stratégie
d'analyse, pour proposer une méthode de quanitiicales PEC basée sur I'expression du
CD34, du KDR et la faible expression du CD45. Lésuttats obtenus étaient corrélés a la
quantification des PEC que ce soit par cultureutagte (CAC) (Vasa 2001) ou par cytométrie
(CD34+KDR+) lors d'études cliniques (Vasa 2001; rSicl-Lucke 2005). Cependant, la
définition des PEC avec cette technique se basersuexpression du CD45, bien que faible,
supposant ainsi une origine hématopoiétiqgue déslezl Mais I'expression du CD45 par les
PEC est toujours controversée. Zerbini et al oreféet observé que la fraction CD45- n'était
composée que de cellules mortes et de débris aiedls] et soutenaient que les PEC étaient
CD45dim (Zerbini 2008). Plusieurs précautions ofjicpermis d'améliorer la détection des
PEC, comme l'utilisation d'anticorps bloquant, diserqueur de viabilité (Khan 2005) et d'un
marqueur plaquettaire (McFarland 2006), I'enregisent d'un grand nombre d'évenements
(Schmidt-Lucke 2010).

» Identification des cellules formant des ECFC par CF

Mais c'est I'application des recommandations @ation de la cytométrie proposées
lors du développement des marquages multi-coulguirs permis une avancée importante
dans la quantification des PEC. En effet, L'analggtométrigue des évenements rares
recquiert une combinaison d'anticorps optimale,ban réglage des compensations et une
sélection appropriée des graphes d'analyse afimutiér les cellules autofluorescentes qui
viendraient contaminer la population d'intérét. Dmséliorations ont été apportées par
lavancée des technologies en cytométrie, I'utibea d'échelles bi-exponentielles et
l'utilisation de contréles "FMO" (fluorescence msnwne) permettant la réalisation de
méthodes de cytométrie en flux multi-couleurs optas (PFC pour polychromatic flow
cytometry) )(Mahnke and Roederer 2007). La PFC peditaméliorer la résolution pour les
antigenes faiblement exprimés et d'éliminer letulsd responsables des faux positifs : les
cellules monocytaires (CD14+), les cellules érytiytaires (CD235a), les plaquettes
(CD41a+) et les cellules mortes (LIVE/DEAD violetiar cette technique, Estes et al ont
défini une population contenant des ECFC présentent phénotype suivant
CD31+CD34fortCD45-AC133- CD14-CD41a-CD235a-LIVE/DBEAviolet- (Estes 2010).
Cette population ne pouvait pas étre détectergzamiéthodes de cytométrie conventionnelles.
L'obtention de colonies d'ECFC a partir de cesutasla été démontré par Mund et al (Mund

2012), observant aussi que cette populaton contégalement des CEC. Deux populations
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de cellules hématopoiétigues ont également ététifidées : des progéniteurs pro-
angiogéniques circulants (CD31+ CD34 bright CD454i8133+ CD14-) et des progéniteurs
circulants non angiogéniques (CD31+ CD34 bright &divh AC133-). Les progéniteurs pro-
angiogéniques circulants, aussi appelés CHSPC ulgincg hematopoietic stem and
progenitor cells), expriment aussi des marqueurséloiiges et ont des fonctions
proangiogenes, mais pas d'activité vasculogénidiste$ 2010). Le ratio de ces deux
populations hématopoiétiques, impossible a détemawmec les techniques conventionnelles,
serait un biomarqueur tres intéressant. Hristowaled également récemment proposé de
guantifier les PEC sur la base de la combinaisassajue : CD45dimCD34+KDR+, en

appliquant des recommandations de la PFC (Hrisdd2p
=> Quantification des ECFC avec la PFC

= Ratio de progéniteurs hématopoiétiques pro-angiogé&ues versus non-angiogéniques

» Proposition de nomenclature pour ce travail
La nomenclature qui sera utilisée dans le restedeavail est la suivante :
PEC précoces terme général pour parler des CFU-EC comme @¢3.C
ECEC : correspond aux PEC tardifs

Cellules progénitrices circulantes (CPC) cellules CD34+, CD133+ ou doublement

positives

Cellules souches hématopoiétigues (CSHellules CD34+CD45dim

PEC : on conservera ce terme pour les cellules CD34ARKOD133+, bien qu'il ait été
démontré que ces cellules ne pouvaient donner gsealonies de PEC précoces et que le

terme de cellules hématopoiétiques angiogéniqueslantes serait plus approprié.

2.3 Conclusion

Au total, plus de 95% des CMN CD45+ sont des élémbématopoiétiques. Une
partie importante des cellules phagocytaires cartigls, environ 5% des CMN, a été appelée
cellules angiogéniques circulantes puis PEC. Cdhiile® représentent une population
hétérogene de cellules myéloides différenciées. fthawion plus petite d'environ 80 a 800
cellules/ml de sang adulte sont des progéniteunsat@poiétigues CD45+. Le nombre de

CFU-EC est équivalent a cette fraction. Les ECFEs@mtent des caractéristiques de
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progéniteurs. On en trouve a une concentration @& 2ellules/ml dans le sang de cordon, et
environ 0,05 a 0,2 cellules/ml dans le sang adiitgram 2004) a différencier des CEC,
présentes dans le sang adulte a raison de 3 séfhul@Noywodt 2006).

Etant donné’litilité potentielle des PEC comme marqueurs cétieade cancer ou de
pathologie cardiovasculaire, mais également commoglyits de thérapie cellulaire, une
meilleure caractérisation de ces cellules est sages Dans ce contexte, une expression
sélective des bone morphogenetic proteins 2 etMP@4) (famille du TGFB) dans les
ECFC par comparaison aux PEC précoces a été maitgajue le réle angiogénique de ces
molécules (Smadja 2008). Notre équipe a égaleménitdune différence d'expression de
I'lL-8, importante a I'état basal dans les CFU-EB6lés de sang adulte, contrairement aux
ECFC (Smadja 2008). Les récepteurs CXCR1 et CXGR2 &galement trés exprimés dans
les CFU-EC. D'autre part, la qualification de PE€3 ghopulations cellulaires identifiées par
cytométrie devrait étre validée par une caractéoisdonctionnelle (morphologie cellulaire,
test clonogénique) avant de tester leur réle dassnabdelesn vitro ou in vivo (Yoder and
Ingram 2009). Ingram et al ont développé en 2004esh clonogénique pour quantifier le
potentiel prolifératif des CE dérivées des PEC alegsde cordon et de sang adulte (Ingram
2004). Déterminer si une cellule est capable deligser et de former des colonies en
l'absence d'autres cellules est le test le plusuregx pour définir une cellule progénitrice.
Elle est réalisée par un essai clonogénique aveceunle cellule : les conditions doivent étre
bien définies. Les limites de cette méthode sotreeautres un probleme de reproductibilité et
I'absence de la coopération avec d'autres typadateds qui peut étre nécessaire pour leur
activite.

La quantification des ECFC est plus difficile a treeten oeuvre pour les larges
cohortes car elle demande des protocoles longaulieres et un grand volume de sang en
raison de leur faible fréquence. Le développemérent d'une méthode de quantification des
ECFC par cytométrie en flux permettra probablemard plus grande étude de cette sous-
population (Estes 2010). Actuellement, l'absencecadélation entre ces différents tests
(Powell 2005; Van Craenenbroeck 2008; Povsic 2089)jen avec I'nétérogénéité des sous-
populations de PEC dénombrées, reste une sourdéscierdance possible entre les études
publiées et justifie la poursuite d'un travail danslardisation méthodologique, ce qui fait

I'objet d'une partie du travail de cette thése.
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3) Origine des PEC
3.1 Théorie de I'hnémangioblaste

Les cellules immatures des lignées hématopoiétejuendothéliale partagent des
antigénes de surface comme le CD34, le KDR ou 1&330Asahara 1997; Gehling 2000;
Peichev 2000). De plus, plusieurs études ont mamtee origine meédullaire des PEC. Un
modelein vivo, de greffe de moelle osseuse chez un chien podeume endoprothese
aortique, a montré que des cellules CD34+ provedandonneur étaient présentes dans la
circulation et avaient colonisé la prothése (Sh®8)9 Dans une autre étude, des souris
irradiées ont été greffées avec la moelle de stiamsgéniques. Chez ces souris, I'expression
du géne Lac-Z est sous le controle de promoteurgyatees spécifiques de la lignée
endothéliale. Les cellules du donneur, coloréesapart de lg3-galactosidase, ont ainsi été
observées au niveau des foyers de néoangiogenéabdra 1999). L'origine meédullaire des
progéniteurs endothéliaux a également été obsetveér I'hnomme. Une étude a été réalisée
chez des patients ayant recu une greffe de CSHdd'mneur du sexe opposé (Lin 2000). Les
ECFC isolés chez les receveurs avaient le génadypeonneur, appuyant ainsi l'origine
médullaire d'angioblastes circulants formant desFECen culture. L'absence d'ECFC
provenant du donneur n'excluait pas l'existenceedautre origine, les donneurs ayant recu
une chimiothérapie intensive avant la transplamtatDe méme, des greffes de MO avec des
donneurs de sexe opposé ont permis de montrerélsepee de CE du donneur dans les
vaisseaux du receveur (Jiang 2004). De plus, tesd¢rét de fusiorBCR-ABLa été retrouvé
dans quelques CE de patients atteints de leucég@tide chronique (Gunsilius 2000), ainsi
que la mutatiodAK2 V617Fdans une partie des PEC précodes patients avec une maladie

de Vaquez (Oppliger Leibundgut 2006).

Ces arguments sont en faveur de l'existence d'@oumeur commun aux lignées
hématopoiétique et endothéliale : I'hémangioblaétmlement retrouvé dans le sang de
cordon (Pelosi 2002). Cette cellule exprime le C[284e KDR et peut former des colonies
endothéliales et hématopoiétiques. La présenceSt¢ dans le plancher ventral de l'aorte
dorsale, a l'intérieur de la région AGM appuie edtiéorie. De plus, plusieurs études ont
montré que les CSH dérivées de la MO contenaiemtsons-population de cellules pouvant
donner des PEC (Grant 2002; Bailey 2004). L'extstatiun endothélium hémogénique a été
démontré en 2004 avec la description de CE, d&idés cellules souches embryonnaires

humaines, capables de former des cellules endalé®let hématopoiétiques en culture. Des
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cellules avec le méme potentiel ont été décritess da sang de cordon, faisant émerger
I'nypothese d'un endothélium hémogénique chezlia@yu 2007). Cette hypothése serait en
fait reliée avec celle de l'existence postnatalen diémangioblaste. Une étude a en effet
montré que ce dernier serait a l'origine de la &drom d'un endothélium hémogénique Tie-2+
cKit+ CD41-, dont dériveraient les cellules hémaifiétiques CD41+ (Lancrin 2009). Ceci
n'exclut pas la présence de d'autres sources de &EdUme les cellules souches

mésenchymateuses ou méme des cellules souchemntésidans les tissus.

3.2 Origine monocytaire des CFU-EC

Une étude a comparé la présence de la mutad? V617Fdans les PEC précoces
et les ECFC de 11 patients. La mutation était ptésdans les PEC précoces de tous les
patients, mais seulement dans 3% des colonies €E@©venant toutes du méme patient.
Ces résultats montrent que les deux types de PEGeamorigines cellulaires différentes.
L'origine des ECFC n'est pas clairement établiesgourraient dériver des CE matures ou
des cellules souches résidentes des vaisseaux iman@oder 2007), ce que confirme
'absence de la mutatiobcr-abl dans les ECFC isolés de patients atteints de naecé
myéloide chronique (Piaggio 2009). Concernant |&C Fprécoces, plusieurs études ont
démontré leur origine monocytaire, sur la base'@eitession du CD14 et du CD45. Les
expériences de Gulati et al ont montré que la miffée d'expression du marqueur
monocytaire CD14 entre les deux populations de RE®@ient pas d'une perte d'expression
lors de la différenciation en PEC tardifs, maislgs a une origine différente (Gulati 2003).
En effet, seules les cellules isolées du sang Ipérigue CD14- peuvent former des colonies
de ECFC en culture. Les PEC précoces présententensénaines propriétés monocytaires
comme la phagocytose d'Escherichia coli. Elles exevent donner de colonies endothéliales
secondaires mais un faible pourcentage formentGidd-GM. De méme, Sharpe et al ont
montré que les CMN du sang périphérique formaiatdrda de PEC précoces que celles de la
MO et les cellules CD34- (Sharpe 2006), et queeselds cellules CD14+ pouvaient en
générer. Ces PEC précoces dérivant de la lignéeoaytaire sont générés par les cellules
exprimant encore le CD31, soit les précurseurs oigés et les monocytes, mais pas les
macrophages ni les CSH-igure 8). Les monocytes matures présentent les mémes
caractéristiques phénotypiques que les PEC et pedoamer des réseaux vasculaires, ne
pouvant ainsi étre distingués des PEC dans les Iem@gpérimentaux (Rohde 2006). Il a

également été montré que des cellules CD3+ CD31€ERM constituaient le centre des
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colonies de CFU-EC, aussi nommeées cellules T aggiqges (Hur 2007). Elles sont

nécessaires a la formation et la différenciatios @FU-EC, sécrétent de nombreuses
cytokines angiogéniques dont le VEGF et I'IL-8, &figmt la prolifération des CE et leurs

fonctions et participent a la formation des vaisgedeur nombre est corrélé a celui des PEC
et elles diminuent avec I'age et un nombre élevERlele maladies coronariennes. De plus,
seules les ECFC ont des propriétés de progénifloder 2007). L'avantage des PEC
précoces est leur isolement par des anticorps grdbable potentiel vasculogénique et

angiogénique des cellules primitives.

3.3 Origine extra-médullaire des PEC

Ingram et al ont décrit la présence d'une hiéraratbmplete de progéniteurs
endothéliaux au sein des populations de CE vasesldelles que les HUVEC (Human
umbilical Vein endothelial cells) et les HAEC (humaortic endothelial cells) montrant ainsi
gu'il y avait des progéniteurs endothéliaux rédisleau niveau de l'intima des vaisseaux
(environ 20%). Ces ECFC résidentes représentetiaptement la source principale de CE
lors de I'angiogenese (Ingram 2005). Chez la soliasété montré que c'était surtout dans les
microvaisseaux que les progéniteurs résidentsnéta@ectionnés pour la néovascularisation
(Risau and Flamme 1995). Mais il semble qu'ils oierg pas la source principale dans les
plus gros vaisseaux. Alvarez et al ont montré @sedE des microvaisseaux pulmonaires de
rat contenaient une quantité importante de HPP-EQ@k@htrant I'existence de progeéniteurs
endothéliaux microvasculaires résidents qui comsgrdeur spécificité fonctionnelle de
cellules microvasculaires (Alvarez 2008). Les Cartdre pulmonaire de rat sont a l'inverse
essentiellement différenciées. Il serait maintenatéressant de voir comment ces cellules
contribuent au renouvellement de I'endothélium pulaire physiologique et en réponse aux
agressions. Chez I'homme, Zengin et al ont démotdaréprésence de progéniteurs
endothéliaux résidents dans la paroi vasculairedingnet leur localisation précise au niveau
d'une zone dite "vasculogénique" située entre leloe de CML et l'adventice, en bordure de
la limitante élastique interne (Zengin 2006). Cellutes CD34+ CD31- KDR+ et Tie-2+ ont
la capacité de former des pseudotubewitro. Des CE CD31+CD45- ont été identifiees
parmi les side-population (SP) stem cells a laaserfinterne de I'endothélium (caractérisées
par leur capacité d'efflux). Elles sont détectéassdle nombreux organes mais pas dans tous,
comme par exemple cerveau, le sang périphérigizenetelle osseuse. Elles résident surtout

dans les veines et les capillaires mais pas dangligseaux lymphatiques. L'ischémie induit
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un plus grand nombre de EC-SP a 3 jours ainsi guegrolifération alors que les cellules

sont quiescentes a I'état basal (Naito 2011).

Par ailleurs, d'autres tissus comme le coeur, teee@, lintestin, le foie, le tissu
adipeux et la paroi vasculaire semblent égalementtiuer des réservoirs de cellules
souches/progénitrices présentant un potentiel \@genique (Planat-Benard 2004; Aicher
2007; Carriere 2009; Li 2012; Makkar 2012). L'éguge Aicher a montré dans un modéle de
parabiose une participation prédominante a la mNagsation post-ischémique de cellules
souches non dérivées de la moelle osseuse maigsdas comme le foie ou les intestins
(Aicher 2007).

Hém angioblaste (CD34+KDR+)

Y

Endothélium hémogeénique
(Tie-2+ c-kit+ CD41- VE-cadhérinet CD45- CD41-)

{ i,
Progéniteurs 9 Cellules souches
endothéliaux Ml SRS R R S SR hématopoiétiques
CD45- SO CD34+CD45dimCD133+
¢ Progéniteurs
V gl monocytaires/
S 4 monocytes
- CD34+CD45+CD14+
CD45-CD14- / \.
CD34+KDR+FVYW+ .
o Macrophages
2 ' CD45+CD14+CD1a+
Autres sources :
MAPC PEC précoces
Endothélium, zone vasculogénique CD34+KDR+
Side population stem cells CD45+CD14+

Figure 8 : Voies de différenciation hypothétiques & PEC
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[11.3 Applications cliniques

Compte tenu des précisions apportées précedemunnelat definition et le phénotype
des PEC, les résultats des études cliniques raggsosont difficilement interprétables, parfois

discordants en fonction des méthodes utilisées.

1) PEC et facteurs de risque cardio-vasculaire

Des études cliniques ont montré que le nombre de &Eulants était inversement
corrélé aux facteurs de risque (FR) classiguathérosclérose (Vasa 2001; Hill 2003). De
plus, la capacité migratoire des PEC précoces [dsepatients coronariens est inversement
corrélée avec le nombre de FR cardiovasculairesg\2801). Une diminution du taux voir de
la fonctionnalité des PEC a été décrite dans plusieonditions représentant un FRCV. Les
diabétes de type 1 et 2 ont des effets néfastee siambre (Fadini 2005) et la fonctionnalité
des PEC (Tepper 2002; Loomans 2004). Dans ce dentdgs effets néfastes de
I’hyperglycémie ont été attribués a une diminutiodadproduction de NO et doncadtivité
de la MMP-9 (Krankel 2005). D'autre part, une dimtion de la mobilisation des PEC
meédullaires dans la circulation a été observée danmmodele expérimentalischémie de la
patte chez la souris diabétique (Tamarat 2004)démprincipaux FR cardiovasculaire est la
dyslipidémie, soit’augmentation de la concentrationrtk fraction lipidique, le LDL-C (low
density lipoprotein cholesterol). Le taux de cht#ed total et de LDL est inversement corrélé
au nombre et aux fonctions des PEC (Imanishi 2@#n 2004; Imanishi 2004; Wang
2004). Les LDL oxydés seraient capablésdlire fapoptose de ces cellules (Imanishi 2004).
Les effets du LDL-C sur la sénescence des PEC gieutrétre contrebalancés paiilisation
des statines (Dimmeler 2001). Le syndrome métabel{§adini 2009), comme I'hypertension
réfractaire (Oliveras 2008) et l'insuffisance réctalonique (Jie 2010) sont également associés
a une diminution des PEC. Plusieurs études ontm@amte corrélation entre leur nombre et
des marqueurs du stade de l'insuffisance rénalan(@B05; de Groot 2005; Schlieper 2008),
ainsi gu'avec une récupération de leurs fonctiovsc d'hémodialyse (Chan 2005). Le
tabagisme est un FR cardiovasculaire importanadité associé a une diminution du nombre
de PEC (Vasa 2001). L'altération fonctionnelle B&C associée au tabagisme serait liée a
une augmentation du stress oxydatif (Michaud 200é)r taux remonte apres arrét du tabac
en moins de quatre semaines (Kondo 2004). Le igs@inent a aussi été associé a une
diminution du nombre et des propriétés des PEC @@@6), malgré des discordances. Ce
sujet est abordé plus en détails dans la partisaowée au vieillissement endothélial. I
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semblerait que le genre influence également le teUREC (Fadini 2008), en lien avec I'effet
des estrogénes (Strehlow 2003).

2) PEC et pathologies cardio-vasculaires

Les pathologies cardiovasculaires ont égalemenagtéciées a un nombre et a une
fonctionnalité des PEC précoces diminués, notamroket les patients coronariens (Vasa
2001; Hill 2003; Scheubel 2003; Fadini 2005; H&I665; Thum 2005). La seule étude ayant
exploré le taux d'ECFC chez ces patients a monti@atraire une augmentation corrélée au
degré de sténose coronaire (Guven 2006). Les PHE é&galement diminués dans
l'insuffisance cardiaque congestive (Valgimigli 2D@t dans la resténose de stent (George
2003).

A linverse, une augmentation des PEC a été rappaldns des situations d'ischémie
aigué, telles que l'infarctus du myocarde (Lev 20@&ssa 2005) et dans les 7 jours suivant
une crise cardiaque (Shintani 2001), I'angor instéGeorge 2004) et I'accident vasculaire
cérébral (Sobrino 2007), en association avec ungstic plus favorable. Cette mobilisation a
été confirmée pour les ECFC avec une augmentatiamphase aigué de I''DM (Massa 2009),

et l'association entre le taux d'ECFC et uneetadtuite d'infarctus (Meneveau 2011).

Au total, on observe une diminution des PEC chezpktients présentant un risque
cardiovasculaire, et une augmentation lors d'uméwent cardiovasculaire sévere. Ces
cellules présenteraient donc un effet protecteuntreole développement de certaines
pathologies du systéme CV. Le taux de PEC est utenrefacteur prédictif de dysfonction
endothéliale que les FR habituels (Hill 2003). L&tede réalisée dans un petit groupe de
patients coronariens a montré que le taux de PE@Gcausion des patients était un facteur
prédictif indépendant de survenue d'événement @aadculaire (Schmidt-Lucke 2005).
Werner et al (Werner 200%nt montré que la période sans événements cardigleres
cumulés était corrélée au taux de PEC circulants343IKDR+, a la mortalité
cardiovasculaire et a la date du premier événexmdiovasculaire. Une analyse groupée de
quatre études longitudinales a montré que leslesllCD34+ seules suffiraient en terme

d'outil pronostique (Fadini 2010).
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3) PEC et autres pathologies

Des altérations du nombre et/ou de la fonctiondaties PEC ont également été
décrites dans les bronchopneumopathies obstructolesniques (Palange 2006), la
polyarthrite rhumatoide (Grisar 2005) et les maadhumatismales en général (Westerweel
and Verhaar 2009). Une augmentation des PEC abéarwe lors des phases d'exacerbations
des BPCO (Sala 2010). Les résultats obtenus ddnypelttension pulmonaire sont
controversés, certains ayant décrit une diminutles PEC voire une dysfonction (Diller
2008), d'autre une augmentation (Asosingh 2008 dbet sera discuté dans la partie traitant
I'nypertension pulmonaire (HTP). Une augmentatidas PEC a été rapportée par ailleurs
dans les pathologies tumorales, telles que le caheesein (Naik 2008) ou le lymphome
(Igreja 2007), en corrélation avec le grade dautaelur. Le nombre de PEC serait aussi un
indicateur de réponse aux traitements comme la iottidrapie et les traitements anti-

angiogéniques (Shaked 2006).

4)  Conclusion

Quelgues études ont montré une corrélation entnentbre de PECs, la sévérité de la
dysfonction endothéliale mesurée de facon invasivenon, et I'évolution des patients
(Werner 2007). Dans différents contextes tels quei¢illissement, I'activité des PEC est
corrélée a l'intégrité fonctionnelle de I'endotbéli évaluée par la mesure de la dilatation
dépendante de I'endothélium (Murphy 2007). D'authest pu démontré de lien entre les PEC
et la fonction endothéliale (Desai 2009; Jung 2010)

l1l.4 Applications thérapeutiques

Au-dela de leur intérét comme marqueur potentielisiyjue cardiovasculaire cumulé,
I'étude des PEC se justifie également dans le chddveloppement d'un produit de thérapie
cellulaire (PTC).

1) Preuve de concept chez I'animal

L’existence des PEC dans le sang périphérigudai@ine adulte a rapidement suscité
des perspectives en thérapie cellulaire. En dffgireuve du concept réalisée dans un premier
temps chez le petit animal a permis de valitiffitacité de ces cellules. Il est a noter que les

PEC précoces et les ECFC ont un effet similairgyaergique dans ces modeles (Hur 2004;
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Yoon 2005). Les PEC humains, qu'ils soient injeaf@®s expansion en culture ou juste aprés
isolement, ont un potentiel thérapeutique dansntedadies des artéres périphériques et
coronariennes (Asahara and Kawamoto 2004). Le petdhérapeutique des PEC humains
isolés du sang périphérique en culture a été déspour la premiere fois chez la souris nude
par une amélioration de la perfusion du membreéisié aprées la greffe de ces cellules ainsi
gu'une diminution du taux d'amputation et de négres comparaison a l'administration de
CE microvasculaires ou d'un milieu de controle K&ak000). La méme stratégie a été
appliguée dans un modele d'ischémie myocardique dbeerat nude, montrant une
incorporation des PEC humains dans les nouveausseaiix myocardiques et leur
différenciation en cellules matures, avec un effaitecteur de la fonction ventriculaire
gauche et une inhibition de la fiborose myocardiiK@wamoto 2001). D'autres équipes ont
injecté des cellules mononucléées CD34+ non cesivéoit une fraction enrichie en PEC.
Ces cellules injectées localement ont permis usiueation significative du flux sanguin au
niveau du membre ischémié dans des modéles des smde diabétiques (Schatteman 2000).
Injectées en intraveineuse chez des rats nude isgleémie myocardique, elles avaient un
effet protecteur sur la fonction ventriculaire gagcavec une inhibition de l'apoptose des
cardiomyocytes (Kocher 2001). Une autre étude atmacque la contribution des cellules
CD34+ a la récupération de la fonction ventricélagauche et a la néovascularisation du

myocarde ischémique était dose-dépendante (IwaSaiq).

2) Deéveloppement d'un produit de thérapie cellulaire

Plusieurs problemes sont rencontrés dans le dgwatognt d'un produit de thérapie
cellulaire (PTC) a partir des PEC : le type celh@lautilisé et la source, ainsi que la faible

quantité de PEC dans le sang adulte, combinétéirita de I'endothélium avec les FRCV.

2.1 Type et source de cellules

Les essais de thérapie cellulaire ont utilisé plus sources de progéniteurs : des
CMN isolées de la MO, des produits de cytaphérsecellules triees CD133+ ou CD34+ du
sang périphérique, des PEC précoces aprés cutuCd/dN dérivés de la MO etc.

» ECFC versus PEC précoces

A I'issue de’bbservation des effets bénéfiques retrouvés danessais précliniques

et cliniques, une abondante littérature est panueoars de ces dernieres années afin de tenter
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d'expliquer les réles respectifs de ces deux typedPHE, et de mieux connaitre leurs
propriétés fonctionnelles respectives. Tous dewtigi@ent a l'angiogenése mais par des
mécanismes différents qui leur conferent des rdfesapeutiques spécifiques. Les PEC
précoces, agissant de maniere paracrine, pourr@ienutilisés pour augmenter la libération
de facteurs angiogéniques localement. Les ECFGniséomme véritables progéniteurs
suscite un intérét grandissant en termes d'oudilagieutique. Une néovascularisation a été
observée dans des spécimefeamputation de patients présentant une ischémiguzitde
jambe et ayant recu une injection locale de cdluteononucléées autologues de moelle
osseuse (Duong Van Huyen 2008). La forte positipté@r BMP2/4 des CE constituant les
néovaisseaux suggere que les cellules impliquées d&a néovascularisation aient un
phénotype endothélial correspondant a celui desCE(3madja 2008) et permeterclure
I’hypothese d€ihcorporation de PEC précoces au néovaisseau. temtpel de prolifération
élevé des ECFC permet leur expansarvivo Cependant, ces cellules sont rares dans le sang
périphérigue et leur isolement nécessite une éapeulture de plusieurs semaines, limitant
ainsi leur utilisation dans les contextes d'iscleémécente, pour lesquels la fenétre
thérapeutique n'est pas tres large. L'optimisal@fiobtention des ECFC en culture est donc

nécessaire pour pouvoir tester ces cellules damsshais cliniques.

» Sang de cordon versus sang periphérique

Plusieurs arguments sont en faveur de lutilisationsang de cordon. Les PEC
circulent en effet en faible nombre dans le sangpbérique, nécessitant une étape
d'enrichissement. De plus, une hiérarchie dansdpacités de prolifération des progéniteurs
entre le sang adulte et le sang de cordon a ététed@ar Ingram (Ingram 2004). Les PEC
dérivés du sang de cordon apparaissent plus t@alarre, donnent des colonies plus larges et
plus de colonies. Leur vitesse de croissance astipiportante et elles contiennent des HPP-
ECFC, contrairement aux PEC dérivés du sang péiqiepour qui le stade de LPP-ECFC
est le stade le plus prolifératif détecté. Cettérdrichie a été observée également lors de
I'activation du récepteur a la thrombine PAR-1/'imdluction de la prolifération est beaucoup
moins importante avec les ECFC dérivées du sanghggimque qu'avec celles dérivées du
sang de cordon (Smadja 2006). Seules les ECF@éedéridu sang de cordon permettent la
formation de vaisseaux durablesvivo comparés a celles du sang adulte (Au 2008). Ls plu
forte expression d’ARNmM pour des marqueurs defpration, tels que le Ki-67, la survivine
et des molécules impliquées dans le cycle celkylgiar les ECFC de cordon concorde avec

les observations précédentes (Smadja 208@ndxe J). D'autre part, les ECFC isolées
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classiquement du sang adulte ne résistent pasantgélation (Shepherd 2006), contrairement
a celles isolées du sang de cordon (Vanneaux 2010).

Mais le sang de cordon est un produit allogénitpier; que moins immunogéne que
les cellules de MO ou de cytapherése. L'utilisatims ECFC de sang adulte autologue
nécessite donc d'avoir recours a des stratégiesatidisation ou d'expansioex vivo Une
technique récemment publiée d'expansion des ECHaga échelle pourrait faciliter leur
utilisation car elle permet d'obtenir une quantitgortante de cellules qui peuvent étre

cryopréservées (Reinisch 2009).

» Origine extra-médullaire des ECFC

Plusieurs études ont démontré l'existence de pitegeés endothéliaux au sein de la
paroi vasculaire jusqu'au stade des HPP-ECFC (ng2®05), pouvant représenter une
nouvelle source d'ECFC (cf § 111.2.3 Origine des<CRE

2.2 Meéthodes d'isolement/obtention des PEC

Les études réalisées chez l'animal suggerent qupdatité de PEC hétérologues
injectées par voie systémique doit étre de 0,51& PEC humains par gramme d'animal
receveur pour avoir un résultat satisfaisant dassrodeéles d'ischémie du membre (Asahara
1999; Kalka 2000; Kawamoto 2001; Iwasaki 2006) nkoyenne, la quantité de PEC isolés en
culture chez des volontaires sains atteint 5cEllules pour 100 mL de sang périphérique au
7°™ jour. Ainsi un volume sanguin de 12 litres sergitessaire pour avoir suffisamment de
PEC pour le traitement de l'ischémie critique dumiee inférieur. Un autre facteur limitant
pour l'utilisation des PEC en thérapie cellulaigt ke fait que les patients nécessitant ces
traitements présentent des conditions physiologiquepathologiques elles-mémes associées
a une diminution du nombre de PEC ou de leurs fomst Ainsi, plusieurs stratégies ont été
envisagées pour optimiser le recueil de PEC endaideur utilisation comme PTC : la

mobilisation des cellules a partir de la MO, |'exgianex vivoou la thérapie génique.

> Mobilisation des PEC

Mobilisation par administration de facteurs exogens :

Cette stratégie permettrait d'améliorer la récupmraaprés un événement ischémique

et de compenser la dysfonction endothéliale évéatue
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Le VEGF qui est le facteur critique de la vasculwege et de I'angiogenese intervient
dans la mobilisation des PEC a partir de la momdleeuse, comme démontré chez la souris
(Asahara 1999) ou chez 'homme apreés transferede du VEGF dans l'ischémie critique du
membre et l'infarctus du myocarde (Kalka 2000). Beslulations similaires de la cinétique
des PEC ont été observées avec I'Ang-1 et VEGIEtéjdans l'article, mobilisation plus
tardive par Ang-1, et splénomégalie aprés épuisenema MO) (Hattori 2001) et le SDF-1

(stromal-derived factor-1).

Le GM-CSF (Granulocyte Macrophage colony-stimulatifactor) a un potentiel
stimulant sur la mobilisation des PEC a partir daroelle osseuse, leur incorporation au
niveau des sites de néovascularisation, et leulif¢ration et différenciation en culture
(Takahashi 1999). Certains composés agissent palecnent par inhibition directe (AMD-
3100) (Liles 2003) ou indirecte (G-CSF) (Anderliand Champlin 2008) de la liaison
CXCRA4/SDF-1 a l'origine de la rétention médullaies progéniteurs. Le G-CSF est utilisé
pour mobiliser les CSH en vue d'une greffe et dasscas de neutropénies. Il active la
différenciation en polynucléaires neutrophiles eetrélargage de leur contenu enzymatique
dont I'élastase. Celle-ci dégrade le SDF-1 maisiau€AM-1 exprimé sur les cellules
stromales, qui se lie a l'intégrin@ des cellules progénitrices. Mais I'utilisation@CSF est
controversée. Une méta-analyse effectuée en 2@@Bau a I'absence de bénéfice clinique
du G-CSF seul (Ripa and Kastrup 2008). Une autreafaéalyse a comparé I'utilisation de
CMN dérivées de sang périphérique apres mobilisgier du G-CSF a celles dérivées de la
MO montrant une réduction de la douleur plus imgooe¢ mais une moins bonne guérison des
ulcéres (Fadini 2010). D'autre part, apres avanstaté une tres faible concentration en CFU-
Hill dans le sang mobilisé avec du G-CSF compargaag normal (Tura 2007), Tura et al ont
étudié les effets de cette molécule sur les prigmiangiogéniques des PEC (Tura 2010). Les
cellules CD34+CD133-, contenant les précurseurse&#sC, n'étaient pas mobilisées par le
G-CSF et aucune colonie d'ECFC n'a été obtenwstét gu sang mobilisé. L'administration
exogéne du G-CSF inhibait la formation de CFU-EQest propriétés angiogéniques des
ECFC in vitro et in vivo. Les effets bénéfigues du G-CSF pourrait alorge &trs a la
mobilisation des CSH, migrant au niveau des lésimahémiques et exercant un effet
paracrine sans incoproration dans les vaisseauxelA s'ajoutent des effets négatifs de
I'administration de G-CSF, tels que l'inductiomfdirctus et de resténoses apres intervention
post-infarctus (Kang 2004). De plus il favoriseraitcroissance tumorale (Natori 2002) et

doublerait le risque de leucémie myéloide chronefuge syndromes myelodysplasiques chez

71



les femmes recevant une chimiothérapie dans leecahcsein (Hershman 2007). Concernant
I'AMD3100, une injection unique de cette molécutenble préserver la fonction cardiaque
aprés un IDM en augmentant le nombre de PEC, péerihediaire de l'expression de la

MMP-9 au niveau de la moelle osseuse (Jujo 2010).

L'érythropoiétine induit la mobilisation des PEGezHa souris (Heeschen 2003) et
chez 'homme (Bahlmann 2004). La modulation derifame de croissance (GH, growth
hormone) et de I'IGF-1 (Insulin-like growth fact@urrait étre utilisée en thérapie cellulaire
dans la prévention des modifications du systémeaS$sbciées a I'age (Devin and Young
2008).

Les inhibiteurs deHMG-CoA réductase, les statines, ont été les pramimolécules
publiées ayant la capacité de mobiliser les PE@ des patients coronariens ainsi que dans
des modeéles expérimentaux (Dimmeler 2001; Vasa )20Qkla &ccompagne ’dne
augmentation des capacités migratoires desiREiIro etin vivo, dépendante de la voie PI3-
kinase-Akt (Dimmeler 2001) et deéattivation de la NO synthase endothéliale (eNOS)
(Landmesser 2004). Deschaseaux et al ont montré dggse ECFC avaient été isolées

seulement chez les patients traités par statinscfizseaux 2007).

Mobilisation par I'exercice :

L’inactivité physique a été associée a une plus granélquence de maladies
cardiovasculaires, mais également a une augmemtdticstress oxydatif, déathérosclérose
et des dysfonctions endothéliales (Laufs 2005)siBlus études suggérent que l'exercice
physique augmente le taux de PEC chez la soudisezt 'homme (Laufs 2004; Morici 2005;
Steiner 2005; Hoetzer 2007). La mobilisation indugar un exercice intense serait un
mécanisme d’adaptation et de réparation physiolegiependant, d'autres études montrent
que la mobilisation dépend de la durée et de fiBité de I'exercice (Laufs 2005; Thijssen
2006). Une augmentation du nombre de PEC n'a fleurs été rapportée que chez les
patients qui avaient une ischémie symptomatiqualg@nl’exercice (Sandri 2005) ouu des
formes ischémiques de CAD (Adams 2004). Le stimusekhémique semble donc étre a
I'origine de la mobilisation des PEC. Dans les niesl@nimaux, il y a une corrélation entre le
taux de VEGF en période ischémique et la quangtHC (Asahara 1997; Asahara 1999).
L’augmentation de la biodisponibilité du NO par emercice intense pourrait étre un
mécanisme potentiel de régulation de la mobilisaties PEC. Aucune mobilisation des PEC

n'est observée chez les souris KO pour la NOS mude l'utilisation d'un inhibiteur de la
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NOS chez des souris saines (Laufs 2004), mais le Mi@erviendrait pas dans la
mobilisation des CSH (Ozuyaman 2005).

» Expansion des PEGx vivo

Isolement par culture

bY

L'injection de PEC précoces obtenus par culturdulegle a conduit & un effet
bénéfique aprés application thérapeutique. DamgdBéde Kawamoto et al, l'injection de
PEC dérivés des CMN du sang périphérique apresui’ jde culture a conduit a une
amélioration de la fonction ventriculaire gauche@une meilleure densité capillaire dans un
modele d'infarctus du myocarde chez le rat (Kawan2001). L'équipe de Ott et al a utilisé
des cellules CD34+ isolées de sang périphériguesapiobilisation par du G-CSF apres 16
doublements de population, et des CD34+ isoléesadg de cordon aprés 46 doublements de
population (Ott 2005)In vivo, ces cellules proliferent, forment des structwrasculaires et
améliore la fonction ventriculaire gauche dans waéte d'infarctus du myocarde.

Expansionex vivo

Les ECFC, contrairement aux PEC précoces, peuventiféper permettant
d’envisager leur expansion avant utilisation. Celaen, les méthodes de culture
classiquement utilisée (cf § identification des PR& culture cellulaire) conduisent a la
formation d'un nombre faible de colonies, commemantré I'équipe de Yoder avec une
moyenne de 0,017 colonies par®10MN. Une technique d'expansion cellulaire a été
développée récemment permettant d'obtenir juscplaniillions de cellules aprés un seul
passage, résistantes a la cryoconservation (Rei2i809). L'amélioration du rendement en
ECFC (4 colonies/ml contre moins de 1 avec lesrieeies classiques) s'explique d'une part
par la non manipulation du sang et le remplacerdardérum de veau fétal par un pool de
lysats plaquettaires d'origine humaine, apportardi ées facteurs de croissance et molécules
angiogenes contenus dans les granules plaguettdivesine matrice n'étant utilisée pour
I'expansion, aucun produit d'origine animale nlg#isé, permettant ainsi une application en

clinique.

Conditionnement ex vivo

Une autre stratégie de développement d’'un prodaittitérapie cellulaire serait
d’augmenter les propriétés angiogéniques des PEQmpeaonditionnemengx vivo Ainsi, le
traitement des PEC par le VEGF induit une augmiemtade synthése de l'intégrines
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(Smadja 2007). Le prétraitement des PEC avec du-Spérmettrait la surexpression des
sous-unitésad4 et aM impliguées dans le homing des cellules immatwess le site
d’'ischémie, et renforce I'adhérence des PEC a td#mium mature (Zemani 2008). Des
composeés activateurs du NO induisent la differd¢immiade cellules souches en cellules
hématopoiétiques et endothéliales, et pourraieatudilisés dans le prétraitement des cellules
des patients présentant un infarctus du myocaraeais 2006). utres stratégies proposent
I'utilisation de la E-sélectine soluble (Oh 200§¢tivation de’Ephrine B4 par le Fc-éphrine
B2 (Foubert 2007), oddctivation de g2 intégrine (Chavakis 2005) par des anticorps, afin
d’augmenter les propriétés angiogéniques des PEC.desepistes développées par notre
groupe est'activation du récepteur a la thrombine PAR-1 pareptide SFLLRN. En effet, la
sécrétion HL-8 par les ECFC, tres faible en conditions basakst fortement augmentée
apres activation du PAR-1 et induit la migrationarambre de Boyden des PEC précoces.
Ces résultats suggérent que ce processus pouarditiper a la coopération entre les deux
types de progéniteurs pendant la néovascularisatiédiée par un effet paracrine (Smadja
2008). Le DKK-1, inhibiteur de Wnt (wingless) stilad'activité ostéoclastique et augmente
la cytokine RANKL, a l'origine d'une activation tlemobilisation des cellules souches et du
processus angiogénique (Aicher 2008). Le traiten@ntvivo des PEC par le DKK-1
recombinant, qui augmente le potentiel angiogénidgge ECFGn vivo et in vitro (Smadja

2010) Annexe 2, pourrait étre envisage.

Bien évidemment, ces procédédsslevaient étre utilisés en thérapie cellulaiteyront étre

développés dans des conditions de grade clinique.

» Modification génétique des PECs

On peut envisager la modification génétique de celtules dans le sens d'une
surexpression des facteurs de croissance, une atgjioa de l'activité de signalisation de la
réponse angiogénique, et I'extension de la demdegcellules, ou bien la correction de sa
dysfonction. Dans une étude de Iwaguro (lwaguro2200a transplantation de PEC
allogéniques transduites avec un adénovirus cddarEGF a amélioré la néovascularisation
dans un modele animal de membre ischémié, restaufi@x sanguin et diminué le taux
d'amputation. De plus, la quantité de PEC trang$eatilisés était 30 fois inférieure a celle
nécessaire pour observer une amélioration du tauxédupération avec des PEC non

transfectés. Le transfert du géne du VEGF constitbilec une option pour faire face au
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nombre limité de PEC autologues pouvant étre isdlgartir du sang périphérique avant une

expansiorex vivo

3) Etudes cliniques chez 'homme

Depuis la mise en évidence d#rigine médullaire des PEC, des protocoles
d'angiogenese thérapeutique ont évaluerét de ‘injection de CMN autologuesatigine
meédullaire dans l'ischémie critiqueésthémie du myocarde éinlsuffisance cardiaque, afin
de restaurer le flux sanguin et de limiter lesdasiorganiques. Bien que n'ayant pas répondu
complétement aux attentes faisant suite aux résudteenus chez I'animal, une méta analyse
a montré les bénéfices de la thérapie cellulaiez dbs patients avec infarctus du myocarde
(IDM) ou une artériopathie oblitérante des memimésieurs (AOMI) (Fadini 2010).

» AOMI

La premiere étude pilote chez I'homme a été réafisé une équipe japonaise en 2002
a partir de CMN autologues médullaires réinjec&estra-musculaire au niveau du membre
ischémié (Tateishi-Yuyama 2002). Compte tenu dssltas trés positifs obtenus, un second
groupe de patients a été inclus afin de réaliseratnde randomisée. Celle-ci a montré pour la
premiere fois l'efficacité et la sécurité de l'implation de CMN médullaires dans l'ischémie
critique. Depuis, de nombreuses études utilisaméee protocole ont confirmé la faisabilité
de la thérapie cellulaire par CMN médullaires ouigi&riques Tableau 1V). Dans notre
expérience (PHRC OPTIPEC, investigateur principdbseph Emmerich);observation de
pieces thmputation de patients ayant recu une injectiomléode cellules médullaires a
permis de mettre en évidence un processus actiédeascularisation au niveau des points
d'injection ou des extrémités ischémiques (Duong Vaiyen 2008; Smadja 2008). Des
études pilotes et/ou de Phase I/ll ont égalemeantré&nées pour évaluer l'efficacité d'une
injection intramusculaire de cellules souches m&s@gnateuses chez des patients présentant
une AOMI ou une maladie de Burger (Kim 2006; Lu 201Une étude récente a démontré
pour la premiére fois la faisabilité d'une injeatimtra-artérielle de CMN médullaires dans
I'AOMI (étude PROVASA (Walter 2011)). Les donnéesoyenant des essais cliniques
publiés suggerent que la preuve clinique est encagfsante en termes d'amélioration de
I'index de pression systolique cheville/bras. Liaggnése thérapeutique représente un espoir
thérapeutique pour les nombreux patients non relassables que ce soit par un traitement

médicamenteux ou chirurgical. Des questions restanbre en suspens concernant le type
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cellulaire a utiliser, la quantité, la voie d'injien et la fréquence ainsi que la possibilité d'une
toxicité a long terme. L'étude francaise en cowseatrutement "Bone Marrow Autograft in

Limb Ischemia™ (BALI) devrait permettre de répondrees questions.

Tableau IV : Principaux essais cliniques de thérapgi cellulaire basés sur I'administration de
CMN médullaires dans 'AOMI

Indication Administration Type cellulaire Références
AOMI,Buerger intramusculaire BM-MNC Esato 2002
AOMI intramusculaire BM-MNC Saigawa 2004
AOMI intramusculaire BM-MNC Higashi 2004
Buerger, IC intramusculaire BM-MNC Nizankowski 2005
AOMI, IC intramusculaire BM-MNC Miyamoto 2006
Buerger intramusculaire BM-MNC Durdu 2006
AOMI, IC intramusculaire BM-MNC Bartsch 2006
IC, Buerger intramusculaire BM-MNC Kajiguchi 2007
IC intramusculaire BM-MNC Pignon 2007
AOMI, IC intramusculaire BM-MNC Gu 2008
AOMI, IC intramusculaire BM-MNC Chochola 2008
IC intramusculaire BM-MNC Wester 2008
AOMI intramus culaire (IM) vs BM-MNC Van Tongeren 2008
IM+intraartérielle
IC intramusculaire BM-MNC Duong-van-huyen 2008
AOMI intramusculaire BM-MNC De Vriese 2008
AOMI, Buerger intramusculaire BM-MNC Matoba 2008
IC intramusculaire BM-MNC Amann 2009
IC intramusculaire BM-MNC Franz 2009
IC intramusculaire BM-MNC Prochazka 2009
IC intra-artérielle BM-MNC Walter 2011
IC, Buerger intramusculaire BM-MNC Idei 2011
Buerger intramusculaire deux injections de BM-MNC Saito 2007
AOMI,IC intramusculaire deu(><4i_r,njjzz't:;)r;s'i:tzrI\BI;\/lll—;\;INC Cobellis 2008
IC intra-artérielle PB-MNC azlrjéézc;bl:ilisation Pa" | enk 2005
AOMI, IC intramusculaire PB-MNC aprés mobilisation par Kawamura 2005
du G-CSF
Buerger, AOMI intramusculaire PB-MNC az;éz_rz(;b’:ilisation par Ishida 2005
AOMI, Buerger intramusculaire PB-MNC azlrjéézc;bl:ilisation par Horie 2010

IC intramusculaire groupe B : BM-MNC vs PB-MNC Tateishi-Yuyama 2002
AOMI intramusculaire BM-MNC vs mobPB-MNC Huang 2005
cellules CD133+ apres
AOMI intl lai Canizo 2007
intramuscuaire mobilisation par du G-CSF anizo
. . cellules CD133+ apres
IC intramusculaire mobilisation par du G-CS F Burt 2010
I intramus culaire cellules CD34+ aprés mobilisation K udo 2003
pardu G-CSF
IC intramusculaire cellules CD34+ apres mobilisation Kawamoto 2009
pardu G-CSF
IC intramusculaire BM-MNC + BM-MS C Lasala 2010
IC intramusculaire BM-MNC vs BM-MS C Lu 2011
- + i
IC intra-artérielle BM-MNC ant|0>fyfiants oraux et Napoli 2008
L-arginine
IC intramusculaire BM-MNC + produit de sécrétion Mizuno 2010

groupe A : BM-MNC

de fibroblastes de derme

BM-MNC : bone marrow mononuclear cells
PB-MNC : peripheral blood monnuclear cells

BM-MSC : bone marrow mesenchymal stem cells
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» Pathologies cardiaques

L'objectif ici est de restaurer tout ou une paries zones infarcies. Les trois
principales indications de la thérapie cellulaiomtslinfarctus du myocarde (IDM), I'angor
réfarctaire et l'insuffisance cardiaque (IC). Lemgipaux essais de thérapie cellulaire sont
présentés dans kbleau V. Au-dela de leur intérét comme marqueur potertielrisque
cardiovasculaire cumulé, l'étude des PEC se jestégalement dans le cadre du

développement d'un produit de thérapie cellulaire.

Dansl’ischémie du myocardelus de 20 essais sont publiés a ce jour, da# ¢ge la
moitié randomisés, qui ont montré un effet globaetrpositif (Martin-Rendon 2008). Les
essais ont principalement utilisé des CMN médwiimais aussi des cellules triées CD34+
ou CD133+. Pour l'lC, les premieres cellules testépt été les précurseurs de cellules
musculaires (myoblastes). Le tableau V reprendpié@scipales études publiées dans les
pathologies cardiaques. Certaines études n'ont paotrén d'amélioration de la fonction
cardiaque, telles que I'étude ASTAMI (Lunde 200Bgs points restent encore a éclaircir
comme le délai d'injection du produit apres I'IDMes études sont en faveur d'un délai de
quelques jours seulement, excluant ainsi probabieihgilisation de I'expansiom vitro des
cellules. Dansl'insuffisance cardiaqueles essais cliniques sont moins avancés et tres
contradictoires. Le potentiel réparateur des CSMégsalement a I'étude. La sécurité et la
faisabilité de I'utilisation de cellules musculaisruelettiques ont été confirmées mais aucune
amélioration de la fraction d'éjection et de latcactilité des segments greffés n'a été mise en
evidence (Menasche 2008). La détermination de édule souche" thérapeutique idéale,

telles que les cellules souches cardiaques, rgateréent a déterminer dans ce contexte.
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Tableau V : Principaux essais cliniques de thérapieellulaire chez les patients présentant une

pathologie ischémique cardiaque

Syndromes coronariens aigus

Insuffisance cardiaque

2002,2004,2011 essai TOPCARE-AMI
2006 essai BOOST
2006,2009,2010 essai REPAIR-AMI
2004 essai MAGICcell-3-DES
2006 essai ASTAMI
2008 essai FINCELL
2009 essai MYSTAR
2009 essai REGENT
2011 essai BONAMI
2011 essai TimelLATE
2009 Van Ramshorstetal.
Losordo etal.
2007,2011 essai ACT34-CMI
2006 Hendrikx et al.
Tse etal.
2007 essai PROTECT-CAD
2008 Yao etal.
Menashe etal.
2008 essai MAGIC
Kovacic et al.
2008 essai GAINI
Dib etal.
2009 essai CAuS MIC
Strauer etal.
2010 essai STAR
Perin etal.
2011 essai FOCUS
Bolli et al.
2011
essai SCIPIO

BM-MNC : bone-marrow mononuclear cells
PE : progéniteurs endothéliaux

Administration

intracardiaque

intracardiaque

intracardiaque

intracardiaque et
mobilisation

intracardiaque

intracardiaque /patients

thrombolysés
intracardiaque et
intramyocarde

intracardiaque

intracardiaque

intracardiaque

2-3 semaines postIDM

Angor réfractaire

intramyocarde

intramyocarde

intramyocarde
intracardiaque
intracardiaque
intramyocarde
intracardiaque
injection guidée
endocardiale
intracardiaque

intracardiaque

intracardiaque
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chronique

Type cellulaire

BM-MNC
ouCFU-EC

BM-MNC
BM-MNC
PB-MNC
BM-MNC
BM-MNC

BM-MNC

BM-MNC +
CD34+ CXCR4+

BM-MNC

BM-MNC

BM-MNC

BM-CD34+

BM-MNC
BM-MNC
BM-MNC

myoblastes

G-CSF+ CD133+
ou BM-MNC

myoblastes
BM-MNC

BM-MNC

cellules souches
cardiaques

Résultats principaux

amélioration de la fraction
d'éjection

amélioration de la fraction
d'éjection

diminution de la mortalité

amélioration de la fraction
d'éjection

pas d'amélioration

amélioration de la fraction
d'éjection
amélioration de la fraction
d'éjection
pas d'amélioration

amélioration de la viabilité
myocardique

pas d'amélioration

amélioration de la fraction
d'éjection
diminution de la fréquence
des crises d'angor
et meilleure tolérance a
I'exercice

pas d'amélioration
amélioration de la fraction
d'éjection
pas d'amélioration
pas d'amélioration

amélioration dans les
résultats subjectifs

bonne faisabilité

amélioration de la fraction
d'éjection (suivi 5 ans)

pas d'amélioration

amélioration de la fraction
d'éjection



» Autres applications

L'utilisation des PEC dans I'’hypertension pulmoradst également en cours d’étude.
Cette partie est abordée dans le chapitre de litgpsion pulmonaire. D'autres domaines
d'utilisations des PEC ont été envisagés commatimpatibilité des greffons vasculaires et

la revascularisation cérébrale.

Malgré les preuves de plus en plus nombreuses thntel des PEC en médecine
régénérative, les résultats des études préclinigiediniques de thérapie cellulaire sont
contradictoires. Ceci s'explique notamment parséabe de définition claire des PEC, la
diversité des méthodes d'identification et de daraation, notamment I'absence de marqueur
spécifiqgue permettant de différencier les CE ddisiles hématopoiétiques, I'absence de test
fonctionnel pour différencier les PEC des CE matuansi que la diversité des roles attribués

a ces cellules dans I'hnoméostasie vasculaire.

4)  Angiogenese pathologique

L’angiogenése peut a linverse se réveler néfastaenme dans les rétinopathies
diabétigues (Otani 2002) et les tumeurs (Lyden 20Dans I'étude de Lyden et al, le blocage
de VEGFR-1 ou de VEGF-R2 entraine une diminutiortiaderoissance tumorale, témoignant
de l'implication des progéniteurs endothéliaux émhatopoiétiques dans l'angiogenése
tumorale (Lyden 2001). Kaplan et al ont égalemeantn@ que la formation des métastases
tumorales nécessitait la participation de précussb@matopoiétiques exprimant le VEGF-R1
(Kaplan 2005). Par ailleurs, l'injection de cellslenédullaires lin- ou de PEC favorise
I'angiogenese au niveau de la rétine (Otani 20B&Jin, malgré la corrélation inverse entre le
taux de PEC et le risque de MCV, les PEC ont emdigués dans la fragilisation des plaques
d’athérosclérose par leur hyper-vascularisationnfidni 2005). La dualité du réle des PEC
dans I'athérosclérose s’explique peut-étre paridtence de différents types de progéniteurs,
ceux dérivées des cellules myéloides et ceux pureemelothéliaux. L'induction de maladies
angiogéniques comme les rétinopathies diabétiguies eumeurs malignes par greffe de PEC
devra donc étre sérieusement controlée méme snaeftet secondaire n'a été observé dans

les études princeps et précliniques.
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IV)  L'hypertension artérielle pulmonaire
IV.1 Définition et classification

L'hypertension pulmonaire (HTP) se caractérise pae obstruction vasculaire
pulmonaire conduisant a une augmentation progreskg résistances a I'écoulement sanguin
et, a terme, a une défaillance cardiaque droitergnaiuétre a l'origine du déces du patient en
'absence de traitement. Elle est définie par uresgon artérielle pulmonaire moyenne
(PAPmM)= 25 mmHg au repos, mesurée lors du cathétérisntbagae droit (Galie 2009).

Une PAP occluse 15 mmHg définie une HTP précapillaire.

Il existe plusieurs formes d'hypertensions pulm@sai regroupées en 5 classes
distinctes Tableau VI) en fonction des similitudes qu'elles présenteminsd leur
physiopathologie, leur présentation clinique etrlguise en charge thérapeutique. La

classification a été revue et modifiée a Dana R@atifornie) en 2008 (Simonneau 2009).

L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) regreujputes les formes présentant
une atteinte des artéres de petit calibre. Qu'sti@ant idiopathiques, héritables ou associées a
diverses pathologies (connectivite, cardiopathiegénitale, hypertension portale, infection
par le VIH, bilharziose, anémie hémolytique chramejou a la prise d'anorexigenes, ces
formes sont caractérisées par une dysfonction balilaie pulmonaire et des modifications
histologiques similaires, justifiant une prise éramge thérapeutique identique. Des mutations
germinales de genes codant des récepteurs des sserdbrla superfamille du TG¥F-
(transforming growth factop) tels que BMPRII (bone morphogenetic protein récepype
2) (Lane 2000), ALK1 (activin-receptor-like kinagg-et endogline. Les mutations d'ALK-1
et d'endogline sont responsables de la télangiect&morrhagique héréditaire, maladie
caractérisée par la présence de multiples malfeonstartério-veineuses. Dans la maladie
veino-occlusive et 'hnémangiomatose capillaire paraire, I'atteinte vasculaire prédomine au
niveau des veines et des capillaires. Malgré umagstic plus sévére, les nombreuses
similitudes cliniques et physiopathologiques aves HTAP idiopathiques justifient leur

inclusion dans ce groupe.

Les autres formes d'HTP se distinguent de I'HTAPI'rasociation a une pathologie
bien identifiée permettant aux patients de bérexfidiun traitement spécifique. Les HTP post-
capillaires secondaires aux dysfonctions cardiagaeshes systoliques ou disatoliques ou

aux valvulopathies gauches représentent le groupke2groupe 3 comprend les HTP
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compliquant les maladies respiratoires chroniqugsokémiantes, le groupe 4, 'HTP post-
emboligue chronique. Le groupe 5 comprend les Hid®rsdaires a des pathologies diverses,

hématologiques, systémiques, métaboliques ou a@ne®nneau 2009).

Tableau VI : Classification OMS des hypertensions @imonaires (Dana Point, 2008).

1. Hypertension artérielle pulmonaire

HTAP idiopathique
HTAP héritable (mutation de BMPR 2, ALK 1, endoglin ou inconnue)
HTAP induite par la prise d'anorexigénes ou toxiques
HTAP associée a :

connectivites

hypertension portale

infection par le virus de lI'immunodéficience humaine

cardiopathies congénitales

bilharziose

anémie hémolytique chronique

HTAP persistante du nouveau-né

1* Maladie veino-occlusive et/ou hémangiomatose capillaire pulmonaire

2. Hypertension pulmonaire due a une cardiopathie gauche
Dysfonction systolique
Dysfonction diastolique

Valvulopathie

3. Hypertension pulmonaire due a une affection respiratoire et/ou une hypoxémie
Bronchopneumopathie chronique obstructive
Pneumopathies interstitielles
Affection respiratoire associant un syndrome restrictif et obstructif
Syndrome d'apnée du sommeil et autres syndromes d'hypoventilation alvéolaire

S éjour prolongé en haute altitude
4. Hypertension pulmonaire post-embolique chronique
5. Divers :
Affections hématologiques : syndromes myéloprolifératifs, splénectomie

Maladies systémiques : sarcoidose, histiocytose X, lymphanglolélomyomatose,
neurofibromatose, vascularite

Affections métaboliques : glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroidies

Autres : médiastinites fibreuses, obstruction tumorale, insuffisance rénale chronique dialysée

La prévalence de I'HTAP est d'environ 15 a 50 pdlians d'individus en Europe
(Peacock 2007), 15 cas par million en France. feleésente seulement 10% des HTP mais
suscite beaucoup d'intérét pour la compréhensisagsysiopathologie et le développement

de nouveaux traitements. Dans ce travail, nous soasmes principalement intéresses a
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I'HTAP et plus spécifiguement & 'HTAP secondaire eardiopathies congénitales. Dans une
étude comparative, nous avons inclus des patigaist @éveloppé une HTP post-embolique.
Le développement de ces deux formes d'HTP ainsleguproblemes posés par leur prise en

charge thérapeutique sont donc abordés spécifiquetaas cette partie.

1) HTAP secondaire aux cardiopathies congénitales

L'HTAP secondaire aux cardiopathies congénitalpsésente 13% des cas d’HTAP
en France (Beghetti 2006). C’est la deuxieme causwigine du développement des formes
séveres d’HTP chez I'enfant, allant de 24 a 52%pmg®ents selon les registres (lvy 2012).
Les anomalies cardiaques sont caractérisées pgroupe hétérogene de communications et
de connexions anormales entre les cavités cardiagjules grands vaisseaux, entrainant des
troubles hémodynamiques variés. Dans un premiepsertexistence d'un shunt intra-
cardiaque chez ces patients permet au sang derpdssa circulation systémique a la
circulation pulmonaire, la résistance de celle-tané plus faible. Ceci conduit & une
augmentation du flux sanguin et des forces dellgsant au niveau des artéeres pulmonaires,
responsable d’'une dysfonction endothéliale puis ra ramodelage progressif de la
microcirculation similaire a celui observé dansTAPI. La persistance d'un flux élevé peut
conduire a la formation de lésions irréversibles, lésions plexiformes (cf 8IV.3). Face a
'augmentation de la résistance pulmonaire quiésodle, la pression sanguine pulmonaire se
rapproche de la pression systémique avec une &iicnldans les deux sens. Puis I'agravation
de 'hnémodynamique pulmonaire suite au remodelagense peut conduire parfois a une
inversion du shunt, avec passage d’'un sang pewéagydans la circulation systémique, et au
développement du syndrome d’Eisenmenger en l|'alesate traitement. Le syndrome
d'Eisenmenger désigne en fait 'ensemble des syngstdraduisant I'existence de cette HTAP
irréversible et qui sont liés a linversion du shuwsoit principalement une cyanose, une
dyspnée, une asthénie et des céphalées. La piithalgildévelopper ce syndrome dépend de
la taille, de la localisation de l'anomalie intrardiaque et de I'existence de facteurs
environnementaux ou génetiques concomitants. ldagiéveloppement de la maladie dépend

eégalement du type d'anomalie congénitale (Vongpatari998).

On distingue des formes réversibles et des formégersibles de ce type d'HTAP, en
fonction de la présence ou non d'une HTP résidugllean aprés la chirurgie corrigeant la
malformation. Or un patient évoluant d'une formeéversible d'HTAP en syndrome

d'Eisenmenger a un meilleur pronostic que lorsedalature du shunt intra-cardiaque au stade
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ou des lésions irréversibles sont déja présentan(B2008). La détermination du stade de la
maladie est donc indispensable pour la prise emgehthérapeutigue des patients. Leur
classification est actuellement basée sur les emaimiques et les criteres hémodynamiques
essentiellement (Lopes and O'Leary 2009), mais dan®ins il n'existe pas de méthode
suffisamment sensible ou spécifique pour déternmimenaractere réversible de la pathologie
post-chirurgie.

2) HTP post-embolique

Le développement de I'HTP post-embolique (HTP-PBloype 4) est lié a la
persistance et a I'organisation fibreuse de cailéat sein des arteres pulmonaires apres un ou
plusieurs évenements thrombo-emboliques (Jais 2Q@v yedistribution du sang dans les
artéres non obstruées entraine une augmentatitan Fl&P dans celles-ci. Ces phénomenes
peuvent conduire au développement d’'une dysfonctimine d’'une véritable artériopathie
secondaire des petits vaisseaux pulmonaires, @itierde I'aggravation de I'hypertension.
Les lésions observées dans les cas séveres somtsalulaires a celles de I'HTAPI, des

lésions plexiformes ont méme été décrites dansjgeslcas (Moser and Bloor 1993).

Le traitement de I'HTP-PE repose sur des anticaagsiloraux a vie afin d’éviter les
récidives thrombo-emboliques. Lorsque les patisotd symptomatiques et que I'obstruction
est en position proximale, le traitement repose I®ndartériectomie. Dans les formes
distales, la prise en charge thérapeutique esté@menque dans I'HTAP. Cependant, la
distinction entre les formes distales et proximalest plus incluse dans la classification en
I'absence de critéres rigoureux permettant dedparsr et de définir I'opérabilité des patients
(Sanchez 2010).

V.2 Diagnostic

La suspicion clinigue d'HTP repose sur la préseatige tabeau clinigue compatible
associant dyspnée d'effort et/ou douleurs thorasiqgdes hémoptysies, des signes cliniques
d'insuffisance ventriculaire droite, et I'existencBantécédents (Sanchez 2010). Des
symptémes disproportionnés par rapport a la sévéet!'atteinte fonctionnelle causée par une
pathologie sous-jacente incitent aussi a recheraher HTP associée. L'examen initial de
choix lors de la suspicion d'une HTP est I'échocamdphie cardiaque. Elle permet la
détection d’'une HTP sur les données morphologiguesoeur droit et donne une estimation

de la PAPm. Elle permet également de rechercherdyséonction ventriculaire gauche
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systoligue ou diastolique et une valvulopathie (H@& groupe 2). Toutefois, c'est le
cathétérisme cardiaque droit qui demeure I'exaneeréfirence qui seul permet d’affirmer le
diagnostic d'HTP. Cet examen consiste a mesupeksion artérielle pulmonaire ainsi que le
deébit cardiaque. La résistance pulmonaire est te¢dei ces deux parametres. Le cathétérisme
cardiaque droit détermine le caractére pré ou pagillaire, la sévérité hémodynamique et la
réponse aux traitements vasodilatateurs (le NQegsus utilisé). On effectue parfois un test
de marche de 6 minutes pour évaluer les capacliésedcice des patients afin de renforcer la
sensibilité¢ de détection d'une HTP limite au repos.diagnostic dHTAP est posé apres
exclusion des HTP secondaires (groupes 2 a 5)aluation du pronostic occupe une place
importante pour le choix du traitement initial, vBéuation de la réponse au traitement et la
décision de majorer le traitement. La tolérance'effolt est évaluée d'apres la classe
fonctionnelle de laNew York Heart AssociatiofNYHA) et est un élément pronostique
majeur. Certains paramétres mesurés par le cagmedroit sont associés a un pronostic
moins favorable, tels que I'élévation de la presshmriculaire droite et des résistances
vasculaires pulmonaires, l'abaissement du débdiamue et de la saturation veineuse en
oxygene. L'existence d'une réponse vasodilata#iteaigu au NO est un facteur de bon
pronostic. Des marqueurs plasmatiques sont égatesssnciés a un mauvais pronostic, tels
que I'élévation de la concentration en acide uriguoair I'HTAPI, ou des peptides
natriurétigues (BNP, NT-ProBNP) dans 'HTAPI ouasée a une sclérodermie (Sanchez
2010). Ces marqueurs sont utilisés pour le suivipdtient et permettent d'orienter les

décisions thérapeutiques.

IV.3 Physiopathologie

L'augmentation des résistances vasculaires pulmenasst liée a de nombreux
facteurs tels que la vasoconstriction, le remodetigla paroi des vaisseaux pulmonaires et la
thrombose.

1) Histologie

Le remodelage vasculaire pulmonaire est préserg ttaries les formes d'HTP. Il concerne
les trois tuniques de la paroi vasculaire et t@sstypes cellulaired={gure 9), CML, CE et
fibroblastes, a des degrés variables selon lesst@idTP (Wilkins 2012). La circulation
pulmonaire fonctionne avec des faibles pressiongediision grace a sa grande capacité de

recrutement des vaisseaux pulmonaires non perfusesiaréfaction des artérioles pre-
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capillaires observée initialement conduit a unenaemgation de la résistance vasculaire. Le
remodelage vasculaire impliquant les CML et lesrolibastes se manifeste par une
muscularisation des petites arteres pulmonairegphE@iques, caractéristigue commune a
toutes les formes de remodelage d’HTAP et un épam®ment de la media des vaisseaux de
plus gros calibre. La formation d'une néo-intimaractéristique de I'HTAP, est liée a la
migration de CML de la media et a 'accumulationcdagéne et de mucopolysaccharides et
a des infiltrats inflammatoires entre 'endothélieila lamina élastique interne. Elle conduit
a l'occlusion des vaisseaux et a la formation és®hs plexiformes dans les formes séveres
d’'HTP. Les lésions plexiformes correspondent a pradifération focale de CE entourées de
myofibroblastes, de CML et de matrice extra-ceitelaLa formation des lésions plexiformes
est un processus dynamique, n’impliquant au dépad les CE, puis recrutant des
myofibroblastes (Cool 1999). Ces Iésions sont priésedans 80% des HTAP idiopathiques et
dans les formes sévéres d’HTAP secondaires. Unlke édalisée dans 'HTAP secondaire aux
cardiopathies congénitales a montré la présendésiens plexiformes dans 10 cas sur 11
pour les formes irréversibles, alors gu’elles net g@as retrouvées dans les formes réversibles
(Lévy 2007). Elles constituent un marqueur d'irréi@lité, de mauvais pronostic et signent
une forme sévere de la maladie (Lee 1998). Enfimsdde nombreuses formes d'HTP, une
néovascularisation des vasa vasorum se développeipalement au niveau de I'adventice,

fournissant une voie d’acces aux cellules progéest
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Figure 9 : Localisation des anomalies histologiquespparaissant au cours du développement
d’'une HTAP.
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2) Role central de la cellule endothéliale dans I'HTAP

Des événements initiateurs environnementaux ettig@es seraient a l'origine d'une
dysfonction endothéliale qui joue un réle clé daesdéveloppement de I'HTAP. Cette
dysfonction s'exprime par un déséquilibre de ladpetion de mediateurs conduisant a une
vasoconstriction, une prolifération des CML et @&sresponsable du remodelage vasculaire,
ainsi qu'a des phénomenes de thrombBggife 10). Le degré d'implication de ces différents

éléments varie selon le type d'HTP (Wilkins 2012).

D’autres facteurs non liés a la dysfonction enddaheé sont impliqués dans la
contraction et la prolifération des CML. La concaatibn plasmatique de la sérotonine (5-
hydroxytryptamine, 5-HT) est augmentée dans I'HTAR raison d'une augmentation de sa
libération par les plaquettes et une diminutiorsaeecapture (Humbert 2008). En plus de son
effet vasoconstricteur, elle stimule la proliféoatides CML et des fibroblastes. L'inhibition
des canaux potassiques voltage-dépendants des GMluit & une vasoconstriction, inhibe
I'apoptose et potentialise la division cellulailee méme, la fonction altérée des canaux
calciques des CML contribue a la vasoconstrictibstienule la prolifération cellulaire. La
résistance a I'apoptose des CML impliguerait de Im@mmx autres facteurs, dont la mutation
de BMPRII, des anomalies mitochondriales, I'expression d¢épres anti-apoptotiques et
I'expression de récepteurs au PDGF. D'autres éldngentribuent au remodelage vasculaire
comme l'augmentation de la production des élastaaeses CML qui peuvent libérer des

facteurs mitogénes et activer les MMP (Rabinov&0B08).

Seul le réle central de I'endothélium dans le diystment de I'HTAP sera abordé dans les

paragraphes suivants.
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Figure 10 : Physiopathologie de I'HTAP
2.1 |Initiation de la dysfonction endothéliale

Les mécanismes a lorigine de la dysfonction eréetle ne sont pas encore
complétement élucidés. Ills comprennent des factearssironnementaux comme
l'augmentation des forces de cisaillement suiten@ augmentation du débit pulmonaire,
I'nypoxie alvéolaire, des infections virales cdmtiant au développement d'un environnement
proinflammatoire (Cool 1999). L'auto-immunité a kegaent été évoquée comme facteur
initiateur apres la détection d'autoanticorps ésigontre les CE (Tamby 2005). Des facteurs
génétigues, comme la mutation d@&MPRII, semblent également impliqués dans le
développement de I'HTAP mais ne suffisent pas aseuds. La dysfonction du BMPRII est

impliquée dans la prolifération des CE et des CML.

2.2 Désequilibre de production de mediateurs endothélia

Le désequilibre de production des mediateurs egtlatix suite a l'activation de
I'endothélium conduit a une vasoconstriction et ymelifération des CML, ainsi qu'au

développement d'un étatothrombotique.

On observe ainsi une diminution de I'expressioted®Gl2 synthase, conduisant & une
production moindre de la PGI2 comme le témoignebdésse de concentrations de ses
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métabolites urinaires (Galie 2003). L'administmatibe prostacycline constitue d'ailleurs un
traitement des formes séveres d'HTAP. A linverse production du TXA est induite,
refletant un état d'activation de l'endothélium I@ivis 2012). Le TXA2 est un agent

vasoconstricteur et agrégant plaquettaire, il feogégalement la prolifération des CML.

D'autre part, une diminution de la biodisponibd#lidu NO est impliquée dans toutes
les formes d'HTP. Celle-ci est liée a une diminutie I'expression de la eNOS, au stress
oxydant qui consomme le NO par formation de peraxy@ avec les radicaux libres, ainsi
qgu'a l'inhibition de la synthese de NO par augnentale la concentration de son inhibiteur
naturel, 'ADMA (assymétrique diméthylarginine) (Wins 2012). La diminution de GMPc
qui en résulte est amplifiee par 'augmentatiotedgression de I'enzyme qui le métabolise,
la PDE5 (phospho diestérase de type 5). Etant um mhincipaux mécanismes de

vasodilatation au niveau pulmonaire, la voie du pi€sente un grand intérét thérapeutique.

En parallele, une augmentation de I'ET-1 au nivealmonaire a été décrite dans
I'HTAP, I'HTP post-embolique chronique et 'HTP @s€ée aux pathologies pulmonaires

obstructives.

2.3 Augmentation de la perméabilité endothéliale

La perméabilité de l'endothélium est augmentée dBITAP suite a son agression
directe, en réponse au VEGF ou aux mediateursird@atimation (Budhiraja 2004) et a
I'apoptose des CE. Elle permet l'acces des factiucsoissance au sous-endothélium et donc
la prolifération des CML de la media et de l'adi@ant!'interaction des plaquettes avec le
collagene, et l'activation de la coagulation.

2.4 CE et inflammation

La présence de cellules inflammatoires au seinléssns plexiformes et d'anticorps
anti-CE et anti-fibroblastes montre que l'inflamimatcontribue au développement de 'HTAP
(Tamby 2005). Lévy et al ont observé la présenadilifats inflammatoires dans toutes les
formes irréversibles et quelques formes réversidlesTAP secondaire aux cardiopathies
congénitales (Levy 2007). Bien que la compositiefiutaire soit similaire entre les deux
formes, seules les cellules inflammatoires des éariréversibles présentaient un phénotype
prolifératif avec une diminution de leur activitéoppoptotique et une augmentation de

I'expression des marqueurs anti-apoptotiques. Dmenédes taux plasmatiques de certaines
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cytokines et chémokines sont élevés chez les patsaniffrant d'HTAP, favorisant I'attraction
et la migration des leucocytes au sein de la paasculaire, telles que I'lL-1 et I'lL-6
(Humbert 2008), le SDF-1 et le MCP-1 (monocyte cbatimactant protein 1) (Rabinovitch
2008).

2.5 CE et thrombose

La dysfonction endothéliale prédispose a la thrasebdans certaines formes d'HTP,
dont I'HTAP et 'HTP post-embolique chronique. LE €st trés exprimé dans les vaisseaux
pulmonaires des patients atteints d'HTAP (White720thitiant la coagulation et favorisant
I'angiogenése. Comme cité précédemment, la dindnudie la synthése endothéliale de PGI2
et du NO, anti-agrégant, et une augmentation du lfg¥®orisent I'activation plaquettaire et la
libération de médiateurs granulaires intervenamtsda vasoconstriction et le remodelage
vasculaire tels que le TXAle PDGF, la 5-HT, le TGFet le VEGF. La diminution du débit
sanguin dans la circulation pulmonaire suite &llggion des vaisseaux contribue également
au développement d'un état prothrombotique. Des étavés de P-sélectine et diminués de
thrombomoduline ont été décrits dans 'HTP (Sakarg@Rl1), ainsi qu'une augmentation de
I'expression du FVW et du facteur VIII (Budhiraja(2).

2.6 Prolifération endothéliale

» Sélection de CE résistantes a l'apoptose

Dans un modele expérimental d’'HTP chez le rat,niadtration de SU5416
(inhibiteur du VEGF-R) associée a une hypoxie clye® induit une premiére phase
d’apoptose massive a lorigine de la sélection d& @sistantes a [I'apoptose,
hyperprolifératives et exprimant des molécules wlwis comme la survivine (Sakao 2005).
L'étude des coupes histologiqgues de poumon denpatsouffrant d'HTAP secondaire aux
cardiopathies congénitales confirme cette hypothésevy 2007). Des molécules
proapoptotiques étaient en effet exprimées paCEgpulmonaires des patients, absentes sur
les coupes histologiques des sujets contréles,iromait I'nypothese d'un mécanisme
apoptotique initiateur. De plus, un phénotype dsistance a l'apoptose était décrit
exclusivement dans les formes irréversibles, amecaxpression spécifique du marqueur anti-
apoptotique bcl-2 dans les CE des arteres prédamarfibrose intimale sévere (Levy 2007).
Dans les lésions plexiformes de patients atteiitig AP secondaires a une sclérodermie ou
au HIV, les CE expriment le Ki-67, marqueur de iéoation (Cool 1997).
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» Voie du BMPRII

Le BMPRII est exprimé par les CE, les CML et lebrdblastes. La cascade
intracellulaire de signalisation fait intervenir antre récepteur dit de type I, le plus souvent
BMPRIA, et les protéines de la famille Smad (Figtif§. La voie de la p38°X intervient
aussi dans la transmission du signal. L'équilibmeeeeces deux voies dépend de I'agoniste et
du type cellulaire (Morrell 2009). Les mutationssdgenes codant le BMPRII conduisent a
une diminution de fonction de ce récepteur quisiexe differemment dans les CE et les
CML. Teichert et al ont observé une augmentation'afmptose des CE en réponse a un
agoniste de BMPRII qui, a l'inverse, induit la sardes cellules chez les sujets contrbles
(Teichert-Kuliszewska 2006). Cette susceptibilitpoptose pourrait expliquer la raréfaction
des artérioles et la sélection de clones résistatiégpoptose. A l'inverse, la perte de fonction
du BMPRII dans les CML induit leur prolifération e@ponse au TGB1 et au BMP2lfone
morphogenic proteinjau lieu de linhibition de la prolifération et da susceptibilité a
I'apoptose (Rabinovitch 2008). De plus, I'expressio BMPRII est clairement diminuée dans
I'HTAPI méme en l'absence de mutation (Atkinson20®@ssez souvent, celle de son co-
récepteur le BMPRIA l'est aussi (Du 2003). Cepetidasemblerait que la diminution isolée
de BMPRIA protege finalement de la muscularisatena perte des artéres pulmonaires
(Rabinovitch 2008). L'augmentation des agonistescele récepteurs pourrait aussi étre
impliquée dans le développement de 'HTAP (RabicbvR2008). Des études récentes ont
porté sur les conséquences de la perte de fordtidMPRII sur lee facteur de transcription
de genes ID1 (inhibitor of DNA-binding) et PPARPeroxisome proliferator-activated
receptor). Une diminution de I'expression de PlPARté décrite dans les lésions plexiformes
(Wilkins 2012). Or, ce facteur active, entre auttadranscription de I'apoE, qui internalise le
corécepteur au PDGF, limitant ainsi ses effetsifgratifs (Rabinovitch 2008). La diminution

de l'effet antiprolifératif des BMPs contribue aias remodelage et a I'oblitération vasculaire.

» Clonalité des CE

La clonalité des CE qui composent ces lésions pedpedistinguer les formes
idiopathiques des formes secondaires. Les CE soeaffet d’origine monoclonale dans 80%
des HTAPI, contrairement aux HTAP secondaires t@s alont polyclonales (Lee 1998). Cela
suggere qu'une mutation somatique, associée ouaname susceptibilité génétique est un
facteur conduisant a I'expansion clonale des Cilhpuoiaires dans I'HTAPI. D’autre part, la
présence de plusieurs foyers monoclonaux suggéreetce sont des cellules souches
présentent dans la paroi vasculaire qui prolife(@ntler 1998). Les mécanismes a l'origine
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de la prolifération des CE des HTAP secondaires$ difiérents et impliqueraient des forces
de cisaillement élevées, un flux sanguin pulmonéiegé et des conditions proinflammatoires
(Lee 1998).

2.7 Transition CE-cellules mésenchymateuse

La transformation des CE et des progéniteurs craal ou résidents, en cellules
mésenchymateuses, semble également contribuer rausxularisation des artéres. Des
cellules présentant des caractéristiques de CEeeCML vasculaires ont en effet été
identifiées dans les lésions plexiformes de patiestec des formes angioprolifératives
d'HTAP (Sakao 2009). Une modification du métaboéismitochondrial, observée dans les
CE résistantes a I'apoptose (Xu 2007), a été nedmdans les CML. La sélection des CE par
le SU5416 a conduit a lI'expansion de cellules pribgées résidentes en CML-like (Sakao
2007).

3) Angiogenese et HTAP

Il apparait tres difficile de distinguer le réle Bengiogenese dans le développement et
la progression de I'hypertension pulmonaire. Enteffans les formes associées a I'hypoxie,
une raréfaction vasculaire est décrite, probablérpan apoptose des CE et des péricytes,
entrainant une aggravation de I'hypoxie a l'effgtbpkins and McLoughlin 2002). A
I'inverse, les Iésions plexiformes observées d&BAIP montrent des aspects complexes de
néoangiogenése non régulée qui joue un role néfasie le développement de la pathologie
(Tuder 2001). De plus, une étude a montré l'impiccade PEC hyperprolifératifs mais avec
des propriétés de vasculogenese altérées danmtaetge vasculaire associee a 'HTAP
(Toshner 2009).

3.1 Facteurs pro-angiogéniques

La description d'une angiogenése non controlée l@arigsions plexiformes a suggeére
un role des facteurs pro-angiogéniques dans lela@yement de la maladie (Tuder 2001).
Les CE exprimaient en effet le VEGF, son récepteWEGF-R2, et Tie-2 (Tuder 1998).
L’étude de Lévy et al est également en faveuredéstence d'un processus angiogénique, en
réponse a l'occlusion des vaisseaux dans lesqeislsng développées des lésions plexiformes
(Levy 2007). Le VEGF et la eNOS étaient en effgprarés par toutes les CE mais plus
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fortement dans les formes irréversibles que dam$olenes réversibles et chez les contrdles,
et des structures CD34+ ont été observées preuwde lés vaisseaux occlus. De plus,
I'expression du VEGF était corrélée a celle deN®$ et du marquage CD34 dans les formes
irréversibles. Le VEGF induit la surexpression ddé@uules anti-apoptotiques telles que bcl-2
(Grosjean 2006). Son augmentation potentialise ulvies des CE, contribuant ainsi au

développement des lésions plexiformes. Son inbibitionduit au développement d'une HTP

sévere dans les modeles animaux (Budhiraja 2004).

L'expression de nombreux autres facteurs de croissast accrue dans les poumons
de patients atteints d’'HTAP : le PDGF, I'Ang-1,dEGF pasic fibroblast growth factoy)
'IGF-1 (insulin-like growth factor-1)I'EGF (epidermal growth factorjHumbert 2004) et le
FGF2 (lzikki 2009). Le PDGF est synthétisé par @&4L, les CE et les macrophages
(Humbert 2008). Il induit la prolifération et la gnation des CML et des fibroblastes.
L'inhibition du PDGF-R par limatinib a montré deaméliorations cliniques et
hémodynamiques dans quelques cas d’'HTAP (lvy 2Q1&nhg-1 est trés exprimée dans les
poumons de patients atteints de difféerentes fordid3P, et son taux est corrélé avec la
séverité de la maladie (Du 2003). Une hyperphospéition de son récepteur Tie-2 a aussi
été décrite. Mais les observations concernant €& sont contradictoires. Un modéle
expérimental de rongeurs exprimant 'Ang-1 de nmran@dnstitutive au niveau pulmonaire
montre le développement d'une HTP sévere. L'Angriuterait la production de la 5-HT par
les CE par lintermediaire du récepteur Tie-2, pyowant ainsi la prolifération des CML
(Sullivan 2003). En culture, I'Ang-1 diminue I'eepsion de BMPR1A conduisant alors a une
prolifération anormale des cellules. Mais il a égaént été montré un rble protecteur de
I'Ang-1 dans I'HTP induite par la MCT chez le rah&o 2003).

3.2 Progéniteurs endothéliaux circulants

» Etudes observationnelles

Plusieurs études observationnelles réalisées dans modele expérimental
d'hypertension pulmonaire induite pas I'hypoxie observé une mobilisation de CMN
dérivées de la moelle osseuse et un recrutemecelildes endogénes au niveau du poumon
et des vaisseaux pulmonaires. Davie et al ont wbésene augmentation de cellules c-kit+
dans le sang périphérique ainsi que leur diminudanniveau meédullaire, et identifié ces
cellules au niveau des vasa vasorum chez le veaud[2004). Hayashida et al ont identifié

des cellules c-kit+ dérivées de la MO au niveauatésres, celles-ci exprimant a la fois des
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marqueurs endothéliaux et spécifigues des CML (bfaiga 2005). Satoh et al ont observé la
mobilisation de cellules CXCR4+KDR+ckit+ dans l'adtice de souris (Satoh 2009). Par
ailleurs, Marsboom et al ont décrit une diminutd®s capacités pro-angiogéniques des CFU-
EC chez la souris (Marsboom 2008). Ces résultaggésent I'existence d'un mécanisme
compensatoire de mobilisation et recrutement de REGs I'HTP mais qui se révele
insuffisant car ces cellules présentent un défautodctionnalité. L'ensemble de ces études
n'‘est pas en faveur d'un réle pathogene des PECcgamodele, comme l'appuie I'aggravation
de I'HTP chez les souris EPOR-/- chez qui la mediion des PEC est complétement inhibée
(Satoh 2006).

Les études reéalisées chez 'homme ont montré dedtats contradictoires ne
permettant pas de conclure sur le role exact d€5 BRHEa fois en termes de quantification des

PEC et de fonctionnalité. lls sont résumés datsdieau VII.

Certains ont observé une diminution du nombre d€ RIE comparaison a des sujets
contréles. Diller et al ont observé une diminutides cellules CD34+KDR+ dans I'HTAP
idiopathique et le syndrome d'Eisenmenger (Dill®08). Fadini et al ont décrit une
diminution des cellules CD34+CD133+KDR+ dans I'H§deondaire a la fibrose pulmonaire
idiopathique (Fadini 2007). Junhui et al ont montwée diminution des cellules
CD133+KDR+ et des CFU-EC dans I'HTAP idiopathiguanhui 2008). Cette diminution
pourrait s'expliquer par un défaut de mobilisatidaes cellules. En effet, une baisse
d'expression de la eNOS au niveau des lésionsfatmes pulmonaires (Giaid and Saleh
1995), des concentrations élevées de diméthylamgiamssymeétrique (ADMA), inhibiteur de la
NOS (Pullamsetti 2005) et la présence de marquunflammation (Humbert 1995) ont été
observés, conduisant tous a une altération de llisation des cellules progénitrices. Cette
diminution pourrait aussi étre le reflet d'une #&tine de réparation endothéliale avec
consommation des progéniteurs qui se révele irssuiffe pour pallier les Iésions endothéliales
existantes/continues. D'ailleurs, la capacité aggrimue des CFU-EC semble altérée dans
I'HTAPI (Junhui 2008) et chez les patients ayansumdrome d'Eisenmenger (Diller 2008),
ainsi que la production de facteurs angiogénigDdte( 2008). Cet épuisement pourrait aussi
étre lié a une grande mobilisation des PEC loradermation des Iésions plexiformes, dont

I'acces est facilité par une néovascularisatioromamte de I'adventice (Humbert 2004)

A l'inverse, d'autres groupes ont décrit une augatiem des PEC dans I'HTP. Asosingh et al
ont montré une augmentation des CFU-EC et des leellprogénitrices circulantes
CD34+CD133+ dans I'HTAP idiopathique, sans modiitca du nombre d'ECFC, dans le
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sang périphérique et au niveau des artéres pulmesnaiinsi qu'une corrélation entre le
nombre de cellules CD34+CD133+ et la PAP (Asosi2g08). Les capacités prolifératives
des CFU-EC étaient accrues chez ces patients. Yaal ent identifie des cellules
CD34+KDR+ au sein des tissus endartériectomisépatients souffrant dHTP thrombo-
embolique chronique (Yao 2009). Toshner et al ditdritl une augmentation des cellules
CD34+CD133+KDR+ dans I'HTAP idiopathique (Toshn®0®) ainsi que la présence de
cellules progénitrices (CD45+CD133+ ou c-kit+) auveau des lésions vasculaires
pulmonaires, telles que les Iésions plexiformedestlésions occlusives. L'origine de ces
cellules, résidentes ou provenant de la circulatiest pas connue. Cependant, I'expression de
SDF-1 et de son récepteur le CXCR4 au niveau désnie est en faveur d'un mécanisme de
mobilisation des cellules (Toshner 2009), ainsi amélioration de I'hypertension lors de
I'inhibition du recrutement de cellules progéoigs par la voie SDF-1/CXCR4 (Young
2009). Toshner et al ont décrit un phénotype hypdifératif des ECFC de patients souffrant
d'IPAH et mutés pour le récepteur BMPRII, ainsuge' diminution de leur capacité a former

un réseau vasculaire, en comparaison a des sojetdles (Toshner 2009).

Les divergences des résultats obtenus peuventlisie&p en partie par le type de
cellules progénitrices étudiées et les techniqtiisaes. Des études interventionnelles ont été
réalisées chez l'animal afin d'acquérir d'autré&snéhts concernant le réle des PEC dans

I'hypertension pulmonaire.
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Tableau VII : Résumé des résultats de I'exploratiomes cellules progénitrices dans 'HTAP.

Type cellulaire Nombre Activité Pathologie Références
CD34+ diminution SE Diller 2008
CD34+CD45dim diminution SE
CD34+CD133+ diminution SE
CD34+KDR+ diminution HTAPI - SE
CD34+CD133+KDR+ diminution HTAPI - SE
CFU-EC diminution SE
CAC diminution SE
VEGF diminution SE
CD34+ diminution FPI = HTP-FPI Fadini 2007
CD133+KDR+ diminution FPI = HTP-FPI
CD34+CD133+KDR+ diminution FPI > HTP-FPI
CD133+KDR+ diminution HTAPI Junhui 2008
CAC diminution diminution HTAPI
VEGF augmenté HTAPI
CD34+CD133+ augmentation HTAPI Asosingh 2008
ECFC NS HTAPI
CFU-EC augmentation augmentation HTAPI
CD34+CD133+KDR+ augmentation HTAPI Toshner 2009
CD34+CD133+KDR- NS HTAPI
prolifération augmentée,
ECFC formation des tubes HTAPI BMPR2 +
diminuée

> Etudes interventionnelles

Les études chez I'animal ont montré un bénéficéadbérapie cellulaire a partir de
cellules dérivées de la MO et de CMN apres un tesmst de culture. Cependant les
résultats obtenus different selon le modéle aniatdisé. En effet, une amélioration des
paramétres hémodynamiques et du remodelage pulreaiasi qu'un gain de survie ont été
observés dans les modéles d'HTP induite par la anotadine (MCT) mais pas dans les
modeles d'HTP secondaire a I'hypoxie. Dans un meodlrin d'HTP induite par hypoxie,
I'injection de PEC Scal+KDR+CXCR4+ n'a pas perngigétablir la structure vasculaire ni
I'némodynamique pulmonaire (Marsboom 2008). Dans antre étude utilisant le méme
modele, une élévation de la pression systoliquéialie droite et la muscularisation artérielle
ont été observées malgré l'injection de cellulesluti@res enrichies en progéniteurs apres

traitement par du 5-fluorouracile (Raoul 2007). 'hverse, I'administration de ces mémes
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cellules dans un modele d'HTP induite par MCT appévenir le développement de la
maladie, et les cellules injectées ont été ide@ifiau niveau du poumon (Raoul 2007). Dans
un modele d'HTP induite par la MCT réalisé cherake des CMN dérivées de MO ont été
cultivés pendant 7 a 10 jours. Zhao et al ont alwostré I'efficacité de l'injection des cellules
progénitrices endothéliales-like obtenues dansédagmtion du développement de la maladie,
et leur incorporation au niveau de I'endothéliurmmmnaire Iésé (Zhao 2005). Dans ce méme
modele animal, Spees et al ont également obsempésence de cellules dérivées de la MO
injectées, au niveau du tissu pulmonaire (Spees3)2(0(s analyses par microarray et
immuno-histochimie ont montré que ces celluleseétamajoritairement des fibroblastes,
quelques cellules hématopoiétiques, quelques esllépithéliales pulmonaires, des CE
vasculaires et des CML. D'autres n'ont pu démotdreontribution des cellules dérivées de la
moelle osseuse dans le remodelage artériel pulmeodai 'HTP induite par MCT (Sahara
2007). Par ailleurs, le seul groupe a avoir tésféidacité des ECFC dans un modéle dHTAP
induite par MCT chez le rat n'ont pas observé dianation, contrairement aux PEC précoces
(Ormiston 2009). L'effet des PEC précoces semidaitfait s'exercer par un meécanisme

immunitaire impliquant la stimulation des celluNK.

Au total, l'administration de CMN et de PEC préssemble efficace seulement dans
le modéle d'HTP induite par MCT, toxine responsalddésions endothéliales, et pas dans le
modele d'hypoxie. Cependant, les modeles animatigégt présentent des différences dans
les mécanismes physiopathologiques impliqués, notmh sur le versant inflammatoire
(Stenmark 2009). Par ailleurs, les Iésions intimallestructives ou les Iésions plexiformes ne
se développent pas dans ces modeéles animaux, dgsiamtant caractéristiques de certaines
formes d'HTAP (Stenmark 2009).

Malgré cela, les résultats obtenus en cliniquegueint que I'utilisation de PEC
autologues des patients souffrant d'HTAPI est stirgue leur efficacité doit étre confirmée
dans des essais cliniques en aveugle versus pldérlaifet, deux études pilotes réalisées par
la méme équipe chez I'homme dans I'HTAPI ont mogtré I'injection de PEC autologues
conduisait & une amélioration du test de marclie éhémodynamique pulmonaire apres 12
semaines (Wang 2007; Zhu 2008). Dans ces deuxsedsai patients ont recu des PEC,
probablement des PEC précoces, aprés expamsiovivo Les CMN isolées de 250 ml
(adulte) ou 80-150 ml (enfants) de sang ont étévéels pendant 5 jours sur fibronectine dans
du milieu de culture contenant 20% de sérum deemgatet du VEGF. Plus de 90% des

cellules ont été caractérisées comme endothélil@ss la premiére étude, réalisée chez 31

96



patients adultes souffrant d'HTAPI, 16 ont regutiaitement conventionnel et 15 ont été
transfusés avec les PEC autologues en plus darntraitt conventionnel aprés randomisation
(Wang 2007). Le nombre de PEC CDBD133KDR" injectés a été évalué a 1,1 +/- 0,6.10
cellules (allant de 0,4 & 2,240cellules). Aprés 12 semaines, une amélioration
significativement plus importante du test de lachara été rapportée chez les patients ayant
recu des cellules autologues, ainsi qu'une améborade la PAPm et de la résistance
vasculaire pulmonaire sans événements secondiised la transfusion. Ces résultats ont été
confirmés dans un deuxieme essai non randomisé&sé&édhns une population pédiatrique
(Zhu 2008). Trente enfants souffrant d'HTAPI orgureles PEC autologues. Le nombre de
PEC CD34CD133KDR" injectés a été évalué a 0,6 +/- 0,33.t6llules (allant de 0,2 &
1,3.10 cellules). Aucun effet secondaire lors de linfatin'a été relevé et une amélioration
du test de marche, de la classe fonctionnelle N\atdde I'hémodynamique pulmonaire a été

observée 12 semaines apres l'injection.

Pour conclure les PEC précoces semblent avoir fgt leénéfigue dans les modéles
animaux d'HTP, mais par leur action sur la réactidlammatoire et non par leur potentiel
proangiogenique. Le mécanisme de l'effet bénéfmpaervé dans les deux études realisées
chez 'hnomme n'est pas expliqué et ces résult@éemtodtre confirmés. Deux essais cliniques
de thérapie cellulaire dans I'HTAP sont actuelleamem cours, l'un au Canada
(NCT00469027) évaluant l'administration de cellules progénénitrices autologues
transfectées pour la eNOS, l'autre en ChinéNCTo00372346) basée sur l'injection de PEC.

En ce qui concerne les ECFC, une seule étude arénteibsence d'effet bénéfique de ces
cellules. de plus, on ne peut pas conclure en ceameerne I'absence d'effet des PEC observé

dans certaines études, les modeles animaux neog@eit pas de Iésions plexiformes.

IV.4 Traitements
1) Traitement conventionnel

Le traitement des HTP tente de s'opposer aux efédéteres de la vasoconstriction, de
l'obstruction vasculaire pulmonaire par remodelkigthrombose et de l'insuffisance cardiaque
droite. La limitation des efforts est la premiereesure a appliquer. Le traitement
conventionnel repose sur des traitements non spéed : diurétiques, anticoagulants (anti-

vitamine K a dose curative) ou oxygénothérapie.
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Le traitement des HTP secondaires est principalecetni de la pathologie associée.
Les vasodilatateurs et antiprolifératifs sont cesntrdiqués dans les HTP des groupes 2 et 3.
Dans le groupe 3, les traitements spécifiquesHiBAP n'ont pas été testés car la maladie est
généralement peu sévere et l'oxygénation longuéedsiavere suffisante. Le traitement du
groupe 4 repose sur la chirurgie. En ce qui comcdiHTAP, le développement des
traitements s’est basé sur les mécanismes implidprds le développement de la pathologie.

2) Traitement spécifique de I'HTAP

» Les prostanoides

Trois molécules sont disponibles dans ce groupa prbstacycline injectable ou
époprosténol (Flolaf, le tréprostinil administré en sous-cutané (Remfind) et l'iloprost
(Ventavis') administrable par voie inhalée. Le Flolan a 'AM#ns les formes les plus
séveres d'HTAP idiopathique, héritable, associéaun& connectivite ou a la prise
d'anorexigenes (classe Ill ou IV de la NYHA). C'dstseul traitement qui a montré une
amélioration de la survie des patients (lvy 2012)nécessité d'un cathéter veineux central a
demeure et la faible stabilité du produit rendemt sianiement complexe et contraignant pour
le patient. Des analogues stables de la prostaeyatiministrables par voies sous-cutanée ou
inhalée ont donc été développés. Le Remodulin'AMM pour les HTAPI et héritables en
classe Il de la NYHA. Les douleurs au point d'atien représentent la complication la plus
fréquente et peuvent conduire a l'arrét du traiténmi@'autres formes d'administration de cette
molécule sont autorisées par la FDA, la voie IViehalation. Le Ventavis est indiqué dans
les mémes formes d’HTAP que le Remodtiliha demi-vie courte de ce produit nécessite 6 &
9 inhalations par jour, limitant une bonne obseceades patients. La toux et les signes de

vasodilatation sont les principaux effets secomsaiiu produit.

» Les inhibiteurs des canaux calciques

L’implication de I'hypertrophie, I'hyperplasie ed vasoconstriction des CML dans le
développement de 'HTAPI a conduit des les ann@ea Butilisation de vasodilatateurs tels
gue les inhibiteurs des canaux calciques. Cewe@eamblent cependant efficaces que chez
les patients répondeurs au test de vasodilataéalisé au cours du cathétérisme cardiaque
droit. Peu de patients ayant développé une HTARt s&gpondeurs, leur utilisation a donc

diminué avec l'arrivée des nouveaux traitementdi¢@909).
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» Les antagonistes des récepteurs de I'ET-1

Antagonistes non sélectifs

Le traitement peut inclure le bosentan (Traclparar voie orale. Il a recu 'AMM pour
I'HTAPI, héritable, associée a une connectivitaioisyndrome d'Eisenmenger en classe Il ou
[ll. 1l est bien toléré hormis le risque de cyt@ysépatique, réversible a I'arrét du traitement.
Une nouvelle molécule, le macitentan, est en étiedghase Il (lvy 2012).

Antagonistes sélectifs des récepteurs ET-A

Ces antagonistes, représentés par le sitaxsentaglirtl) et I'ambrisentan (Volibri§,
présentent I'avantage théorique d'un blocage géllest récepteurs ET-A situés sur les CML
et responsables d'une vasoconstriction tout enterant la liaison aux récepteurs ET-B,
situés sur les CE et responsables d'une vasottilatttde la clairance de I'ET-1. Le Volibtis

a 'AMM pour 'HTAP en classe Il ou lll.

» Les inhibiteurs de PDE de type 5

Le sildénafil (Revatid) est administré 3 fois par jour par voie oralestindiqué dans
I'HTAP de classe lll. Le tadalafil (Adcirch a une demi-vie plus longue permettant une

administration quotidienne. Il est indiqué dansT&P de classe Il et .

» L’atrioseptostomie

Elle permet de créer un shunt droit-gauche et dimiainsi la pression ventriculaire
droite (Montani 2005). Cette pratique est baséd’'aiservation d’'un meilleur pronostic chez
les patients présentant un syndrome d’Eisenmerayerapport aux HTAPI. Cette technique

serait utilisée chez les patients dont I'état sfagg malgré un traitement médical maximal.

» Latransplantation

La transplantation coeur-poumons, mono- ou bipukirenest indiquée chez les
patients les plus graves ne bénéficiant pas oupgeima au traitement médical optimal. Elle

est réservée aux sujaete moins de 55 ans.

» Stratégie thérapeutique

Les monothérapies actuelles ciblent des voiesndists de la dysfonction endothéliale.
Plusieurs études en ouvert suggerent que l'aseocidée ces molécules pourrait permettre

l'obtention d'un effet thérapeutique synergiquen¢Baz 2010). Ces associations sont
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actuellement utilisées en cas d'échec de la moragieé Cependant, le choix de la
combinaison thérapeutique et le moment optimal pawtébuter restent a déterminer. Des
algorithmes pour le traitement des patients ad@tgsediatriques ont été proposés dans les
recommandations de 'ERS (European RespiratoryeBgcet 'ESC (European Society of
Cardiology) publiées en 2009 (Galie 2009). Cettenlmimaison thérapeutique doit étre

instituée dans un centre spécialisée.

L’inhibition du remodelage des vaisseaux pulmorsiest une nouvelle cible
thérapeutique de méme que de nouvelles moléculedrebalancant la dysfonction

endothéliale sont en cours d’étude.

V) Le vieillissement endothélial

Le vieillissement est un facteur de risque majeuntladies cardiovasculaires (MCV)
qui restent, malgré les avancées de la médecipeeiniére cause de morbidité et de mortalité
dans les pays développés. L'endothélium réguleokgudation, le tonus vasculaire, la
perméabilite, la croissance vasculaire et l'inflaation. Ainsi il joue un rdle capital dans le
maintien de I'noméostasie cardiovasculaire. Une adeacteristiques du vieillissement est
pourtant le développement d'une dysfonction endiateg¢se manifestant par un déséquilibre
entre l'atteinte vasculaire et la réparation. Cdpat) les MCV, pour lesquelles I'utilisation de
PEC autologues est en cours d'évaluation, tougramtipalement la population agée. Il est
donc indispensable de comprendre les effets de sag les processus de revascularisation.
L'endothélium étant l'objet de notre étude, lesemutaractéristiques du vieillissement telles
que l'inflammation ne seront pas détaillées.

La compréhension des mécanismes impliqués dangilksgement vasculaire et dans
sa prise en charge s'est basée sur les observiitasschez les rongeurs et les primates non
humains, le remodelage des parois vasculaireslaweeillissement étant trés proche de celui
de 'hnomme (Lakatta 2003).

V.1 Altérations structurales liées au vieillissement

Ces modifications ne sont pas homogéenes sur I'dngedu réseau vasculaire, mais
concernent préférentiellement les gros vaisseawdisdgbution. Elles sont responsables de la
rigidification des arteres.
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1) Modifications structurales

Macroscopiquement, I'épaississement pariétal (adtisurtout) et la dilatation des
grosses arteres élastiqgues sont les changementsustux principaux observés avec le
vieillissement (Lakatta and Levy 2003). Dans I'&®B1.SA (Baltimore Longitudinal Study on
Aging), I'épaisseur intima-media (EIM) triple entiess &ges de 20 ans et 90 ans (Fleg 1995).
La lumiere vasculaire s'élargit de 9% environ tlm$s10 ans dans l'aorte entre les ages de 20
ans et 60 ans (Karavidas 2010).

Au niveau microscopique, les CE sont plus grandesirrégulieres. L'espace
subendothélial est infiltré de CML hypertrophiquete macrophages et de dépodts de
collagene. La matrice extracellulaire (MEC) se dens et devient riche en
glycosaminoglycanes. La production accrue d'enzydeedégradation de la matrice par les
CML activées serait a l'origine d'une hyperperméabde la paroi vasculaire, facilitant la
transmigration des cellules jusqu'a la couche @@mDe plus, la réponse des CML aux
facteurs de croissance serait accrue en termeshid@otactisme et de prolifération. En
parallele, il y a une diminution des fibres d'délasiqui se fragmentent et se calcifient. Le ratio
collagéne/élastine qui définit la rigidité artéleeest normalement stable et maintenu par un
processus lent mais dynamique de production etadé@fon de ces molécules. Sous
l'influence d’'un milieu inflammatoire ou d’'une augmtation de la pression endovasculaire,
I’équilibre est rompu en faveur de la productiortessive de collagéne. La croissance néo-
intimale en réponse a une lésion est augmentée Bage en lien avec des facteurs
intrinseques a la paroi vasculaire. Une augmemadi®es métalloprotéases matricielles, du
TGF$ (Transforming growth factor beta), des moléculeglidésion intra-cellulaires et des
cytokines a en effet été décrite avec le vieillissat (Zieman 2005). L'enzyme de conversion
de I'angiotensine semble plus active chez les anirhgés, augmentant ainsi la concentration
d'angiotensine au niveau du vaisseau, qui stimablgression du TGB- L'activité anti-
proliférative du TGH3 diminue et il favorise la production de protéimestricielles comme le

collagene et la fibronectine.

2) Augmentation de la rigidité artérielle

L'augmentation de la rigidité artérielle est siindaentre les hommes et les femmes
avec quand méme une rigidité un peu plus faible tdefemmes pour un méme age, lié aux

effets des hormones sexuelles (Vlachopoulos 200&ugmentation de I'EIM avec I'age
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s'accompagne d'une réduction de la compliance Béldsticité, et donc d'une augmentation
de la VOP (Vaitkevicius 1993). Tout ceci conduitraretour plus rapide de I'onde réfléchie et
donc a une augmentation de la pression artérigi¢olgque, surtout a partir de 60 ans
(Lakatta and Levy 2003). La charge ventriculaireiciee s'en trouve augmentée, ce qui
prédispose a une perturbation de I'équilibre degdesoins et I'apport en oxygene au niveau
myocardique. La pression artérielle diastolique nagigte jusqu'a 50 ans puis diminue
lentement, résultant ainsi en une augmentatiom gedssion différentielle vers les 60-70 ans,

qui met en péril l'intégrité de la paroi vasculdirakatta and Levy 2003).

V.2 Dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est une caractéristdueieillissement vasculaire qui se
traduit principalement par une altération de sextions vasomotrices, comme le montre
I'altération de la réactivité endothéliale. La beisle production et de la biodisponibilité du
NO entraine une vasoconstriction et un stress aryd2e plus, le vieillissement accroit la
sensibilité des CE aux stimuli apoptotiques, altiEreprocessus angiogénique avec une
diminution du nombre et de la fonctionnalit¢ desCPH.a perméabilité accrue de
I'endothélium ne lui permet plus d'assurer son d#ebarriere. Ldigure 11 résume les
principaux mécanismes a l'origine de la dysfoncterdothéliale observée au cours du
vieillissement.

) Vieillissement
Tabagizme

Sédentarite 1
Alcoalizme chronique

Régime hypersalé
Déséquilibre alimentaire
Stress paychalogique eNOs &

q FoE 1 ros T ;::2:32;1 Iz maion Erc 4
ADma T

hialadies :
Cardicwasculaires

hiétabaoliques I

Dysfonction endothéliale

Figure 11 : Principaux mécanismes a l'origine de ldysfonction endothéliale observée au cours
du vieillissement. (Adapté de Toda 2012)
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1) Altération de la réactivité endothéliale

Parmi toutes les fonctions assurées par I'endathélia dysfonction endothéliale liée
au vieillissement se traduit surtout par une dit@nade ses fonctions vasomotrices. Plusieurs
études cliniqgues ont montré une diminution de lsod#datation dépendante de I'endothélium
avec l'age, que ce soit au niveau des artéeres axdeanes (Egashira 1993) ou des artéres
brachiales (Celermajer 1994; Taddei 1995; Chaul®@®;1Gerhard 1996; Singh 2002; Gates
2007). La dysfonction du systéme du NO est la phésoce avec le vieillissement. Toutefois,
I'équipe de Wray et al a comparé les FMD de sigetses (21 ans) et de sujets agés (71 ans)
(Wray 2006). Apres normalisation par rapport adadéés contraintes de cisaillement avant et
aprés occlusion, les deux populations présentaleatréponses similaires. La diminution
apparente de la FMD avec I'age pourrait au moingagtie étre due a une hyperhémie post-
occlusion plus faible et non uniquement une dimorute la capacité de réponse vasculaire.
L'amélioration de la fonction vasculaire dans lesnhres distaux aprés des exercices suggére

la conservation de la plasticité vasculaire aagel'

2) Diminution de la biodisponibilité du NO

La baisse de la biodisponibilité du NO avec l'ageais associée a une diminution de
I'expression de la eNOS. Elle est habituellemethite par les contraintes de cisaillement, ce
qui expligue que l'exercice régulier améliore ladiion endothéliale chez les sujets ageés.
D'autres facteurs régulent sa production, commeséegenes, des facteurs de croissance et
le peroxyde d'hydrogene. Mais la sécrétion de eetefirs de croissance et des hormones

diminuent avec I'age.

Pour rappel, le NO est un vasodilatateur, inhilvitda I'adhésion leucocytaire, de
I'agrégation plaquettaire et de la prolifératiors d&ML. C'est aussi un antioxydant par sa
capacité a terminer les chaines de réaction dexyaation des lipides. Mais il peut étre pro-
oxydant par formation de peroxynitrite (ONQQCavec les anions superoxyde (O La
diminution du NO limite ainsi la vasodilatation @#wante du flux et la formation de
vaisseaux collatéraux (diminue l'angiogenése) diitrd'un stress oxydant et la migration de

cellules de l'inflammation.
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3) Le stress oxydant

Divers systemes enzymatiques produisent des espéaetives de I'oxygene (ROS)
dans les vaisseaux, dont la NOS, la xanthine oxy@ada NADPH oxydase au niveau de
I'endothélium vasculaire qui est lui-méme une seungportante de ROS. Les mécanismes
anti-oxydants de maintien cellulaire comprennentslgeroxyde dismutase (SOD) qui
catalyse la dismutation de bOen peroxyde d'hydrogene {Bb), la catalase (qui dégrade
H.O, en eau et oxygene) et la glutathion peroxydase)@RBi dégrade le D, en eau. La

GPx est la principale défense anti-oxydante dan€E (Thorin-Trescases 2010).

La diminution de I'expression de la eNOS et derfadpction de NO, ainsi qu'une
augmentation de la formation d'anions superoxyaewisent a la génération de péroxynitrite
et a l'inactivation d'enzymes anti-oxydantes (Bemnd005). Inversement, I'expression de la
NOS inductible (INOS) par les CML, sous le contrl@ NFB et des cytokines
inflammatoires, est augmentée chez le rat agéidibissement semble en effet associé a un
profil d'expression de génes proinflammatoires.udgaentation de l'activité de la iINOS
contribue au développement du stress oxydant pardduction de peroxynitrite, trés fort

agent oxydant, a partir du NO et des anions supdeox

Le stress oxydant conduit & une sénescence cefluttonc une diminution des
capacités prolifératives et une altération de tecfion endothéliale. La production excessive
de ROS par les NADPH oxydases inhibe la proliféra&ndothéliale. Pourtant en quantité
plus limitée, les ROS sont nécessaires a l'indna®|'angiogenése par le VEGF.

Tous les FRCV sont associés a une augmentatiotreis ©xydant. De ce fait, les dommages
moléculaires sont souvent utilisés comme biomanguéu vieillissement. Mais la théorie des

radicaux libres ne peut a elle seule expliquerdegssus complexe du vieillissement.

4) La sénescence

On observe également une augmentation de la séwesdans les CE avec l'age. La
sénescence correspond a un état darrét de croissaellulaire, les cellules sont
métaboliguement actives mais morphologiquementédt En conditions normales, les CE
ont un taux de renouvellement estimé a 3 ans. bbfgmation endothéliale est initiée lors de
|ésions endothéliales, de blessure ou d'angiogeri#@s® altérations de ces processus ont
d'ailleurs été observées chez les sujets agégristuées a la sénescence endothéliale. Un

index de la sénescence est la longueur des téleméamstiques pour lintégrité
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chromosomique. A chaque réplication d'’ADN, 50 a gabes de base ne sont pas répliquées.
Les CE situées a des sites exposés a de fortemicdes de cisaillement ont des longueurs de
télomeres réduites, reflet de cycles de divisigrétés. En dessous d'une certaine longueur de
télomeres, la cellule atteint le stade de sénescelite réplicative, avec activation des
enzymes inhibitrices du cycle cellulaire comme24 pt la p53 (Kappei and Londono-Vallejo
2008). Des études ont montré que la longueur deméges de certains types de cellules
humaines diminuait parallelement a l'augmentatiomaimbre de mitoses effectuées et a I'age
chronologique des individus (Kappei and Londonol&jal2008). Cette sénescence peut étre
évitée grace a la TERT (telomerase reverse traasg) habituellement exprimée dans les
cellules souches et les cellules cancéreuses.eBtlexprimée dans les CE en culture sous
I'effet du NO mais est exportée du noyau lors djnoeluction importante de radicaux libres.
Son expression dans les CE et les CML vasculainesde avec I'age (Minamino 2004).

Le phénotype de sénescence cellulaire peut aussirgtuit par des dommages de
I'ADN, un stress cellulaire ou une activation or&oigue (p53, p21), indépendamment de la
longueur des télomeéres (Minamino 2004). Cet étatkss qualifie de sénescence induite
prématurément par le stress (SIPS) (Kappei and dcromdVallejo 2008). Elle passe par la
cavéoline-1, la voie de ERK1/2 (extracellular sigrayulated kinases 1 and 2) et celle de la
p38 MAPK (mitogen activated protein kinase) quingetgalement les protéines inhibitrices
du cycle cellulaire. (Brandes 2005)

Dans les conditions pathologiques telles que le3/M& sénescence s'avérerait plutot
étre une réponse précoce au stress avec des cartgmoskes voies réplicative et SIPS
(Thorin-Trescases 2010). L'apparition de la sémescalans les CE correle avec la durée

d'exposition aux FRCV mais pas a I'age physiologides individus.

Des altérations fonctionnelles ont été décritessdias CE sénescentes comme la
diminution de I'expression de la eNOS et l'augntentade I'expression de molécules pro-
inflammatoires. Le vieillissement entraine la sérase des PEC aussi bien que des CE
(Kushner 2009), expliquant ainsi l'altération deur¢e fonctions et la diminution de

I'angiogeneése et de la réparation vasculaire.
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5) Laréparation endothéliale
5.1 Altération de la néovascularisation

L'équipe de Edelberg a montré l'effet de I'agelssicapacités de néovascularisation
des ECFC dans un modéle de transplantation camlidgusouris agées (Edelberg 2002).
Seule l'injection de cellules dérivées de la MOjalenes souris restaurait la vascularisation
cardiaque, comparées a celles issues de souris.agGéez I'homme, les patients agés
présentent un défaut d'angiogenése se manifestaatnment par une diminution de la
densité capillaire et une réponse angiogéniquendiéd face a I'hypoxie (Lahteenvuo and
Rosenzweig 2012).

Ces resultats témoignent d'une altération de bmegiese dépendante de I'age.
Plusieurs mécanismes de l'altération de la réparaindothéliale ont été évoqués (Dimmeler
2003): une mobilisation diminuée comme pour les G8blvsic 2010), une survie ou une
différenciation diminuée car les FR alterent ladmponibilité du NO et augmente la

sénescence des cellules.

5.2 PEC et vieillissement

> Etudes observationnelles

Plusieurs études ont décrit une diminution du nendaer PEC avec I'age, ainsi que leur
fonction (Tableau VIII). Mais aucune donnée n'existe a ce jour sur lantdication des
CFU-EC et des ECFC selon I'age, qui fait I'objatrddes travaux réalisés dans cette these. Il
est a signaler que la définition des PEC utilisdasdces études est hétérogene, allant de
cellules CD34+ (Tao 2006) aux PEC précoces (Ho€2@67). Une étude réalisée chez des
patients souffrant d'ischémie critique a montré dingnution du nombre de PEC précoces au
repos et apres transfert du gene du VEGF chezasngs agés (5 fois moins que chez les
jeunes) (Kalka 2000). Sheubel et al ont montré dimenution du taux de base des cellules
CD34+CD133+, et du VEGF plasmatique avec I'age deszpatients coronariens agés de 43
a 90 ans (Scheubel 2003). De plus, ils ont décrét mnoindre mobilisation de ces cellules
aprés pontage aorto-coronarien chez les patienssggés (Scheubel 2003). L'équipe de Tao
et al a montré une diminution des cellules CD34ppéees PEC dans la publication), en
parallele de la perte d'élasticité (VOP), avecidllissement chez des sujets sains (26 sujets
agés de 20 a 30 ans versus 30 sujets agés de BGmsy (Tao 2006). Thijssen et al ont
comparé deux populations de sujets sains d'ageretiff (67-76 ans versus 19-28 ans) et ont
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montré une diminution des cellules CD34+CD45dimt des CSH, et des PEC (cellules
CD34+KDR+, dans la fenétre lymphocytaire) mesurpas cytométrie en flux avec le
vieillissement (Thijssen 2006). Une diminution dormbre de PEC précoces a été décrite a
partir d'un age moyen ainsi que leur capacité dgation chez les sujets plus vieux (Hoetzer
2007).

D'autres études ont montré une augmentation des(P&leau VIl ). Shaffer et al
retrouvent la diminution du nombre de progénitearsulants (définis comme CD34+,
CD133+, et CD34+CD133+) avec I'age chez des sgeiss (33 ans versus 66 ans). Mais
aucune différence n'est rapportée pour les PEC pesquels plusieurs définitions
cytométriques ont été utilisées incluant toutesmarqueur KDR, ni pour les CFU-EC
(Endocult), ni des CE matures (CF) (Shaffer 206)ss et al ont montré une diminution de
la FMD mais pas du nombre de PEC (CD34+KDR+ quastiparmi les CMN) chez des
sujets sains sans FRCV (environ 60 ans versus 2p(HEieiss 2005). Une diminution de la
survie, de la prolifération et de la migration d&C précoces avec I'age a également été
décrite avec une corrélation entre la FMD et Igsacdés de prolifération et de migration
(Heiss 2005). L'équipe de Pellicia et al n'a pasitnéode différence dans le nombre de PEC
CD34+ ou CD133+ et CD105+ mesurés dans la fradesy CMN de patients coronariens

gue ce soit en fonction de I'age ou de la maldeidi¢cia 2009).
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Tableau VIII : Résumé des résultats de I'étude de=ellules progénitrices dans le vieillissement

Type cellulaire Technique Nombre Activité Pathologie Réf érences
CFU-EC (CAC) culture cellulaire diminution Ischémie critique Kalka 2000
CD34+CD133+ CF-sang total diminution mob|I|s§t|on diminuée maladie coronarienne  Scheubel 2003

apres pontage
VEGF diminution
CD34+ CF-sang total diminution sujets sains Tao 2006
CD34+CD45dim CF-sang total diminution motnhs\aﬂon d'”_"”“ee sujets sains Thijssen 2006
aprés exercice
CD34+KDR+ CF-sang total diminution NS apres exercice, et
pas mobilisation
VEGF augmentation
CFU-Hill culture cellulaire diminution diminution sujets sains Hoetzer 2007
CD34+, CD133+ CF-sang total diminution sujets sains Shaffer 2006
CD34+CD133+ CF-sang total diminution
KDR+... NS
CFU-Hill culture cellulaire NS
CD34+KDR+ CF-CMN NS sujets sains Heiss 2005
CD34+CD133+ CF-CMN NS
CAC dl_ﬁilﬂu_tlon survie,
prolifération, migration
VEGF - augmentation
CD34+CD105+ CF-CMN NS maladie coronarienne Pellicia 2009
CD133+CD105+ CF-CMN NS

La variété dans les définitions phénotypiquesas#tds pour qualifier les PEC ainsi que
dans les méthodes de quantification est certaineddirigine des discordances entre ces
différentes études. On retrouve dans I'ensembledimiution des cellules progénitrices et
une diminution des fonctions des PEC. Les discaresportent surtout sur la quantification
des PEC. Les modifications fonctionnelles plus lggemodifications numériques de certaines
cellules progénitrices vasculaires seraient resguas de la dysfonction endothéliale avec le
vieillissement (Heiss 2005). D'autres études séntssaires avec des groupes mieux définis
en terme d'age, de sexe, de statut hormonal eaaleufs de risque cardiovasculaires pour

déterminer si le vieillissement affecte le nomlradonctionnalité des PEC.

> Altération de la mobilisation des PEC

En ce qui concerne les CSH, leur diminution dardgrizulation avec le vieillissement

est liée a un défaut de mobilisation et non d'éuent médullaire (Povsic 2010). Quelques
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études ont également montré une altération de lailisation des cellules progénitrices
(Scheubel 2003; Thijssen 2006). Les essais clisigme également montré une diminution de
réponse aux facteurs angiogéniques extrinsequesoguiait s'expliquer par I'age avancé des
patients (Gupta 2009).

L'altération de la mobilisation des PEC par le VES@Rtribue certainement au déficit
de vascularisation post-natale associée au vaaligent. La diminution de la production de
facteurs de croissance ainsi que celle de la xdiEcendothéliale a ces facteurs spécifiques
seraient responsables du retard d'angiogenéseveaunde la blessure dans les souris agées
(Swift 1999). Un retard de néovascularisation aoktgervé chez les souris et les lapins ages,
apparemment en lien avec une moindre expressienldise du VEGF dans les membres
ischémiés (Rivard 1999). Une étude chez le lapmoatré que la diminution de I'expression
du VEGF associée au vieillissement serait lieeediminution de I'activité de HIF-1 (Rivard
2000).Une augmentation moindre du VEGF plasmatigu#é associée a une mobilisation
moins importante des PEC chez des patients agésdlon pontage coronarien (Scheubel
2003). On observe également une diminution denésgion du VEGF-A chez 'homme age,
que ce soit en taux basal ou aprés une ischémlgggmavuo and Rosenzweig 2012). Une
analyse moléculaire des genes impliquées danolaséularisation en réponse a l'ischémie a
été réalisée dans un contexte de vieillissemerz kehsouris (Wang 2011). L'expression de la
MMP-9, de HIF-1a et du SDF-1 en phase aigué dehBiie était plus importante dans les
souris agées, mais retardée, en faveur d'une isel@us prononcée chez les souris agées. A
l'inverse, le VEGF et la eNOS étaient moins expsirtigez les souris agées, et le CD133 était
plus exprimé au niveau médullaire. Ces résultaggéent une altération de la mobilisation
des cellules progénitrices au site ischémié avex m@ponse retardée. Le vieillissement
diminue la stabilisation de HIFla dans les tissehémiques (Chang 2007). D'autres voies
impliquant le PDGF (platelet-derived growth facteg le bFGF (basic fibroblast growth
factor) sont également dysfonctionnelles dans lelfules sénescentes (Lahteenvuo and
Rosenzweig 2012). De plus, l'activité des factelereroissance nécessaires a la prolifération
endothéliale et I'angiogenése est modulée parrtagipes glyquées (ou produits de glycation
avancee), dont la concentration augmente aveeltisgement (Lakatta 2003). Ces données
suggerent que l'altération de la néovasculogergrable provenir d'un défaut de réponse du
tissu agé a I'nypoxie plutét que d'un défaut istnue de la fonction des PEC.

Cependant, des résultats contradictoires ont é&eéreés dans d'autres études. Une

augmentation du VEGF a été décrite en paralléléattération des capacités angiogéniques
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des CFU-EC, suggérant un mécanisme de mobilisationpensatoire (Heiss 2005). Une
autre étude a montré que les sujets agés présantmie augmentation du VEGF (Thijssen
2006). Mais une mobilisation moins importante de&dHCors d’'un exercice intense a été

observée.

> Apoptose des PEC

En paralléle de I'environnement pro-oxydant qudéeeloppe avec I'age, un déclin de
la défense anti-oxydante a été décrit chez les EEWe sujets sains agés sans FRCV. Les
PEC sont vulnérables face a la sénescence prématumduite par des stimuli
proinflammatoires (Zhang 2009). La diminution decépacité de survie dans des situations

de stress serait liée a une diminution de I'expoasst de I'activité de la GPx-1 (He 2009).

L’environnement pro-inflammatoire induit la différ@ation des cellules
monocytiques en cellules inflammatoires et non & (Dimmeler and Zeiher 2004). On
observe aussi une activation des protéases damsniaexte inflammatoire, responsable du
clivage de récepteurs de surface et de la dérégulates cascades de signalisation
intracellulaires (Dimmeler 2003). De plus, le praflexpression de genes des CE semble
modifié dans un sens anti-angiogénique avec notarhlaaliminution d'expression d'ICAM-

1 en cas d'inflammation, lI'augmentation de la petida d'un inhibiteur de métalloprotéases
ce qui limiterait la dégradation matricielle, nésaase au procédeé d'angiogenese, la diminution
de l'expression de facteurs angiogéniques comnuElBF et le TGB1, avec en parallele
augmentation des facteurs anti-angiogéniques colamimeombospondine 2. La concentration
d'ET-1, agent vasoconstricteur, augmente égaleawvatt I'age, et la réactivité vasculaire a ce

peptide diminue.

Plusieurs voies sont impliguées dans la formatiennduveaux vaisseaux et des
différences importantes doivent exister selon Ietexte a l'origine de l'angiogenése. Ceci
pourrait expliquer pourquoi la dysfonction de I'enygnése chez le sujet 4gé n'est observée
qgue dans certains contextes, comme la réponsecaélnie ou a linfarctus mais pas a
I'exercice physique (Lahteenvuo and Rosenzweig R0d8rtaines études ont montré que
I'endothélium régénéré était dysfonctionnel (creefapin). Les maladies cardiovasculaires et
métaboliques, comme I'hypertension et le diab&teerduent ces changements dépendants de
I'dge dans les PEC et accélérent leur sénescence.

Peu d'études se sont intéressées a I'evolutiomedegueurs de lésion ou d'activation

endothéliale, bien que le développement d'une dgffin endothéliale au cours du
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vieillissement ait été démontré. Les sujets agésemtent souvent des FRCV, eux aussi a
l'origine d'une dysfonction endothéliale. L'étugedfique de l'impact du vieillissement sur

I'endothélium nécessite le recrutement de sujéts,sgui s'avere de plus en plus difficile avec
laugmentation de I'age.
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TRAVAUX
) Objectifs du travail

Il est clairement établi que la dysfonction endb#heé joue un rdle important dans de
nombreuses situations pathologiques. La descriptien populations endothéliales circulantes,
biomarqueurs de l'intégrité endothéliale, permet amses facile a I'endothélium dont I'étude a
longtemps été limitée par la nécessité d'utilises théthodes invasives pour son exploration. On
distingue des marqueurs de lésion ou d'activatimiothéliale comme les CEC et les MPE et des
marqueurs de régénération comme les PEC. Nous Boosmes intéressés a l'étude de ce
compartiment endothélial circulant dans deux caetex d'une part dans un contexte pathologique,
I'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), afia déterminer l'intérét diagnostique et pronostique
de ces marqueurs, et d'autre part dans l'optiquiédeloppement d'un produit de thérapie cellulaire
partir de PEC autologues.

La dysfonction endothéliale est, en effet, un éldnmoentral du développement de 'HTAP. Le
compartiment endothélial circulant comprenant |t les PEC a fait I'objet d'une premiére étude
dans une cohorte pédiatrique de patients soufff&tAP secondaire a une cardiopathie congénitale.
Une deuxiéme étude a été realisée chez des adudtaparant plusieurs formes d'HTP. Dans ces deux
études, nous avons quantifié les CEC et les PEG tasang périphérique et au niveau du site
principal de la pathologie, I'artére pulmonairefiigne versant thérapeutique de 'HTAP a été aéord
par I'étude des effets des prostanoides sur ledeseimpliquées dans la réparation endothéliake de
patients.

La deuxieme partie de ces travaux s'integre dangrajet plus large d'utilisation des PEC
comme produit de thérapie cellulaire autologuea #n effet été démontré que l'injection de CMN
dans certaines pathologies ischémiques apportdiénéfice, bien que moindre par rapport aux études
chez l'animal. Des populations distinctes de PEC é&@ décrites dont les ECFC, seules cellules
présentant les caractéristiques de véritables pregegs. Elles peuvent étre amplifiees en culture
cellulaire mais sont des événements rares damste@rculant. En se basant sur la mise en évidence
de cellules progénitrices endothéliales dans le vasculaire (cf 8l11.2.3), nous avons testé l'intpac
d'un procédé d'hypoxie locale sur leur mobilisatin@dullaire ou endothéliale dans la circulation
systémique. Compte-tenu de [I'hétérogénéité des oaesh de culture utilisées, une étape
d'optimisation de lisolement des ECFC a été réaliavant le début de cette étude. Une grande

majorité des patients concernés par I'utilisatiea BEC autologues sont ceux souffrant de maladies
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cardiovasculaires, population majoritairement agdmus avons donc évalué en parallele I'impact de
la dysfonction endothéliale associée au vieillisseimsur ce procédé. Ainsi, la globalité du
compartiment endothélial circulant (CEC, MPE et PBE@té explorée a I'état basal et lors du procédé

d'hypoxie locale dans deux groupes d'age de vatestsains.

) Compartiment endothélial circulant et HTAP
1.1 Population pédiatrique
1) Résumé

La dysfonction endothéliale joue un r6le importdans le développement de 'HTAP. Nous
nous sommes intéresses au compartiment endotbigtialant dans cette pathologie. L'étude réalisée
dans la population pédiatrique concerne plus sp@eiment 'HTAP secondaire aux cardiopathies
congénitales, deuxieme cause a l'origine du dépelo@nt des formes progressives d’'HTP chez
'enfant. La prise en charge thérapeutique dépenstaide de la pathologie, la chirurgie étant centre
indiquée dans les cas de formes irréversiblesjoluéon vers le syndrome d'Eisenmenger étant de
meilleur pronostic dans ce cas. La déterminatiorstdule est actuellement basée sur les examens
cliniques et les criteres hémodynamiques. Dansiosrtas, il n‘existe pas de méthode suffisamment
sensible ou spécifique pour déterminer le caraat@rersible de la pathologie avec la chirurgie. La
recherche de marqueurs facilement accessiblesgiber a déterminer la réversibilité de la pathaogi
est donc essentielle pour améliorer la prise emgehde ces patients, souvent trés jeunes. Lévl et a
ont décrit, dans des biopsies pulmonaires, la poesde Iésions plexiformes spécifiguement dans les
formes irréversibles dHTAP secondaire aux cardlipa congénitales, une résistance a l'apoptose
des CE et des signes de néoangiogenese compessatoirs avons donc étudié le compartiment
endothélial circulant comme reflet des lésions ukses et de la présence de mécanismes de
réparation endothéliale dans cette pathologie. Daegopulation pédiatrique de 31 patients souffran
d'HTAP secondaire aux cardiopathies congénitatss CEC et les cellules progénitrices circulantes
(CPC, CD34+CD133+) ont été quantifiées dans trdties sde prélevement différents : l'artére
pulmonaire, la veine pulmonaire et la circulatigistémique. C’est la premiére étude comparant le
sang périphérique et le site pulmonaire. Les taugas marqueurs dans le sang périphérique n'étaient
pas différents de ceux des sites veineux et aéo@monaires, permettant ainsi de proposer une
guantification de ces cellules de maniére moinsasive par un simple prélevement de sang

périphérique. Cette étude a montré que le nombreCHE serait un marqueur non invasif

113



dirréversibilité de’HTAP secondaire aux cardiopathies congénitaleg§187.66] CEC/ml dans les
formes classées irréversibles a 6 mois, versusZB][@our les formes réversibles, et 3 [1,8] pas |
contrbles p < 0,05). Les CEC n'étaient pas corsééla PAP. Elles seraient ainsi le témoin de fésio
histopathologiques présentes seulement dans cergies tHTP et non le reflet de la sévérité
hémodynamique de la maladie. La quantification@EE pourrait alors contribuer a la détermination
du stade des HTAP secondaires aux cardiopathiegndales et a I'orientation thérapeutique pour la

prise en charge des patients.

En l'absence de méthode standardisée pour la fcaimdn des PEC et d'une quantité
suffisante de sang prélevé, I'évaluation de lanéggdion vasculaire a été réalisée indirectementapa
mesure des CPC, ne montrant pas de mobilisatioteslecellules chez les patients par rapport aux
contrbles. Ce résultat, accompagné de l'absencdifffgence dans les niveaux des marqueurs
plasmatiques d'angiogenese et d'inflammation, rpast en faveur d'une origine systémique des
progéniteurs dans l'angiogenése décrite par Léa&y ati sein des vaisseaux pulmonaires des formes
irréversibles. Ces résultats doivent cependanto@tnérmés dans une plus grande cohorte de patients
et avec un suivi a long terme. La quantificatiors dEC et I'étude de leur fonctionnalité doit
€galement étre envisagée ainsi que I'étude degillerides CEC : CE apoptotiques provenant des

Iésions ou témoin de la formation de nouveaux eaiss.

2) Atrticle publié

Circulating endothelial cells: a new candidate aoker of irreversible pulmonary hypertension
secondary to congenital heart disease.

Smadja DM, Gaussem WMauge L, Israél-Biet D, Dignat-George F, Peyrard S, Agtto(®, Vouhé
PR, Bonnet D, Lévy M.

Circulation. 2009 Jan 27;119(3):374-81. Epub 20219 1R.
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.2 CEC et HTAP : adulte
1) Résumé

L’étude du compartiment endothélial circulant a éfdlisée dans une population adulte
présentant des HTP de deux groupes différentsTARHet I'HTP postembolique. La persistance de
l'occlusion des vaisseaux par les thrombi dansR'lgdst-embolique peut conduire au développement
d’'une véritable artériopathie secondaire des petitsseaux pulmonaires, les Iésions observées sont
alors similaires a celles de 'HTAPI. Les patients opérables seront donc traités par les molécules
utilisées dans I'HTAP. Dans une population adutd 8 patients, 9 HTAP, 9 HTP postemboliques, et
7 contrbles, les CEC, les CPC (CD34+CD133+) eCleg-Hill ont été quantifiées dans deux sites de
prélevement différents : I'artere pulmonaire atifaulation systémique. C’est la premiere étudenaiya
exploré l'intégrité vasculaire dans son ensembtan@e chez I'enfant, aucune différence de nombre
de cellules n'a été observée entre I'artére pulinergt le sang périphérique. Malgré des résultats
hémodynamiques similaires entre le groupe des HaAdes HTP postemboliques, seul le groupe des
HTAP présente une augmentation des CEC, une é&@évdgs taux plasmatiques de la E-sélectine
soluble et du VCAM soluble, en faveur d'une atteiahdothéliale. L'absence de corrélation entre les
parametres hémodynamiques et le nombre de CEC reugga@ouveau que la présence des CEC est
plus le reflet du type ou de I'étendue des Iésemdothéliales que celui de la séveérité hémodynaeiqu
de la maladie. Le mécanisme de détachement dese§€l& & déterminer : par 'augmentation des
pressions qui sont cependant similaires entre éex groupes, ou par prolifération cellulaire logale
ou la combinaison des deux. Sur le versant régéoéraaucune mobilisation de cellules
progénitrices, CPC ou CFU-Hill n’a été observéeaerord avec I'absence d’augmentation du taux de
VEGF plasmatique. On ne peut exclure pour autapatécipation des progéniteurs endothéliaux au
remodelage vasculaire. Ces données doivent étreplétdas par I'étude des progéniteurs
endothéliaux, cellules CD34+CD133+KDR+ et ECFC{ & niveau quantitatif que qualitatif. Chez
trois patients, une diminution des CEC a été olisequelques mois apres l'instauration du traitement
par bosentan, suggérant un intérét de la numérdéares cellules dans I'évaluation de I'efficaciés
traitements. L'étude du compartiment endothéliatudant au long cours chez les patients sous
traitement serait utile pour rechercher un margudefficacité du traitement et comprendre leurs
mécanismes d'action. Ainsi, la suite du travail amsisté en I'étude du secteur de régénération

endothélial en fonction du traitement, et notamnuest ECFC, chez les enfants (8 I1.3).
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2) Article publié

Distinct patterns of circulating endothelial cetigoulmonary hypertension.

Smadja DMMauge L, Sanchez O, Silvestre JS, Guerin C, Godier A, lddanGaussem P, Israél-
Biet D.

Eur Respir J. 2010 Dec;36(6):1284-93. Epub 20102pr
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1.3 ECFC et tréprostinil
1) Résumé

Plusieurs études ont montré une mobilisation dkilesl progénitrices au niveau pulmonaire
dans les modeles animaux d’HTP (Davie 2004; Sai@®) Bien que les résultats de la quantification
de ces cellules dans le sang périphérique soientrazbctoires (Asosingh 2008; Diller 2008),
'amélioration de 'HTP aprés transplantation deCRIgue ce soit chez I'animal (Zhao 2005; Raoul
2007) ou chez 'homme (Wang 2007; Zhu 2008) suggémerble de ces cellules dans la
physiopathologie de cette maladie. De plus, plusiétudes ont montré un effet pro-angiogénique des
molécules utilisées dans le traitement de I'HTA#les que le bosentan (Iglarz 2001), le sildénafil
(Diller 2008) et les prostanoides (Buchanan 200®)is seul le traitement par prostanoides a montré
une diminution de la mortalité des patients souoffrd HTAP (lvy 2012). Le tréprostinil est un
analogue synthétique de la prostacycline adminigaé voie sous-cutanée, parfois préféré a
I'époprosténol d’utilisation plus contraignante ptésentant un haut risque d’infection. Ayant
démontré que les dosages dans le sang périphéatiémient ceux du site pulmonaire, nous avons
étudié I'effet du tréprostinil sur la quantité degéniteurs circulants (CSH, CFU-Hill et ECFC) e |
capacités angiogéniques des ECFC a partir du samghprique, dans une population pédiatrique de
patients ayant développé une HTAPI ou une HTAP resigtioe a une cardiopathie congénitale. Avant
traitement, on observe une augmentation des CSHl I#dRAPI seulement, et une augmentation des
ECFC dans les HTAP réversibles. Apres traitemestl/ssles patients ayant recu du tréprostinil
présentent une augmentation du nombre d’ECFC. €Eladas proliferent plus et ont des capacités
angiogéniques accrues sous tréprostinil. Ceciresaweur d'un rble bénéfigue des ECFC. Un effet
pro-angiogénique des prostanoides a déja été dégpitquant la production de VEGF. Cependant, le
mécanisme de contribution exact des ECFC a la mpogenese reste a déterminer. De plus, les
résultats obtenus ici avec le tréprostinil doivétne verifiés avec l'utilisation des autres déridésla
prostacycline disponibles et comparés aux progidtECFC isolés chez des sujets controles. Une
étude a déja observé une augmentation des CAClehgatients traités par époprosténol IV. Le lien
entre le bénéfice thérapeutique apporté par ledséipil et son action sur les ECFC reste a éatabli

avant d'envisager I'utilisation des ECFC en thérapilulaire.
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2) Article publié

Treprostinil increases the number and angiogeniendial of endothelial progenitor cells in children
with pulmonary hypertension.

Smadja DMMauge L, Gaussem P, d'Audigier C, Israel-Biet D, CelermBj8, Bonnet D, Lévy M.

Angiogenesis. 2011 Mar;14(1):17-27. Epub 2010 Nov 4
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11)) Développement d'un produit de thérapie cellulaire

Face a I'intérét grandissant que suscite 'uti@athérapeutique des PEC dans les pathologies
cardiovasculaires, notre équipe a participé a wjeprde développement d’'un produit de thérapie

cellulaire de l'ischémie critique, dans lequel &irivent les travaux qui vont suivre.

1) Résumé

L'implication des PEC dans la réparation vasculéteahara 1999; Takahashi 1999) a ouvert
la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiquas. ddrrélation entre le taux et la dysfonction de ¢
cellules a été rapportée dans plusieurs étudestiMand Anderson 2009), suggérant un effet
protecteur, voir thérapeutique de ces cellulesillBlas, des effets bénéfiques ont été observée aui
l'injection de cellules progénitrices dans les medeexpérimentaux et plusieurs essais cliniques a
partir de CMN dérivées de la MO. Parmi les cellutesididates, les ECFC présentent un intérét
comme outil thérapeutique (Yoder 2009), car ellgs@ntent les propriétés de progéniteurs et peuvent
ainsi étre amplifiees en culture. En raison de raveté, leur utilisation nécessite un enrichissgme
préalable a la culture. En se basant sur la migwiglence de cellules progénitrices endothéliatesd
le mur vasculaire, nous avons évoqué I'hypothésaalmobilisation des progéniteurs endothéliaux
vasculaires par une épreuve dischémie locale dealit-bras. La population cible de cette
thérapeutique dans notre projet est celle desmiatay/ant une ischémie critique, et donc avec @n ag
moyen avancé. Cependant, le vieillissement, factleurisque majeur de MCV, est associé a une
dysfonction endothéliale (Gates 2007) et une dl@rades propriétés angiogéniques des PEC
(Scheubel 2003; Thijssen 2006). Il pourrait aingprésenter un frein a [l'utilisation de PEC
autologues. Ainsi, pour la premiére fois, I'impdact vieillissement sur la compétence vasculaire dans
son ensemble a été exploré, au repos et lors dumeédure d’'ischémie locale. Deux groupes de
sujets sains de 2 tranches d’age ont été comp@20e30(ans et 60-70 ans). Ce travail a été finaacé p
la Fondation pour la Recherche Médicale et s’iieédans un projet plus large d'étude de la
compétence vasculaire au cours de lI'age.

La diversité des conditions d’ensemencement lors aelture des ECFC dans les travaux de
la littérature nous a conduits dans un premier eenproposer une optimisation de la méthode, qui a
ensuite été validée dans un systeme de cultundaied de grade clinique.

Nous avons observé que la réactivité endothéli@e gréservée au cours du vieillissement

malgré une augmentation de la rigidité artérieNd'état basal, les CSH étaient diminuées avecd,ag
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mais aucune différence concernant les CEC, les MRHes PEC n'a été observée. De méme,
I'évolution du compartiment endothélial circulaicendaire a I'ischémie était semblable. L'ischémie
engendrée par le processus d'occlusion n'a pasispelen mobiliser les PEC. Ce résultat peut
s’expliquer par une ischémie insuffisante pour edger des processus systémiques de mobilisation
des PEC, comme le suggere I'absence de libératoME et de CEC. L'absence de progéniteurs
résidents sur ce site vasculaire, moins sensillati#rosclérose (Newcomer 2004) pourrait aussi
expliquer I'absence de mobilisation par l'activatimdothéliale. Cette procédure a, de plus, corduit
une altération des propriétés angiogéniques desCEQIOnt le mécanisme reste a explorer.

L'hypothese de la libération de facteurs anti-ag@mques par les plaquettes activées est a explorer

2) Article soumis
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Abstract:

Objectives :The description of circulating endothelial progencells (EPCs), involved in postnatal
vasculogenesis, suggested their use as a celpthpraduct to treat cardiovascular diseases. Vascul
wall EPCs mobilization could optimize autologousCEPollect. As aging, a major risk factor of
cardiovascular diseases, is associated to vasgufairement, its impact on the efficacy of local
ischemia to mobilize EPCs was assessed througltitbelating endothelial compartment, which
reflects vascular integrity

Methods and Results: After optimization of endothelial colony-formingelt (ECFC) culture,
different biomarkers of vascular dysfunction waamjified in two groups of healthy volunteers along
aging (20-30 year old's 60-70 year old) at rest and after forearm ischefRiq Despite arterial
stiffness increase, aging impacted neither endathekactivity nor circulating endothelial
compartment at rest or after Fl. ECFC were assttiafter ischemia with arterial stiffness, whatever
age group. However, Fl altered ECFC angiogenic gnt@s properties in vitro and n vivo in hind
limb ischemia model recovery.

Conclusions: In this study, aging did not impact significantiirculating endothelial compartment
including circulating endothelial cells, micropatéis and progenitors. However, the procedure of
local ischemia such as tested in this study didaliotv us to mobilize EPCs and revealed to decrease

their angiogenic potential.

Keywords : forearm ischemia, aging, endothelial micropargsul circulating endothelial cells,

endothelial colony-forming cells
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Introduction

The description of circulating endothelial progenitells (EPCs) originating from bone marrow [1]
and able of postnatal vasculogenesis [2, 3] haggdve way for new therapeutic strategies using
these cells for tissue ischemia as a cell therapgyzt. On the other side, EPC level and altered
function have been shown predictive of cardiovamcelents and associated to cardiovascular risk
factors [4, 5].

Several types of cells are referred as EPCs agcupttdi their phenotype, the method used, or their
origin [6]. Cells expressing CD34, CD133 and KDRE(\F-R2) antigens by flow cytometry are
commonly called EPCs [7]. In culture, two typedbfCs have been isolated. Early EPCs, also called
CFU-EC, circulating angiogenic cells (CAC) or CFUuHHepending on the method of isolation, are
spindle-shaped cells that express leukocyte markersry low level of endothelial markers and they
do not give rise to pseudotub@s vitro nor they form human vessels in preclinical modgls
vascularisation [8]. Late EPC, or endothelial cgidorming cells (ECFCs) according to Yoders
group classification, are rare circulating viabé#ls obtained within one to three weeks of cultilnat
show a robust clonal proliferative potential [8, Fhey express endothelial markers as well asthe
embryonic marker BMP4 [10]. These cells, by corttasCACs, merge into neovesséatsvivo [8]

and are described as true progenitor cells, thisghgpa special interest for their development s a
autologous cell therapy product to treat ischenseakses, such as critical limb ischemia. Two main
limiting factors hinder such a development in astulirst, ECFCs obtained in culture could have a
decreased angiogenic potential along aging [9, A43ociated with the decreased circulating level of
progenitors and the reported endothelial dysfuncimoelderly [12], optimisation of ECFC culture is
needed. Second, huge amounts of blood are reguirgatain sufficient numbers of cells, and thus an
efficient mobilization procedure is needed. Severacedures have thus been considered) &s/o

cell mobilization after administration of growthctars [3, 13],ex vivoexpansion [14] and even gene
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therapy [15]. Friedrich et al observedrbilization of a very immature progenitor cell jpdgtion
CD34-CD133+ under a local ischemia process [1@jrdm et al. proposed that ECFCs , supposed to
be the real endothelial progenitor cell populatioauld have a vascular origin [17]. So, we then
hypothesized that ECFCs could be efficiently makii from bone marrow or vascular wall in

conditions of a vascular stimulation by local istie.

Thus, this study aimed at determining the impact dérearm ischemia procedure on EPC
mobilization along aging. As ECFC culture was niaindardized yet, a first part was designed to
optimize this technique. Then, two groups of haaltblunteers aged 20- to 30- year old and 60- to
70- year old were included to undergo a functiagraothelial evaluation including the measure of
flow mediated dilation and of arterial stiffnesssasated with the quantification of circulating

endothelial compartment at different time points teaf a forearm ischemia.
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Subjects and methods

I. Optimization of ECFC culture
Cord blood ECFC isolation
Endothelial Colony Forming Cells were isolated fréraman umbilical cord blood collected on
citrate (CB-ECFCs), with the mothers' consent. Jtuely was approved by the ethics committee of
Hopital des Instructions et des Armees de Begimar(ée) (201008043234797) and the protocol
conformed to the Declaration of Helsinki. ECFCs avebtained from the culture of mononuclear
cells (MNCs) in EGM2-MV® (Endothelial Growth Mediynionza, France) after a magnetic
selection of CD34+ cells as previously described].[1When an ECFC colony became
microscopically visible, the cells were trypsinizadd replated in six-well plates and in T75 flasks
when confluent.
Adult blood ECFC isolation
Refused blood donations collected in CPDA bags (Waarma) were used for adult blood ECFC
(AB-ECFC) culture. MNCs were obtained by gradiesmtcifugation on Histopaque®-1077 (Sigma-
Aldrich) of whole blood diluted 1:1 with PBS (Euiop 1X-EDTA 2mM. After centrifugation at
400" for 20 minutes, MNCs were collected, washedehimes in PBS-EDTA 2mM and cultured in
EGM2-MV® in six-well plates coated with four diffent matrices: collagen, gelatin 0.2% (Sigma),
laminin or fibronectin (ready to use coated six{vpéhtes, Becton Dickinson), at 37°C with 5% £0
in a humidified incubator. Four seeding cell ddasitwere tested with all matrices: 5%1ax10,
2.5x10 and 5x10 MNCs per well. The medium was changed on dayéh thaily for five days and
twice a week until the first passage. ECFCs wemntam by visual inspection with an inverted

microscope at 5X magnification, once a week for math.
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ECFC growth in the Clinicell system

To test the selected ECFC culture conditions itaadardized culture system, MNCs isolated from
adult peripheral blood samples were cultured imalpgrin six-well plates and in the Clinicell®
system (Mabio, France). Both culture systems weetet! with gelatin, and MNCs were seeded at
the same density per ért2.6x10 cells/cnf) based on the seeding concentration of 2.5x&0s per
well in six-well plates.

In vitro ECFC proliferation assay

ECFC proliferative potential was evaluated by meagucell alkaline phosphatase activity based on
the release of paranitrophenol phosphate (pNPP30&nhm (Fluostar Optima; BMG Ilabtech,
Champigny-sur-Marne, France) as reported elsewfi& ECFC proliferation (1x1Dcells per
well) was measured after one night of total staovain EBM2 medium alone followed by 48h of
culture in 5% FBS-EBM2 medium.

In vitro ECFC differentiation assay

After 16h of starvation in EBM2 medium, followed Bgh of culture in 5% FBS-EBM2 medium,
ECFCs (3x10cells/well) were seeded on growth factor-reduceadrigel (200 pl) (BD Biosciences)
and cultured for 18h at 37°C with 5% CO2. Capiliake structures were identified using phase-
contrast microscopy and networks formed by ECFCsewpantified with Videomet software
version 5.4.0. (Microvision).

In vivo ECFC angiogenic potential in a mouse maddiind-limb ischemia

Male six-week-old athymic mice (Nude-Foxn 1 fromrlda, France) underwent surgery to induce
unilateral hindlimb ischemia as previously desatij20]. They were randomized to receive an
intravenous injection of 1x20ECFC or PBS. After two weeks, the ischemic vensosnal limb

blood flow ratio was determined with a laser Doplerfusion imaging system (Moor Instruments).
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All animal experiments were approved by local ethicommittees (agreement number
P2.CBV.030.07) and conducted in accordance wittitin®nal guidelines.

II. Vascular competence assessment in healthy texdus
Study population
Twenty-six male healthy volunteers were includededoiaon the following criteria: absence of any
known medical disease, no treatment by any drugvknto impact EPC mobilization, normal
physical examination and laboratory results witlh@ference ranges. Two groups of thirteen
volunteers aged 20- to 30- and 60- to 70-year-mddpectively, were recruited. This study was
approved by the "Paris-lle de France II" ethics pottee and is registered in http://clinicaltrialsvg
(NCT01038700).
Design of the study
Pharmacological parameters and flow-mediated eedlattdilation (FMD) were measured 10 days
after each volunteer's inclusion. Volunteers wenbjected to a second procedure of forearm
ischemia a week-apart dedicated to the quantifinatif circulating biological markers in whole
blood, at rest and at different time points follagriischemia. The total blood volume taken was
equivalent to a blood donation. Blood samples (1) were collected from the brachial vein
draining the ischemic territory the day before itiguction of ischemia (baseline or P1 sample). The
same volume was collected immediately after deftpthe cuff (P2), 2h later (P3), and 24h after
(P4). At each time point, circulating markers otlethelial lesion or repair were quantified, namely
microparticules, circulating endothelial cells gardgenitor cells.
Pharmacological assessment of the endothelial iamdly the echotracking system
Arterial measurements
An ultrasonic noninvasive investigation was perfednon the subjects after 15 minutes of

recumbent rest in a temperature-controlled (22°@)nmr dedicated to echography. Before the
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ultrasound examination, brachial blood pressure) (Beasurements were taken using an
oscillometric device at 3-minute intervals for 2thates, and the average was taken to be the casual
BP level. Brachial pulse pressure (PP) was caledlais the difference between systolic BP and
diastolic BP. The carotid external diameter at ¢hed of the diastole (CD), the carotid pulsatility
(delta of the carotid diameter at the systolic phasrsus the diastolic phase) and the carotid atim
media thickness (tMT) were measured on the rightroon carotid artery (CCA) and 2 cm beneath
the carotid bifurcation with a 7.5-MHz pulsed uttband echo-tracking system (Wall Track System,;
Esaote Pie-Medical) as already described [21]. $istem has the advantage of high precision and
allows repeated analysis of ra-diofrequency sigmathout a loss of quality. This technique has
been validated and described in detail, and theatapility of carotid measurements that range
between <1% coefficient of variation for diame#¥ for IMT and 10% for distensibility has been
reported previously [22]. The CCA pressure wavefoamd then the carotid pulse pressure and the
augmentation index (Al), were determined with apptéon tonometry (Sphygmocor) using a
pencil-type probe that incorporated a high-fideliilar strain gauge transducer. To determine
aortic stiffness, we measured aortic pulse waveociyt (PWV) along the descending thoraco-
abdominal aorta using the foot-to-foot velocity hoat as implemented in the Complior device as

described previously [21].

Non-invasive measurement of flow-mediated, end@hdkependant vasodilation (FMD)

Endothelial function was evaluated by measuring #melothelium-dependent vasodilation in
response to flow induced by release of a cuff adtetO/five minute-period of forearm ischemia
obtained by inflating a sphygmomanometer to 50 mroigy the systolic blood pressure versus the
endothelium-independent response to sublingualegyydrinitrate (GTN) (Natispray 0.15 mg/dose;
Procter&Gamble Pharmaceuticals) [23] was also nredssubjects were instructed to lie down in a

temperature-controlled room (21°C to 23°C) withithigght arm secured comfortably on a support.
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The diameter of the brachial artery (BD) was meagwat baseline (after 30 minutes of rest in the
supine position), during 10/5 minutes of forearwh&mia, during 60 and 120 seconds of reactive
forearm hyperemia with a high-resolution radiofreney-based vessel wall tracking system (Wall
Track System; EsaotePie-Medical) using a 7.5-Mlasibund probe, as alreadgscribed [23]. The
diameter of the brachial artery (BD) was measuiggimafter 30 minutes rest and 3 minutes after
the administration of 150 |ig GTN. To reduce biasthe reading and interpretation of the
hemodynamic results, all measurements were recandedhard drive using random codes and were
analyzed independently by two readers who werelbtinto the age and the temporal order of the
measurements. The FMD response was expressed dgfédnence between the brachial diameter
during hyperhemia versus the brachial diameter uisgdbemia.

Biological assessment of vascular competence

Quantification of microparticules

Blood samples were drawn into 0.129 mol/l sodiutnate tubes (Vacutainer, Becton Dickinson)
and processed according to the International Spat Thrombosis and Hemostasis (ISTH)
recommendations for microparticles analysis [24iefBy, platelet-free plasma was obtained after an
initial centrifugation at 1500 g for 15 min folloddy a 2 min centrifugation at 13 000 g and was
then frozen until required for analysis. MP subgdapons were analyzed using selective
fluorochrome-labelled antibodies from ImmunotectecBnan Coulter (Marseille, France): anti-
CD31 (PECAM-1, clone 1F11, Beckman Coulter, MalsgiFrance) and anti-CD41 (Gplibllla)
(phycoerythrin-CD41clone P2) for EMP defined by AB8&D41-, anti-CD41 for platelet MP
(PMP) and anti-glycophorinA for erythrocyte MP (BPM phycoerythrin-CD235a) and with
Annexin-V binding for phosphatidylserine-expressM@s, whatever their cellular origin (TMPS).
After thawing, 30 ml of plasma were incubated vaffecific monoclonal antibodies or with FITC-
AnnexinV or with corresponding isotype-controls TEFIgG1 and PE-IgG1). After a 30-min

incubation at room temperature, samples were dilute 1.5 ml of PBS (Dul-belcco's; Life
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Technologies, Paisley, U.K) or binding buffer fornexin-V labelling (Beckman Coulter
Immunotech). MPs were enumerated by flow cytomegi@XP FC500 Beckmann Coulter),
according to their size and fluorescence in a Lo#lé§SS dotplot. The flowcount beads were
counted in a LogFS-LogFL3 dotplot and used as matestandard to express MP count as number of
MP/ml of plasma.

Quantification of Circulating Endothelial Cells

Circulating Endothelial Cells (CECs) were quantfigsing magnetic immunoseparation from 1 mL
of whole blood collected on EDTA as described elsane [25]. The number of CECs was
expressed as cells per millilitre of blood.

Quantification of Circulating Progenitor Cells

MNCs were isolated from 8 mL of heparinized whdledd by gradient centrifugation as described
before (see Adult blood ECFC isolation). Hematopoi@and endothelial progenitor cells both
express CD34 and CD133. Circulating progenitorsc@llPCs) defined as CD34+CD133+7AAD-
cells were then quantified by flow cytometry afterstaining by an anti-CD34-FITC antibody
(Beckman Coulter, France), an anti-CD133-PE angib@diltenyi Biotec, France) and a viability
dye, the 7-aminoactinomycin D (7-AAD), with a minim of 500 000 viable cells acquired. Results
were expressed as absolute numbers of CPCsahhlood.

Quantification of Circulating Hematopoietic Progéani Cells

The hematopoietic progenitor cells (HPCs), defiaedCD34+CD45dim7AAD- cells, were counted
by flow cytometry (FC500 Cytometer; Beckman Couyltéillepinte, France) using the Stemkit®
technique (Beckman Coulter). Fifty microliters dDEA-anticoagulated whole blood were stained
with an anti-CD45-fluorescein isothiocyanate (FITi@pnoclonal murine antibody, an anti-CD34-
phycoerythrin (PE) monoclonal murine antibody, ah\AD. Absolute numbers of HPCs.AiL

were determined using the Stemcount® beads, ammeaded by the manufacturer.
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Quantification of Circulating Endothelial Progenit€ells
Circulating EPCs defined as CD34+KDR+7AAD- cellsreveounted by MNC staining with the
same anti-CD34-FITC antibody used for CPC quaiatiits, an anti-KDR-PE monoclonal antibody
(R&D Systems, France) and 7AAD, with a minimum 60300 viable cells acquired. Results were
expressed as absolute numbers of EPCS.mére calculated using the absolute count of CD34+
cells previously determined with the Stemkit®.
Quantification of Endothelial Colony-Forming Cells
Endothelial colony-forming cells (ECFCs) were ob& from MNCs, isolated as described above
from 64 mL of heparinized peripheral blood, anddsekeon fibronectin at 2.5xi@ells per well in
EGM2-MV®. ECFC colonies were counted by visual mgpon with an inverted microscope at 5X
magnification once a week for one month.
Angiogenic properties of ECFCs
To study the impact of ischemia on ECFC angiogemmperties, viability assays and in vivo
angiogenic potential were assessed on ECFCs idodatdifferent timepoints of the procedure. For
methodological details, see above (optimizatioBGFC culture).

[ll. Statistical analysis
The results of ECFC culture optimization and fumeél studies were analyzed using paired t-test
and, repeated measures or not, one-way ANOVA statigests with Graph Pad Prism® software

(San Diego, CA, USA).

Effects of age and local ischemia on circulatingrkees of endothelial lesion or repair and
pharmacological parameters were assessed usirgy Imxed models. Each model included the
group (20-30 years old versus 60-70 years old)ptred (before ischemia, just after ischemia, two
hours later and 24 hours later) and the interadtietaveen group and period as fixed effects and a

modelling covariance structure within subjects. i2eg of freedom were estimated by the between-
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within method and the best covariance structure evessen between compound symmetric, first
order autoregressive and spatial power structureenVa global effect was significant, pairwise
comparisons between different age groups and/aogsemere tested using the Holm step down
procedure for multiple tests. For parameters namably distributed, a log-transformation was
applied.

Data are expressed as medians and their interdguasinge or as means and their standard
deviations. Mean changes from baseline (beforeeisidl) or between age groups were presented as
mean percentages calculated on the basis of tlee ahgeometric means with 95 % confidence
intervals (Cl) or as means with 95 % confidencenvals (CI).

Correlations between circulating markers of endahdesion or repair and pharmacological
parameters were assessed with Pearson and Speamwnagiation coefficient according to
parameters distribution. SAS Statistical Softwag(€ary, NC 27513, USA) was used for statistical

analysis. A p value of Iless than 0.05 was consitleréco be significant.
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Results

In vitro commitment of MNCs to AB-ECFCs is influeett by the seeding density but not by the
matrix type.

MNCs from recused adult blood donations were platedjelatin, laminin, collagen or fibronectin
at four seeding densities: 5¥10x10, 2.5x10 and 5x10 cells per well. ECFC colonies were
defined as cobblestone-shaped adherent cellstdiaed positive for VWF, KDR, CD144, CD146
and CD31 (data not shown). They appeared after diameof 23 days of culture in all culture
conditions tested. No significant differences inFEXCcommitment were observed with the four
matrices whatever the MNC seeding concentratiogufieél 1-A). Therefore, the impact of the
seeding concentration was evaluated independehtlyeomatrix type. The ECFC colony number
recovered per FOMNCs was significantly higher at the seeding comegions of 5x16 and
2.5x10 cells per well with p<0.01 (mean ECFC of 0.01 ft6? MNCs at 5x18 cells per well,
0.007 at 1x10 0.01 at 2.5x10 and 0.004 at 5xIP (Figure 1-B). The Clinicell® device is a CE-
labeled compact sterile cell culture cassette ihabbust and fully closed. No differences were
observed between the use of six-well plates andic@li® cassette either for AB-ECFC

commitment (Figure 1-C) for colony morphology odethelial phenotype (data not shown).

ECFC angiogenic properties during expansion areedsed on laminin coating in vitro and in vivo
To analyzen vitro angiogenic properties of AB-ECFCs, CB-ECFCs weseduas controls. For all
experiments, results were expressed relative tatigelBoth AB-ECFCs and CB-ECFCs had a
significantly lower proliferation potential with <0001, when expanded on laminin (Figure 1-D)
and formed significanty more tubes, p<0.0001 (EidtE). The impact of the matricesimwivoangiogenesis was

tested with CB-ECFCs. In the nude murin model ohdhmb ischemia, mice were
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randomly assigned to receive intravenously PBSI®ICB-ECFCs cultured for 48 hours on gelatin,
laminin or fibronectin. ECFCs cultured on laminost their capacity to rescue ischemic hindlimb
flow, whereas that cultured on gelatin or fiboromedhduced an expected flow recovery compared
to PBS with p<0.05 (Figure 1-F).

The optimized method we proposed is presentedguar€i2. As large amount of whole blood are
needed to obtain enough ECFCs, we selected theethggeding concentration giving the best
commitment that was 2.5x10MNCs per well. Then, despite an absence of impectECFC
commitment, laminin was excluded to culture ECFE# aromotesn vitro differentiation of these
cells, decreases their proliferation potential abdlished theiin vivo angiogenic properties in the
murine model tested. As no differences were obsetvetween the three other matrices, we
selected the use of fibronectin for ECFC culturéh@és matrix is most commonly used classically in

vascular cell culture.

Aging enhances arterial stiffness without alterarglothelial reactivity or circulating endothelial
compartment

Thirteen volunteers were included in two age grofi20-30 and 60-70 years old. Their clinical
characteristics are presented in Table 1. The ysuaglunteers were significantly taller and had
lower waist circumferences. Systolic and diastblmod pressures were significantly higher in the
elderly, but no subjects suffered from hypertensiaith a preserved pulse pressure (Table 2).
Elderly subjects had more dilated and thicker ¢dsods well as a lower pulsatility (delta of cadloti
diameter between systole and diastole) reflectmmyeiase arterial stiffness with aging (Table 2).
This physiological arterial stiffness was also ifet by the increase of the augmentation index
(Al1%) and of the pulse wave velocity (PWV) (Tablg As aging did not impact the absolute
amplitude of FMD (Table 2), the evaluation of erdial reactivity was made in the overall

populations, showing a significant effect of thepaghemia procedure with p=0.0002 (Figure 3-A),
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reflecting preservation of the endothelium-dependasodilation mechanism despite aging in this
study. GTN-induced dilation was significant in bafoups with p<0.0001 (Figure 3-A), which is
in favour of preserved smooth muscle cell functitypalnterestingly, endothelium-independent

dilation was significantly more important in thelet population (Table 2).

For all circulating vascular biomarkers studiedyraup effect, a period effect and the interaction
between both parameters (reflect of an impact afigagn vascular adaptation under ischemia),
were investigated over the four periods (beforbesaia, just after ischemia, two hours later and 24
hours later). Results are summarized in Table 3.orWgnthe biomarkers of activation, PMPs
(CD41+) were significantly higher in the 20- to $€ar-old group, whatever the period (Table 3).
However, aging did not impact endothelial lesioanbarkers measured (EMPs and CECs) (Table
3). Levels of HPCs (CD34+CD45dim) were significguttigher in the 20- to 30-year-old group but
no modification of other progenitor subtypes quiedi by flow cytometry or culture was observed
with aging, either CPCs (CD34+CD133+) or endotthetieogenitor cells (CD34+KDR+ and
ECFCs) (Table 3).

Independently of the age, baseline total MP leneéisely correlated with the pulse wave velocity
with p=0.04 and r=-0.442. The lower total MP lewals, the more important arterial stiffness was.
The FMD response was inversely correlated with HE\RI at rest, with p=0.005 and r=-0.549
suggesting a predictive value of endothelial reggtiby the EMP level. No effect of aging was
observed on vascular response to ischemia, astamations between groups and periods were
observed.

Forearm ischemia decreases ECFC angiogenic preperti

Ischemia induced platelet activation in both growpth a significant increase of PMPs, PMPs
CD41+ and PMPs CD41+AnnexinV+, after ischemia uddilhours later (Table 3 and Figure 3-B).

In addition PMP-AnV release two hours after ischeenvas associated to the FMD with p=0.0202
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and r=0.462 (Figure 3-C). A positive correlationswabserved between PWV and the delta of
EMPs released just after ischemia (p=0.02, r=0.448) two hours later (p=0.03, r=0.429). In
circulating endothelial compartment, a significardrease of subjects with presence of CECs was
also observed in both groups just after ischemidqout reaching pathological level (Table 3). For
markers of regeneration, HPC and CPC levels werenodified after forearm ischemia. We found
the same result with circulating EPCs and ECFCg ddita of ECFCs just after ischemia versus
baseline was inversely correlated with PWV (p=0445-0.45).

However, while level of ECFCs did not differ upasrdarm ischemia, their angiogenic potential
was altered two hours after ischemia. Indeed, aifsignt decreased of thie vitro proliferation
potential in both groups (p=0.048) (Figure 4-A)dtwer with a decreased tube formation ability
were observed (Figure 4-B). The baseline properees rescued 24 hours after ischemia.iihv@vo angiogenic
properties of ECFCs were finally tested in hinddimschemia model in Nude mice and were also
significantly altered after forearm ischemia (p=X®B for ECFCs isolated after forearm ischemia)

(Figure 4-C).
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Discussion

The present study focused on the ability of a fareésschemia to mobilize ECFC, currently
recognized as true endothelial progenitor celld, tartest the effect of aging on circulating enediti
compartment. Optimized adult ECFC culture conddiamere firstly determined and applied to a
clinical-grade culture system. Then, vascular bidk®&s of two age groups of healthy volunteers was
clinically and biologically assessed. Results shibwWeat despite an increase of arterial stiffness wi
aging, endothelial reactivity was preserved. Agihdg not impact the vascular competence either at
baseline or in a dynamic situation of endotheli@nglation by a local ischemia procedure. This
procedure led to a release of PMP and decrease EB@§iogenic properties, without any change of
the circulating endothelial compartment levels, teliar the age group. To our knowledge, this is the
first study to compare several aspects of vasadarpetence according to age in a dynamic situation

of endothelila activation.

ECFC culture optimization

The potential use of ECFC as a cell therapy produpties a culture step as a method to isolate and
expand them. The need of a consensual culture ggaséhowever usually expressed as shown by the
diversity of matrix types used for plate coatingllagen [8, 26-28], gelatin [18, 29, 30], laminin o
fibronectin [31, 32] and the MNC seeding densiti8s 11, 29, 33]. Moreover, the regulation of
angiogenesis by the extracellular membrane judtifie comparison between matrices used for EPC
isolation [34]. To optimize ECFC culture, we evdéd the impact of both parameters on ECFC
commitment. No conditions impacted the delay of EGJfowth, that was similar to what Yoder et al
reported [8]. Using MNC seeding densities of 5k&afd 2.5x10 cells per well, the ECFC vyield was
close to that reported by Yoder, i.e. 0.017 ECFBries per 10MNCs, whatever the matrix type [8].

Neither matrix type nor the seeding densities tegtgproved that. Moreover, AB-ECFCs showed a
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lower proliferation potency compared to CB-ECFCsaksady described [9,1]. Our results suggest
not to use laminin as the matrix, as a decreagevwb CB-ECFCs angiogenic properties was observed
in the murine model of ischemic foot reperfusionewltultured on laminin. In vitro, the modification
of ECFC angiogenic properties after culture on lamtowards a differentiated stage is in line wilib
reported effect of this endothelial extracellulaatnix component of enhancing endothelial cell
differentiation and stabilization [34]. ECFC cukuthus optimized was applied for the biological

assessment of vascular competence of healthy \easit

Impact of aging on endothelial function and onwliating endothelial compartment

Aging is known to induce endothelial dysfunctiorb]dy different mechanisms including vascular
repair defect [36]. Indeed, transplantation of barerow derived EPCs from young, but not old
donor mice, prevented the decline in the angiogplaitelet-derived growth factor (PDGF)-B signaling
and cardiac angiogenesis in an aging murine ma&@¥gl Endothelial dysfunction with aging induces
arterial wall stiffening [38] and endothelial ready impairment [12, 39-41]. In our study, the
selection of the healthy elderly volunteers wasdeéd by the increase of intima-media thickndss, t
pulse wave velocity and the augmentation index Wwhadl reflect arterial stiffening [42]. The
hyperemic shear stress stimulus increased braahmly diameter in both the older and the younger
subjects, demonstrating that the physiological @his was sufficient to induce FMD in both groups.
The comparison between our and other studies nakst into account the methods used, as it can
involve NO-independant mechanism [43], and the WD is calculated. For example, a study
demonstrated endothelial function preservation WHe&ID was normalized with shear stress [44]. The
endothelial reactivity preservation observed in study could also be explained by the different
susceptibility to atherosclerosis of the vascui@ssstudied [45], explaining that result, despiterial

stiffening. EPC level and function have been regmbdecreased with aging. However, EPC definition
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used in these studies was heterogeneous, inclugithgr CD34+ cells [47] or CFU-EC [48]. To
clarify, a decrease in HPC during aging, such aeded in the present study, is well described [47,
49] and explained by a defect of mobilization iasteof bone marrow depletion [50]. Other groups
have quantified CD34+CD133+ cells, named circutapnogenitor cells in our study, and, contrary to
our results found a decreased level during agiBg%4]. Other discordances exist in the CD34+KDR+
cell and CFU-EC counts, with either an aging-asdged decrease [49, 52, 53] or no change [48, 54].
Whatever the CFU-EC level, their functionality wale/ays found impaired [5254]. The present work
is the first one to study ECFC count along aginige Bbsence of EPC decrease in the elder group
could be explained by a still well preserved endbhintegrity in a group of healthy subjects with
cardiovascular risks, as confirmed by the presemadf endothelial reactivity. Finally, the timely
evolution of the circulating biological parametersder ischemia was not either affected by aging as

no interaction between groups and periods was wéder

Forearm ischemia cannot enhance ECFC mobilization

The rationale to use a strong forearm ischemia bes®d on two observations. First one was the
description of resident EPC in the vascular wall][ISecond was the observation that an acute organ
ischemia, such as myocardial infarction, providestrang chemokine signal, mobilizing progenitors
from the bone marrow into the circulation [55], wéas chronic vascular injury is associated with
reduced circulating EPC numbers [56, 57]. We hypsited that EPC mobilized from the vessel
would appear in the peripheral blood immediatel twours after ischemia. An EPC increase 24 hours
later would be more in favor of a medullar origihtbese cells. No significant ECFC increase was
observed, whatever the subsets studied and whatevgreriod after ischemia, suggesting an absence
of EPC recruitment either from the vascular walffrom the bone marrow, at least in the conditions

studied here. Tissue ischemia [3] and exercise [B8liced bone marrow EPC mobilization and
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angiogenic properties in animal models. A fast banhsient human EPC mobilization was also
observed after coronary artery bypass surgery [blifns [30] and myocardiac infarction [55].
Moreover, Zengin et al described a vasculogenicezonthe vessel wall containing these resident
progenitor cells and localized between the smootlsatke cells and the adventicia [59]. Another
explanation is that resident cells are not expdsesthear stress and therefore are not releasddad,b
but just act for the local vascular repair. Morapwan heterogeneity in the amount of EPC has been
described according to vessel types in rat pulmonaessels with predominance in the
microvasculature [60]. Side population stem celtsreh also been identified mainly in vein and
capillaries of several organs in mice [61]. ThuBCEmobilization from vessel wall should also take
into account the type of vessel stimulated. Inrtf@earm ischemia model, Friedrich et al repottesl
mobilization of a more immature population, that &£D34-CD133+ cells and a decrease of
CD34+CD133+ cells after ischemia [16]. However, dié not use the same ischemic conditions, with
a shorter but more potent ischemic procedure. Degtpe preservation of vascular competence in
elderly healthy volunteers, our results suggedtdhacal ischemia procedure cannot be used asla to
to collect more EPCs. The mechanisms by whichtéralECFC angiogenic properties need to be
further explored. One of the hypotheses shouldhbeRMP released secrete anti-angiogenic molecules
from their granules. This hypothesis on EPC antef@dacomponent interaction seems promising since
Italianos group described a release modulatiomgfagenesis regulatory proteins from platelet alpha

granules in physiologic and pathologic angiogengds

In conclusion, we propose ECFC culture conditiomat tcould be adopted as a consensus
method and enable multicenter studies for ECFC tfication and characterization in different
clinical settings, with a view to develop a cektapy product. To this purpose, the procedure aHllo

ischemia such as tested in this study did not allswto mobilize EPCs from vascular wall or bone
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marrow and even revealed to decrease their angmogeriential. Mechanisms should be further
explored and could explain the failure of EPC miahtion in ischemic disorders independently of

endothelial alteration.
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Table 1 : Clinical characteristics

20-30 years old 60-70 years old P-value
(n=13) (n=13)

Age (years) 23.2+/-15 65.9 +/- 3.0 <.0001
Male gender 13 ( 100.00%) 13 (1 100.00%) -
Height (cm) 183.2 +/-5.3 173.2+4/-7.1 0.0005
Weight (kg) 80.9 +/- 8.8 77.7 +/-10.8 NS
Body Mass Index (g.m?) 24.2 +/-2.5 25.8 +/- 2.5 NS
Waist circumference (cm) 82.8 +/- 8.2 90.4 +/- 6.9 0.0275
Hip circumference (cm) 94.8 +/-5.4 96.1 +/- 6.3 NS

Data are expressed as mean and standard deviatiora¢kets, separated by a semicolon).

Table 2 : Pharmacological assessment of the endoliaé function

20-30 years old 60-70 years old P -value
(n=13) (n=13)

Arterial parameters
Heart rate (bpm) 59.1 +/- 6.8 58.8 +/- 7.6 NS
Systolic blood pressure (SBP) (mmHg) 115.2 +/- 5.8 127.7 +/- 10.0 0.0022
Diastolic blood pressure (DBP) (mmHg) 58.9 +/- 5.3 73.0+/-6.1 <0.0001
Carotid external diameter at end diastole (um) 6520 +/- 450 7460 +/- 650 0.001
Carotid pulsatility (um) 720 +/- 120 324 +/- 142 <0.0001
Carotid intima-media thickness (IMT) (um) 433 +/- 45 704 +/- 119 <0.0001
Carotid pulse pressure (PP) (mmHg) 41.2 +/- 8.8 46.6 +/-5.5 NS
Al% Sphygmocor (%) -1.2 4/-17.1 34.6 +/- 10.0 <0.0001
Pulse Wave Velocity (PWYV) carotido-femorale (m.s'l) 8.0 +/-0.9 10.8 +/- 1.8 0.0002
Endothelium independant vasodilatation (GTN)
GTN-Baseline brachial artery diameter (um) 4538 +/- 553 4835 +/- 568
Post-GTN brachial artery diameter (um) 5105 +/- 522 5582 +/- 448
Change in artery diameter vs baseline (um) 568 (466;670)* 748 (646;850)* 0.03

Flow-mediated vasodilatation

Baseline brachial artery diameter (um)
Ischemic brachial artery diameter (um)
Hyperhemia brachial artery diameter (um)
Change in artery diameter vs ischemia (um)

4545 +/- 506
4511 +/- 446
4850 +/- 542
339 (237;441)

4886 +/- 528
4777 +/- 594
4987 +/- 548
210 (108;312)

Data are expressed as mean and standard deviatiora¢kets, separated by a semicolon).
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Table 3 : Biological parameters at baseline and uret local ischemia.

20-30 years old

60-70 years old

Group effect

Period effect

P1 ) P3 P4 P1 P2 P3 P4
Microparticules (MPs)  (count/uL)
459 434 727 513 289 378 504 714
Total MPs (TMPs) [328; 1471] [336; 1414] [ 474; 1621] [ 287; 803] [ 134; 396] [ 285; 1051] [ 284; 78] [ 406; 839] NS NS
. 307 392 514 495 160 290 284 357 0.015 0.0192
Platelet-derived MPs (PMPs) [192; 622] [341; 770] [ 291; 1634] [ 258; 881] [ 96; 241] [151; 705] [ 168; 651] [301;454]  20-30560-70yo  P2,P3 et P4>P1
. 165 216 473 311 71 176 199 290 0.0203
Platelet-derived MPs AnV+ (PMPs-AnV+) [53; 235] [ 141; 644] [ 208; 1367] [ 126; 630] [33; 107] [112; 576] [ 99; 551] [ 214; 369] NS P2,P3 et P4>P1
. 18.8 165 136 132 17.2 23.9 28.9 16.1
Endothelial MPs (EMPs) [13.3;20.3] [12.5; 23.2] [9.4;18.3] [6.1;20.3] [12.1; 28.2] [14.5;32.3] [18.9; 38.5] [9.2;27.3] NS NS
Circulating Endothelial Cells (CECs) 0.0 2.0 1.0 0.0 0.0 1.0 1.0 0.0 ) )
(mL) [0.0; 1.0] [1.0:3.0] [0.0; 3.0] [0.0;3.0] [0.0; 1.0] [0.0; 6.0] [0.0; 2.0] [0.0; 1.0]
CEC > 0/mL N (%) 4(30.8%) 10 ( 76.9%) 9.(69.2%) 5 (38.5%) 5 (38.5%) 9 (69.2%) 7 (53.9%) 6 (46.2%) NS ?523;11
Angiogenic populations
Circulating Progenitor Cells (CPCs) 1722 1875 1490 1471 1086 1292 1195 1090 NS NS
(mL) [1323;2802]  [1315,2729]  [943;2389]  [1246; 2101] [755;1331]  [1034;1608]  [938; 1668] [835; 1767]
- . 2031 2001 2195 1744 1320 1477 1442 1199 0.0384
Haematopoietic Progenitor Cells (HPCs) (ML) | 15/5.3600  [1621:3112]  [1546:3167] [ 1482; 2667] [ 949; 1507] [1105;,1862]  [1190;1810]  [1114;1770]  20-30>60-70 yo NS
Endothelial Progenitor Cells (EPCs) 15.7 7.6 10.0 12.8 26.1 18.4 16.5 15.9 NS NS
(fmL) [0.0; 28.4] [0.0; 13.5] [0.0; 22.8] [5.2;37.4] [5.9; 41.8] [12.2;20.9] [7.7;78.9] [8.6; 56.1]
Endothelial Colony-Forming Cells (ECFCs) 0.000 0.013 0.013 0.000 0.017 0.000 0.020 0.020 NS NS
(/106 MNCs) [0.000;0.013]  [0.000;0.020]  [0.000;0.026]  [0.000; 0.013] [0.000;0.040]  [0.000;0.020]  [0.000;0.030]  [0.000; 0.120]

Data are expressed as median and interquartile @mgquare brackets, separated by a semicolon).
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Figure 1. Optimization of ECFC isolation.
Optimization of ECFC commitment. A- MNCs isolated from 42 recused blood donations

were cultured on four different matrices (gelatiaminin, collagen and fibronectin) at
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different seeding densities. The number of ECFQmek per well after one month is
reported for each seeding density: 5XIANCs per well (N=10), 1x10well (N=12),
2.5x10/well (N=10), 5x16/well (N=10). B- As no differences were observedwszn the
matrices, all results obtained with a given seediegsity were pooled and expressed as the
number of ECFC colonies per °LBINCs. C- AB-ECFC commitment in Clinic&licassette
was compared to that in six-well plates, in theimpt culture conditions proposed (N=20).
D- Impact of the matrix on the proliferation of ECFCs. The proliferation of the AB-
ECFCs (N=14) and CB-ECFCs (N=17) was evaluatea 48&dours of culture on each matrix
(gelatin, laminin, collagen and fibronectin) in akbel. For all experiments, results were given
relative to gelatin. Edmpact of the matrix on the differentiation potential of ECFCs
After 48 hours of culture on the four matrices a@dstAB-ECFCs (N=3) and CB-ECFCs
(N=3) were seeded in Matrigel™ in four experimemesults were given relative to gelatin.
F- Impact of the matrix on the in vivo angiogenic potential of ECFCs The ischemic
versus non ischemic foot perfusion ratio was evatlid4 days after injection of PBS (N=12)
or 1.16 CB-ECFCs cultured 48 hours on gelatin (N=6), lamiiN=8) or fibronectin (N=6).
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Figure 2
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Figure 2. Proposal of a standardized AB-ECFC cultue procedure.

MNCs isolated from peripheral blood by gradienttaéigation are seeded on fibronectin at a
density of 2.5x10cells per well in EGM2. The culture medium is ched at day 2, every
day for five days and then twice a week for one tindBCFC colonies are counted by visual

inspection with an inverted microscope at 5X magatfon, once a week for 1 month.
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Figure 3
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Figure 3. Impact of ischemia on pharmacological andbiological parameters of
endothelial function.

A- Flow-mediated and endothelial independent vdatdn of brachial artery was evaluated
by echotracking before (baseline), during (ischegnaiad after (hyperhemia) the forearm
ischemia procedure, 30 minutes of rest later (GESebne) and two minutes after GTN
sublingual administration (GTN). Results are expeesas meati sd of the delta of brachial
artery diameter (um). Data for the 20- to 30-yddrgyoup are represented bythat for 60-

to 70-year-old group are represented &byB- Platelet-derived microparticules AnV+ were
guantified by flow cytometry the day before ischamust after the procedure, two hours later
and the following day. Results are expressed amggix meant confidence intervals 95%.
C- The delta of PMPs An V+ at 2 hours post isclzefrom baseline expressed per puL was
correlated with the delta change of the brachitdrgrdiameter with p=0.0202 and r=0.462.
Data for the 20- to 30-year-old group are represgblyo, that for 60- to 70-year-old group

are represented by
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Figure 4
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Figure 4. Impact of local ischemia on ECFC angiogec properties

A- The proliferation potential of healthy volunteBICFCs was evaluated the day before
ischemia (baseline), just after the procedure, iwors later and the following day. Optical
densities were expressed relative to the resultairsdal at baseline. B- Pictures of tube
formation at different times of the procedure arespnted. C- Then vivo angiogenic
potential of healthy volunteer ECFCs was evaludibedday before ischemia (baseline), after
the procedure (just after and 2 hours later) amdftiowing day. Ischemic/non ischemic

reperfusion ratio examined on day 14 was normaliad¢tat obtained at baseline.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce travail est le résultat d’'une approche trarmhaille destinée a caractériser les
différents partenaires du compartiment endothdiedulant pour évaluer la compétence
vasculaire, soit la balance lésion/régénération'aetelothélium, dans différentes situations
physiopathologiques comme le vieillissement et R4TD’autre part, nous avons tenté
d’optimiser la numération, l'isolement et la mosédtion par ischémie locale des ECFC dans
le but de développer un produit de thérapie cetkila

Partie 1 : Exploration du compartiment endothélialcirculant dans 'HTP

Compartiment endothélial circulant et diagnostid’da@P

L’intérét croissant de la quantification des CEGslde sang périphérique nous a
conduits a mettre en place la technique de référdfimmunoséparation magnétique (IMS)
dans le service d'Hématologie Biologique de I'HE@R,collaboration avec I'équipe de F.
Dignat-George et F. Sabatier (U608, Marseille)e Ellété validée dans une population témoin
de 'HEGP et par la réalisation de gammes de reemant.

Les deux études d’exploration du compartiment dré@tl circulant ont apporté un
premier résultat intéressant bien que surprenanit,'absence de différence significative
entre les numérations réalisées dans le sang gédpk et les sites pulmonaires. Une
diminution du nombre de CEC en périphérie étagrattie par un mécanisme de clairance des
CEC au niveau pulmonaire, hépatique ou spléniquep@urrait penser alors que ces CEC
soient d'origine systémique et non liées a la patfi® pulmonaire. Cependant, une équipe
ayant quantifié les CEC dans I'HTP, a montré qu# Sflentre elles exprimaient le CD36,
marqueur de la microcirculation pulmonaire (BulD3D Le sang périphérique, reflet du site
pulmonaire, permet alors un acces aisé aux diftem@arqueurs du compartiment endothélial
circulant, du moins pour les pathologies pulmorsaé@tidiées dans ce travail.

Alors que de nombreux travaux ont exploré le versknla répararation vasculaire,
une seule étude a notre connaissance s'est idérasg CEC dans I'HTP (Bull 2003). Les
résultats que nous avons obtenus chez les adutteleseenfants suggérent qu'une
augmentation des CEC est spécifique des formes APH&ssociées a un remodelage
vasculaire majeur, telles que I'HTAPI et les fornmedversibles d'HTAP secondaire & une
cardiopathie congénitale. Les CEC quantifiees dansang périphérique sont d'ailleurs un

marqueur non invasif d'irréversibilité¢ de 'HTAPsasiée aux cardiopathies congénitales et
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pourraient orienter la prise en charge thérapeetipices patients. L’absence de corrélation
des CEC avec les parametres hémodynamiques suggeteur libération est liée au type de
lésions histologiques, soit la présence de Iésiplexiformes, et non a la sévérité
hémodynamique de la maladie. Bien que Bull et ehtaconclu a une augmentation du
nombre de CEC a la fois dans I'HTAPI et dans lesPH3econdaires, leurs résultats
concordent avec ceux que nous avons observés PBOB). En effet sous le terme HTP
secondaire étaient regroupées des HTP du groupé & @les HTAP secondaires. Quand on
reprend les résultats de cette étude par patianbpeerve en fait que seuls ceux qui avaient
une HTAP secondaire, dont les formes sévéres smueptibles de développer des lésions
plexiformes tout comme I'HTAPI, présentaient unegraentation des CEC. De plus, la
corrélation entre les CEC et la PAP, non obsenaes chos études, pourrait s’expliquer par
une PAP significativement plus élevée chez leseptdiavec une HTAP que chez ceux avec
une HTP secondaire. La PAPm n'a d'ailleurs pasatéir pronostique (Sanchez 2010).
Toutefois, deux limites doivent étre évoquées ponterprétation de nos résultats.
Nous avons en effet évoqué I'absence de normeskEde dans les populations pédiatriques.
L'établissement de valeurs normales pour chaquehead'age s'avere nécessaire afin de
confirmer ces résultats. D’autre part, la persisgades anomalies hémodynamiques dans
I'HTP postembolique peut conduire au développendmtlésions séveres type lésions
plexiformes. En I'absence de biopsie dans cettieétan ne peut conclure sur la spécificité de
l'augmentation des CEC dans 'HTAP. Soit les CEX séellement spécifiques de 'HTAP,
soit aucun des patients du groupe HTP postembolitpieprésentait de manifestations
histologiques séveres. Ceci ne remet pas en caugnlentre les CEC et le type de lésion
histologique, mais ne permet pas d’exclure uneatiéw des CEC en dehors des HTAP. Ces

résultats restent a confirmer sur de plus grandesrtes de patients.

L'origine précise des CEC reste indéterminée. Uenpméne d'apoptose initiale est
nécessaire pour sélectionner des cellules résistantapoptose, responsables de la formation
des lésions plexiformes (Sakao 2009). Les CEC p@mnt donc se détacher par la perte des
contacts intercellulaires suite a I'apoptose o lde I'hyperprolifération anarchique de ces
cellules, sous l'effet de forces de cisaillemenpanantes. Elles proviendraient ainsi du
remodelage vasculaire comme il a été observé damsodcessus d'angiogenése tumorale.
Cette hypothése permettrait d'expliquer la penmstgtades CEC a un méme taux dans les
vaisseaux pulmonaires et périphériques ; en effstcgllules de type prolifératif et donc non

apoptotique seraient éliminées moins rapidemena aérculation, par augmentation de leur
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demi-vie. L'étude phénotypique des CEC est envesafjé@ de déterminer leur mécanisme de
détachement (apoptose ou hyperprolifération), ajasi leur origine vasculaire. Elle pourrait
étre réalisée apres isolement par IMS puis immuoodéiscence, ou bien par l'utilisation du
CELLTrack® (Veridex) ou de la RT-PCR (reverse transcriptiohymerase chain reaction),
le délai de conservation des échantillons avealeag technologies étant plus important. Une
étude a ainsi montré des profils d'expression gguetdifférents entre les CEC isolées de
contrbles et celles de patients présentant descamneetastasés (Smirnov 2006). La PCR a
méme éteé utilisée pour la quantification des CE@sda cancer (Furstenberger 2005; Attia
2011). Une étude a cependant montré que la quatitfn des ARNm des marqueurs
endothéliaux couramment utilisés ne permettaitdeadétecter les CEC (Strijbos 2010). Une
étude comparative de la quantification des CECIM&, CF et RT-PCR est actuellement en

cours d'analyse.

L'hypothese d'une origine systémique des CEC lers chéoangiogenese a eégalement
été envisagée, apres observation d’une augmentdesnmarqueurs d'angiogenese dans
différentes formes d'HTAP avec lésions plexogérsdi@ider 1998; Levy 2007), I'expression
de nombreux facteurs de croissance et la moboisatie cellules progénitrices dans les
modeles animaux (Davie 2004; Hayashida 2005; S20619). La quantification des cellules
progénitrices circulantes chez ’lhomme a montrérdesltats contradictoires (cf tableau VII)
pouvant s’expliquer par la diversité des définiigzhénotypiques des PEC, l'utilisation de
techniques différentes de quantification (CF, aeltaellulaire), les populations étudiées, le
stade de la pathologie ainsi que le traitement earsc De plus, des mécanismes
inflammatoires et immunitaires contribuent au déppement de la maladie pulmonaire, se
caractérisant par la mobilisation de cellules d&svde la moelle osseuse. Il est possible que
I'expression croisée de certains marqueurs padifésrents types de cellules infiltrées
compromettent la compréhension du role des PEC Kdih8P. Nos observations different
de celles rapportées dans le tableau VII, accehtllamantage I'hétérogénéité des réesultats.
En effet, dans I'étude réalisée chez les adultesjree différence significative n'a été mise en
évidence entre les groupes d'HTP et les contrékssde la quantification des CFU-EC et des
CPC. Dans I'HTAP associée aux cardiopathies cotajésj aucune différence significative
n'‘a été montrée pour les CPC entre les groupesi,Aacun lien n'a pu étre établi ici entre
une mobilisation systémique et le remodelage vageulCependant, dans cette étude, I'age
des patients entre les groupes est nettementaetitiéd'autre part, la représentativité des CPC
(CD34+CD133+) par rapport aux PEC a été récemmese ran doute (cf § 111.2.2).
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L’absence d’augmentation du VEGF ne permet pagphend’exclure la mobilisation de PEC
a partir de la moelle osseuse. En effet, c'est EGW¥ plaquettaire qui est augmenté dans
'HTAP or les dosages ont été realisés sur du pdasqui détecte le VEGF des plaquettes
activées seulement, et non du sérum (Eddahibi 2@@0plus, d’autres études ont montré une
mobilisation des PEC par le sildénafil (Diller 200k&s statines (Vasa 2001) et les inhibiteurs
de I'enzyme de conversion (Min 2004) sans augmientatu VEGF. La E-sélectine soluble
serait une molécule clé pour le homing des PEC 2007), en plus d’étre un marqueur
d’activation endothéliale, et elle est justementgraentée dans notre étude. La
néoangiogenése pourrait également étre le refléd geolifération de CE matures in situ ou
de la présence d'un pool de cellules souches résglau niveau pulmonaire (Ingram 2004).
Alvarez et al ont dailleurs montré que les CE deikrovaisseaux pulmonaires de rat
contenaient une quantité importante de HPP-ECFitnawat I'existence de progéniteurs
endothéliaux microvasculaires résidents qui comsgnieur spécificité fonctionnelle de
cellules microvasculaires (Alvarez 2008). Ainsierbiqu’aucun lien n'ait pu étre établi ici
entre une mobilisation systémique des progéniterirsle remodelage vasculaire, ce
mécanisme ne peut étre exclu. La nécessité devprant sanguin conséquent pour la
numération des ECFC a été une limite a leur étuales de protocole pédiatrique, la
comparaison des 3 sites de prélevement étant déjawrs d'évaluation. La quantification des
ECFC ainsi que I'étude de leurs propriétés angiog&s est donc a envisager afin d'apporter
de nouveaux éléments dans la compréhension du mgead’ angiogenese observée dans les

formes sévéeres d’'HTAP.

Compartiment endothélial circulant et traitement’d@ AP

La diminution des CEC en réponse au traitementbpaentan observée chez trois
patients adultes suggere un intérét de la quaatliific des CEC dans I'évaluation de
I'efficacité du traitement. La diminution de la igtance pulmonaire pourrait diminuer le
détachement des cellules ou limiter leur caragheodifératif. L'absence de corrélation entre
les paramétres hémodynamiques et le nombre de GISCpas en faveur de la premiére de
ces hypothéses. Cependant, la recherche de ldatimmédoit étre réalisée au sein de la
population susceptible de développer une formereed@#TAP. Si I'on considére que la
prolifération anarchique des CE au sein des léspesiformes conduit a leur libération,
indépendamment des forces de cisaillement, on penger que les CEC proviennent d'une
prolifération active des cellules au niveau pulmameaet non de lésion stable. Une étude est

actuellement en cours pour évaluer lintérét desC Gfans le suivi de l'efficacité des
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traitements. Si ces observations sont confirméssCIEC seraient alors un marqueur d'une

forme active de la maladie.

L'effet des traitements sur le versant réparati@teaexploré et a montré que chez les
patients pédiatrigues recevant du tréprostinil, ESFC augmentaient ainsi que leurs
propriétés angiogéniquen vitro et in vivo. Ces résultats sont en accord avec des études
récentes décrivant un effet pro-angiogene de lataegclinein vitro etin vivo chez I'animal
passant par PPARet la synthése du VEGF, et non par le récepteyPigueras 2007; He
2008). Une augmentation du nombre de CFU-EC a eégaileété observée aprés 4 semaines
de traitement par l'iloprost chez des patients fsant d’artériopathie des membres inférieurs
(Di Stefano 2008). Ces observations sont en fageur role bénéfique des PEC dans I'HTAP.

Toutefois, le réle bénéfique ou délétére des privgrs endothéliaux dans I'HTAP
reste discuté. Comme il a été rappelé précédemmesnésultats des études observationnelles
sont contradictoires. Les études interventionngllgien que contradictoires également,
apportent quelques éléments de réponse quanteadesldeux types de PEC.

Seuls les essais realisés dans le modéle d'HThengar la MCT rapportent un bénéfice de
I'injection de progéniteurs. Ce modéle a récemmeétdt critiqué a cause de sa nature
inflammatoire. Une accumulation de CMN de linflaatron dans l'adventice des petits
vaisseaux a en effet été observée (Stenmark 208Qopulation cellulaire majoritairement
utilisée dans les essais correspond aux PEC progaiecontiennent des cellules de la lignée
lymphoide et monocytaire. Leur effet dans le mod@HT AP induite par MCT pourrait alors
s'exercer par un mécanisme de modulation immurgliegét non par une contribution directe
dans la réparation endothéliale. Ormiston et alddaitleurs montré que l'injection de PEC
précoces conduisait a la stimulation de cellulesiiNiitro. Ce mécanisme était indispensable
a leur activitéin vivo comme le montrait la diminution de leur effet @i l'inhibition des
cellules NK dans un modéle d'HTAP induite par la M€hez le rat (Ormiston 2009). De
plus, les cellules utilisées dans les deux esdaigques de thérapie cellulaire publiés
s'apparentent aux PEC précoces. Burnham et al ontrénhune association positive entre le
nombre de PEC précoces et la survie de patiengnigttde pathologies pulmonaires
caractérisées par une atteinte sévere de I'endothplulmonaire (Burnham 2005). Ainsi, ces
PEC semblent exercer un effet bénéfigue mais denmécanisme reste a explorer, la

modulation de l'inflammation ayant certainement@le important.
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Une seule étude a évalué le bénéfice thérapeutigsi&CFC dans le modéle d'HTAP induite
par MCT et n'a montré aucune amélioration (Ormis2609). D’autre part, le réle des PEC
dans les phénomenes de néoangiogenése observieeaw tes lésions plexiformes n’est pas
clairement établi. Il peut étre bénéfique car pétame la formation de nouveaux vaisseaux
face a 'occlusion des petites artéres par le®mésiA l'inverse, la monoclonalité des foyers
de CE décrite dans 'HTAPI suggere un réle déléfgae I'apport de cellules capables de
proliférer et représentant une source potentiediar ppa prolifération anarchique des cellules
correspondant aux lesions plexiformes. Mais ce¢etspe peut étre évalué dans les modeles
animaux car ils ne développent pas de lésions fplemes (Stenmark 2009). Ainsi, un effet
néfaste des PEC ne peut étre exclu. De plus, alieann'a été établi entre I'effet
proangiogénique des prostanoides et leur efficatargs le traitement de I'HTAP. Or une
étude récente suggere que l'effet thérapeutiquecede molécules ne serait pas lié a la
stimulation de I'angiogenese (Palange 2006). Acktalt n'ont pas montré de différence dans
les lésions pulmonaires entre les patients soustaurgcline et ceux n’en ayant pas (Achcar
2006). Une corrélation positive entre la largeus diesions et la durée du traitement par
prostacycline a méme été rapportée (Palange 20@s)péchant pas un effet bénéfique de la

prostacycline par ses autres propriétés.

Compte tenu de l'existence d’'une hiérarchie dasschpacités de prolifération des
progéniteurs avec I'age et de leur faible nombreisulation, la population pédiatrique est
une population intéressante pour développer laailon de PEC autologues. Cependant, ces
patients développent surtout des HTAPI et des HT#deondaires aux cardiopathies
congénitales. Ces formes étant souvent associéegresence de lésions plexiformes, les
observations faites ci-dessus imposent d’aller pkent dans la détermination du rble exact
des PEC dans la formation de ces lésions avanvidayer I'utilisation des ECFC comme
traitement de 'HTP dans cette population. Des &tunbservationnelles évaluant la quantité
et la fonctionnalité des ECFC en fonction des famd@TAP, du statut clinique du patient,
leur évolution au cours du traitement et du remagkelpulmonaire s'avérent nécessaire pour
statuer sur un éventuel intérét comme produit éeaffie cellulaire ou sur l'orientation vers

des molécules anti-angiogéniques.

Partie 2 : Développement d’'un produit de thérapie ellulaire

Optimisation de I'isolement des ECFC
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Compte-tenu de la diversité des conditions de oulties ECFC, leur étude a nécessité
une étape d’optimisation des conditions d’ensemeecg au cours de laquelle un impact
négatif de la laminine sur les propriétés angiogées des PEC a été observé. Cette matrice
n'est donc pas adaptée a I'expansion des ECFC ie€tte également rejetée lorsque des
études fonctionnelles des ECFC isolés sont enwsadgéétude de I'expression des intégrines
par cytométrie en flux a montré une surexpressemahaines6 eto2, I'intégrineas; étant
le récepteur majoritaire de la laminine (données moésentées). L'augmentation des
propriétés angiogéniques observées en Matrigeliemitri-dimensionnel essentiellement
composeé de laminine, peut alors s'expliquer pgorénonditionnement des cellules 48h avec
la laminine induisant une surexpression de l'intégogB;. La laminine est en effet connue
pour promouvoir la différenciation des CE et letmbdité (Davis and Senger 2005). A
l'inverse la fibronectine et le collagéne stimuldmtprolifération cellulaire, mais aucune
difféerence n'a été observée lors de l'utilisatiencds deux matrices et de la gélatine, comme
le confirme I'absence de surexpression de la chainghain ou de lintégrine,Bs. Aux
termes de ce travail, nous avons défini des camditide culture pour la numération des

ECFC, dont les matrices appropriées ainsi que nebne de CMN a ensemencer.

L'utilisation d’une technique de culture consenkuéciliterait la comparaison entre
les études cliniques, déja limitée par la diversiés définitions des PEC. D'autre part, la
méthode proposée a été validée dans un systémeltdeeccellulaire de grade clinique,
permettant de réaliser une expansion cellulairérdEsa I'usage humain, une fois les milieux
de culture et la matrice utilisés qualifiées de gratinique. Bien que les rendements obtenus
avec les conditions définies soient similaires axceapportés par Yoder, une équipe de
référence dans le domaine, ils sont faibles etutitisation thérapeutique autologue implique

une stratégie de mobilisation des ECFC avant lepeénent.

La population cible des essais de thérapie cetulast majoritairement agée. Le
vieillissement étant associé a une dysfonction tédiale, nous avons exploré son effet sur le

compartiment endothélial circulant.

Impact du vieillissement sur 'endothélium

Malgré l'augmentation de la rigidité artérielle,uson‘avons pas observé de perte de
réactivité¢ endothéliale, contrairement a ce qui exgiporté. Plusieurs raisons peuvent
expliquer cette divergence dans les résultats 8&3. PPlusieurs méthodes sont disponibles,
pléthysmographie avec injection d’ACh ou FMD, etpliguent des mécanismes différents
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d'induction de la dilatation (Mullen 2001). La naiisation des résultats de la FMD peut
également conduire a des conclusions différentesayV2006). De plus, la FMD est une
évaluation locale de la réactivité endothélialehétérogénéité des vaisseaux dans la
susceptibilité a I'athérosclérose et a la dysfamcendothéliale (Newcomer 2004) ne permet
donc pas de généraliser ce résultat a I'ensembiésdau vasculaire. L'absence de différence
au niveau du compartiment endothélial circulanteefés deux populations d’individus sains
d'ages differents est cohérente avec la préservat® la réactivité endothéliale. Pour
compléter notre étude, une quantification des MR#earéalisée et leur taux est corrélé aux
marqueurs de la fonction endothéliale dans chaquepg de sujets. Des divergences existent
dans les résultats rapportés concernant la quaaiidn des PEC pour les mémes raisons que
dans [I'HTAP. Les définitions phénotypiques, mé#mditilisées (cytométrie en flux ou
culture) ainsi que l'expression des résultats, phrde sang ou en % de CMN peuvent
expliquer ces divergences. Malgré ces réservaspdct du vieillissement sur les capacités
angiogéniques des cellules a été globalement reppowitro (Ingram 2004) et dans les
études expérimentales animales (Edelberg 2002). cdembore nos observations dans les
études réalisées chez I'enfant et chez I'adultessAwne étude plus large incluant la nétre est
en cours afin de déterminer des normes pour chbigmearqueur par tranche d’age dans la
population saine (du sang de cordon a I'age den80paojet financé par la FRM et réalisé en
collaboration avec l'équipe du Pr F. Dignat-Georlylgrseille). L’absence d’impact de
I'ischémie sur le compartiment endothélial circtlaiexclut pas une différence de lintégrité
endothéliale en termes de réponse face a une mgrgdgs importante avec I'age. Une étude
comparative de la fonctionnalité des progénitemsit intéressante mais n'a pas pu étre

réalisée dans notre étude en raison du faible ndcolonies obtenues.

Mobilisation des ECFC par une ischémie locale

L'hypothese d'un réservoir dECFC vasculaire lilqgaé ischémie locale n'a pas été
vérifiée dans nos conditions opératoires. A ligeer une altération des propriétés
angiogéniques des ECFC a été observée en postrgchdont les causes sont en cours
d'analyse au niveau transcriptomique. Parmi lessesuextra-cellulaires, le relargage
spécifigue de molécules anti-angiogéniques, tefles la TSP-1 (Battinelli 2011), par les
plaquettes activées lors de lischémie est probdbimportance de chaque vaisseau en
termes de réservoir en cellules progénitrices deegalement étre évaluée (Alvarez 2008;

Yoder 2010) et explique peut-étre, en partie, éabs de mobilisation endothéliale des PEC.
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On peut aussi penser que les PEC résidents sarentetinent consommeés au site d'ischémie
et ne circulent pas dans le sang.

En l'absence de mobilisation des cellules progeeisr et de PEC par le processus
d’'ischémie locale, d’autres stratégies de dévelomgme d’'un produit de thérapie cellulaire
doivent étre envisagées. Une méthode d’expansian RIEEC permettant d’obtenir des
quantités importantes de cellules a été décritemérent (Reinisch 2009). Dans cette
technique, les lysats plaquettaires sont utilisésr pa culture des cellules a partir du sang
total. La présence de facteurs proangiogéniques des lysats ( Battinelli 2011) explique ce
tres bon rendement. Une étude récente a montféudinte de la source autologue ou
allogénique du sérum et des cytokines inflammadoger les rendements d'isolement des
ECFC (Lapidos 2012). Cette technique d'expansioa B&EC a grande échelle, non
standardisable, n'est donc pas applicable suram gihgnostique. D'autres sources d'ECFC,
comme le sang de cordon, plus riche en cellulegémitrices (Ingram 2004; Smadja 2006;
Smadija 2009) sont également étudiées. Ingramagttal’ailleurs montré la présence d’'HPP-
ECFC dans le sang de cordon et non dans le saigh@eéque. De plus, deux groupes ont
validé la cryopréservation des ECFC issus du sangoddon (Vanneaux 2010; Lin 2011).
Mais le probleme de I'histocompatibilité doit étexploré avant de recommander leur
utilisation chez les patients. Enfin l'utilisatiole d’autres types cellulaires doit étre envisagée,
comme les cellules souches mésenchymateuses (C8MICSM isolées de sang de cordon
ont en effet permis d’améliorer des patients atitede la maladie de Buerger (Kim 2006).
L'équipe de Baber et al a montré l'efficacité dgelction de CSM dans I'HTP induite par
MCT (Baber 2007). Ces cellules ne s'intégrent massdes vaisseaux mais agiraient par un
mécanisme paracrine. Les CSM sont faciles a expaadpartir de la moelle osseuse et
conservent leurs propriétés angiogéniques dansaale animal de pathologies ischémiques
du membre inférieur chez I'animal (Smadja 2012§oamgeant leur développement comme
produit de thérapie cellulaire. Notre groupe stiegée également a d'autres cellules a potentiel
vasculaire, comme les VSEL (Very Small Embryonkelistem cells) (Zuba-Surma 2011).

D'autres équipes travaillent sur les cellules dgsutiadipeux (Planat-Benard 2004).

Intérét de I'exploration du compartiment endothélid circulant

Pour résumer, nous avons exploré essentiellementCIEC et les PEC dans
I'nypertension pulmonaire et le vieillissement. @é&s les résultats que nous avons obtenus,

ces deux biomarqueurs présentent des intérétsafifBémais complémentaires.
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Plus qu'un marqueur de lésion comme fréguemmentisades CEC pourraient étre un
marqueur du remodelage vasculaire pulmonaire, geaneainsi d'orienter le diagnostic et
donc la prise en charge thérapeutique des patiBrastre part, ils permettent un acces peu
invasif au site pathologique et contribuent ainkétude des mécanismes physiopathologiques
(marqueur d'apoptose, d'activation, d'hyperpraiién) ainsi qu'a la localisation des lésions,
les CE exprimant des marqueurs spécifiques degreiffs sites vasculaires. L absence
d'augmentation significative des CEC apres isché&miavant bras est en faveur du role des
CEC dans un vrai processus d'activation endotkeli8e pose la question des résultats
préecédemment retrouvés notamment lors des ciraweda post-angioplastie ou une
augmentation, certes modérée et transitoire, mgisfisative des CEC a été observée.
L'exploration du phénotype des CEC dans ces diftésecirconstances pathologiques nous
permettra certainement de mettre en évidence inarigxacte des CEC dans des contextes de
remodelage ou de lésion endothéliale.

En ce qui concerne les PEC (notamment les ECF&)sénce de modification du nombre
d ECFC dans le cadre du remodelage pulmonaireistamgention pharmacologique ou aprés
ischémie transitoire du bras pourrait indiquer gese cellules ne proviennent pas du site lésé
ou ne seraient pas corrélées aux processus de elgedrasculaire. Cependant ces cellules
pourraient étre un reflet de la capacité de I'osyaa a réagir face a ces stimuli systémiques.
Leur augmentation, notamment dans le cas de datidin d'analogues de la prostacycline,
pourrait cependant contribuer a I'amplification ¢kesons prolifératives, alors néfaste. Leur
évolution est donc a interpréter avec d'autrestast mais permettrait d'évaluer le pronostic
de la maladie et l'efficacité de certains traiteteequand leur contribution dans la
physiopathologie est bien définie. Selon leur r@iéfaste ou bénéfique, ils peuvent étre
envisagés soit comme cible thérapeutique soit corproduit de thérapie cellulaire. En
l'absence d'’homogénéisation des nomenclatures stpodiques, leur implication dans
certaines pathologies reste difficile & détermih&mélioration des techniques explorant ces
deux parametres est donc essentielle afin de [@eitst au mieux.
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CONCLUSION

L’exploration du compartiment endothélial circulaat apporté des résultats trés
prometteurs concernant les CEC, marqueur diagnmstd pronostique des formes sévéres
d'HTAP. La quantification des CEC a d'ailleurs été intégiées les examens de routine
réalisés lors de l'exploration des patients. Apresfirmation de ces résultats dans des
cohortes plus importantes, on pourrait envisagassdcier ce test avec les parametres
clinigues et hémodynamiques afin de faciliter l&sgren charge thérapeutique des patients
ayant développé une HTAP secondaire aux cardigmttongénitales. Les résultats obtenus
dans I'HTAP comme dans les processus tumoraux sergggue les CEC seraient non
seulement marqueur de lésion ou d'activation emdiath mais aussi le témoin de la
prolifération anarchique de ces cellules. L'intédés CEC et des ECFC dans le suivi de
I'efficacité des traitements de 'HTAP est en codiévaluation, a la suite de nos résultats
montrant un effet pro-angiogénique du tréprostmit les ECFC. L'intérét de ces cellules

comme produit de thérapie cellulaire est en colétside.

L'optimisation de lisolement des ECFC a permis uéwide compléte de la
compétence vasculaire lors du vieilissement. Nauens ainsi constaté que lintégrité
endothéliale était préservée malgré le vieillissenohez les individus sains. L’établissement
de normes par tranches d’age pour chacun de cemfmoeurs est actuellement en cours afin
de pouvoir aller plus loin dans l'interprétatiorsdésultats et la comparaison des populations.

Toutefois, I'échec de la mobilisation des ECFC ahémie locale suggere une
réorientation du projet vers l'utilisation de diast méthodes d’isolement, d’autres sources de

cellules voire d'autres types cellulaires.
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