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Résumé de l'article

La “médecine régénératrice” est une nouvelle approche thérapeutique basée
sur l'utilisation de cellules souches humaine sensées étre capables de régénérer
fonctionnellement et structurellement un tissu organique irrémédiablement lésé.
L'utilisation de cellules souches adultes (CSA), de différents types et sources,

représente pour le moment I'approche la plus facile et la plus réaliste.

Dans le cadre des syndromes ischémiques cardio-vasculaires (infarctus du
myocarde, ischémie critique chroniqgue des membres inférieurs), il se dégage des
nombreux essais cliniques réalisés au cours de la derniére décade, que le type
cellulaire semblant donner les améliorations cliniques les plus sensibles soit la
population de cellules souches sanguines CD34+ contenant différentes sous-

populations pré-différenciées dans le sens cardiague et/ou endothélial.

Cette nouvelle approche thérapeutique pourrait représenter dans un futur trés
proche, un véritable traitement « de rupture » de ces syndromes ischémiques cardio-
vasculaires, a ce jour non guérissables par les traitements actuels, gu’ils soient

médicamentaux, interventionnels ou chirurgicaux.
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Abstract

The new concept of « regenerative medecine » is based on the therapeutic
use of human stem cells supposed to be able to induce both the structural and the
functional regeneration of organic tissues severely damaged. In this way, adult stem

cells (ASC) presently represent the most realistic option.

From several clinical assays performed within the last decade in the field of
cardio-vascular diseases (myocardial infarct or limb severe ischemia), it seems that
the most efficient type of stem cells in terms of clinical improvement would be the
blood CD34+ stem cell population, containing both cardiac muscle and endothelial

progenitor cells.

This new therapeutic approach could actually represent in the very next future,

a “disrupture” treatment of these cardio-vascular diseases, which are still non-curable

whichever the currently available therapeutic options (drug, stents, cardiac surgery).
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Introduction

Le concept de « médecine régénératrice », fondé sur l'utilisation thérapeutique
de cellules souches humaines (CS), est né avec ce siecle et promet d’'y révolutionner
le traitement de nombreuses maladies a ce jour incurables, liées au
dysfonctionnement ou a la destruction irréversible de différents tissus organiques.
Les CS seraient en effet capables, dans certaines conditions, de régénérer la
structure et la fonction de tissus lésés.

L'utilisation thérapeutique de cellules souches embryonnaires (CSE) (issues
du trophoblaste d’'un embryon de 7 jours) serait, en théorie, la mieux appropriée
compte-tenu du caractére pluripotent des CSE. Toutefois, méme en faisant
abstraction des débats éthiques conflictuels qu’elle déclenche, elle reste trés
hypothétique tant que n'auront pas été résolus les tres nombreux problemes
techniques qui y sont liés.

Au contraire, I'utilisation de cellules souches « adultes » (CSA) représente une
approche plus réaliste et plus facilement réalisable a court terme, de plus
éthiquement irréprochable. En effet, si les greffes de cellules souches
hématopoiétigues (CSH), médullaires ou sanguines, sont pratiquées de longue date
dans le cadre du traitement des hémopathies malignes et représentent en fait le
premier exemple de médecine régénératrice, de nouveaux développements
expérimentaux et/ou cliniques ont commencé a diversifier les indications de cette
option thérapeutique, au cours de la derniére décade.

Différentes sources de CSA autologues ont été (et sont encore) étudiées en
ce sens avec des résultats inégaux : moelle osseuse, sang périphérique, sang de
cordon ombilical ou gelée de Wharton, muscle squelettique, tissu adipeux,

cartilage, ...
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Quant aux indications thérapeutiques, les mieux explorées a ce jour sont les
syndromes ischémiques cardio-vasculaires : infarctus du myocarde (IDM) et/ou

insuffisance cardiaque post-ischémique, ischémie chronique des membres inférieurs.

|. Cardiomyoplastie cellulaire autologue

Son but est de régénérer structurellement et fonctionnellement la zone
myocardique ischémique post-infarctus, d’'une part en y remplacant les cellules
myocardiques détruites par des cellules originaires d'un autre tissu mais
(éventuellement) capable d’acquérir un phénotype myocardigue, d'autre part en
activant un processus de néo-angiogénese permettant sa revascularisation. De
nombreux essais cliniques pilotes et randomisés ont été réalisés, ces dernieres

années, utilisant différentes sources cellulaires avec des résultats trés variables.

Myoblastes :

L’injection intra-cardiaque directe, au cours d’'une opération de pontage, de
myoblastes prélevés par biopsie dans le muscle de la cuisse puis multipliés en
culture in vitro, avait, dans un premier temps, semblé améliorer sensiblement la
contractilité segmentaire et lI'activité métabolique (visualisée au TEPscan) de la zone
cicatricielle chez des patients ayant fait un IDM relativement ancien (environ 1 ans),
contrastant toutefois avec lI'absence de toute néo-angiogénese a ce niveau. En
outre, 40% des patients avaient rapidement présenté une arythmie supra-
ventriculaire sévére a risque létal, nécessitant la pose d’'un défibrillateur implantable,
et résultant probablement d'une différence entre les propriétés contractiles et
électrophysiques respectives des myoblastes réinjectés et des cardiomyocytes

résiduels [1]. Malgré cela un essai Phase Il randomisé multicentrique international
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reprenant la méme procédure (essai MAGIC) a pu étre autorisé [2]. 300 patients
atteints d’'IDM devaient étre inclus, avec pose systématique d'un défibrillateur
implantable, ce qui pouvait toutefois paraitre discutable, tant sur le plan éthique que
financier. Une évaluation intermédiaire des 100 premiers patients a d’ailleurs conduit
a l'arrét définitif de cet essai, du fait de I'absence d’amélioration significative de la
fonction myocardique et de la survenue de troubles du rythme supra-ventriculaires

encore fréquents malgré le défibrillateur implantable.

Cellules mononucléées (CMN) de la moelle osseuse

Les résultats de plusieurs travaux expérimentaux chez la souris ou le rat ayant
suggéré gue la CSH primitive de la moelle osseuse serait capable de se différencier
en cardiomyocytes et/ou en cellules endothéliales (concept de « plasticité
cellulaire ») [3-5] de nombreuses équipes ont rapidement cherché a exploiter
cliniquement pour le traitement de I'IDM cette capacité potentielle au cours d’essais
pilotes, puis d’essais Phase Il randomisés. En fait, la plupart des équipes se sont
contentées de prélever et de concentrer les CMN de la moelle osseuse de patients
ayant fait un infarctus du myocarde et de les réinjecter soit directement dans la zone
infarcie [6-8] soit par cathétérisation intra-coronaire [9-12]. Les résultats de ces
essais ont été tres disparates, certains montrant une amélioration significative de la
fonction cardiaque, d’autres non.

En réalité, tout en ayant le mérite de démontrer la faisabilité et I'absence
d’effets secondaires notables de ces deux modes d’injection, ces essais posent plus
de problémes qu’ils n’en résolvent, pour plusieurs raisons conceptuelles :

- Tout d’abord, les CMN médullaires représentent en fait un mélange de

by

populations trés hétérogénes (entre autres, CSH et cellules souches
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mésenchymateuses (CSM)) : il est donc impossible de déterminer quel(s) type(s)
cellulaire(s) serai(en)t éventuellement impliqué(s), aprés réinjection, dans le
processus de régénération cardiaque, si c’est le cas, et, a fortiori, de pouvoir estimer
les doses optimales de cellules a réinjecter. Par exemple, les quantités de cellules
CD34+, contenus dans les greffons, lorsqu’elles ont été évaluées, sont sans doute
trop faibles (2 a 3 X 10° au total) pour étre efficaces, si elles sont impliquées dans la
régénération cardiague (cf. plus loin).

- Le fait que, dans la plupart des protocoles, la réinjection cellulaire ait été
systématiquement associée a la reperméabilisation interventionnelle ou chirurgicale
de la zone infarcie, ne permet pas de savoir ce qui, en cas d’amélioration de la
fonction cardiaque, revient a I'une ou a l'autre procédure.

- En outre, il a été démontré que la réinjection intra-coronaire des cellules ne
permet qu’a une petite fraction d’entre elles (10 a 15%) de migrer et se fixer dans la
zone myocardique Iésée [13], ce qui ne peut que minimiser I'éventuel processus de
régénération et explique probablement les résultats moins significatifs des protocoles
utilisant cette voie d'administration par rapport a ceux utilisant la réinjection
intracardiaque directe [14, 15].

- Enfin, la plupart des patients inclus dans ces essais cliniques présentaient un
IDM de moyenne sévérité avec fonction ventriculaire gauche relativement préservée
et risques faibles de développement d’insuffisance cardiaque et/ou de mortalité,
rendant difficilement interprétable une amélioration de quelques points seulement de

la fraction d’éjection.
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Cellules souches mésenchymateuses (CSM)

Quelle que soit leur source (moelle osseuse, gelée de Wharton, par exemple),
les CSM ont été ou sont utilisées dans plusieurs protocoles de cardiomyoplastie
clinique dont la plupart sont en cours d’évaluation finale [16]. Une fois réinjectées
dans la zone myocardique lésée, elles semblent simplement capables de limiter
'extension du processus fibro-cicatriciel aux tissus myocardiques « sidérés » péri-
lesionnels, en favorisant leur néo-vascularisation grace a la libération de facteurs
néo-angiogénétiques. En aucun cas la régénération du tissu musculaire myocardigue
n'a par contre été observée. On observe certes une amélioration rapide de la fraction

d’éjection, mais restant tres modérée et ne progressant plus au fil des mois.

Les cellules CD34+ sanguines

L’antigene CD34, identifié par C. Civin en 1984 sur la membrane des CSH
[17], a été d’abord considéré comme spécifique de ces derniéres, alors considérées
comme « cellules CD34+ ». Ces cellules CD34+ peuvent étre mobilisées de la
moelle osseuse vers le sang périphérique aprés chimiothérapie aplasiante et/ou
injection d'un facteur de croissance hématopoiétique par exemple le G-CSF. C'est
en utilisant cette propriété que quelques équipes, dont la nétre [18], ont pu
développer des 1986 la technique dite « de greffe de cellules souches sanguines »
gui a maintenant quasiment supplanté la greffe de moelle osseuse dans le traitement
des hémopathies malignes.

Cependant, dés la fin des années 1990, il est apparu que cette population
supposée homogene de cellules CD34+, contenait en fait différentes sous-
populations de cellules souches ayant différentes capacités de différenciation, ne

représentant a chaque fois gu’un faible pourcentage (~ 1% en moyenne chaque) des
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cellules CD34+ totales : CSH proprement dites [19], progéniteurs endothéliaux (PE)
[20]. En outre, plusieurs travaux expérimentaux chez la souris suggéraient
I'hypothése que la CSH murine pourrait se différencier, sous certaines conditions, en
cardiomyocytes [5, 21] capables de « réparer » un tissu myocardique |ésé aprés IDM
expérimental.

Notre équipe a pu par la suite démontrer pour la premiére fois que, au moins
chez 'homme, dans le sang périphérique, il existait en fait une sous-population de
cellules CD34" supplémentaire, non hématopoiétique , ayant toutes les
caractéristigues immunophénotypiques, moléculaires et fonctionnelles de
précurseurs cardiomyocytaires [22].

- Analysant par cytométrie en flux (CMF) les produits de cytaphérése de
patients cancéreux et de sujets cardiaques inclus dans un essai Phase 1 (voir plus
loin) nous avons pu ainsi mettre en évidence l'existence en nombre significatif,
guoique faible, de cellules co-exprimant I'antigene CD34 et I'antigeéne Troponine T
cardiaque, spécifique de la cellule myocardique. L’analyse par RTQ-PCR des mémes
cellules a permis dy mettre en évidence soit I'expression du géne NKx-2.5,
caractérisant des progéniteurs myocardiques trés immatures, ou du géne
c-Troponine-T, caractéristique des progéniteurs cellulaires plus engagés dans la voie
de différenciation myocardique. Enfin nous avons pu démontrer en culture in vitro sur
le milieu spécifiqgue MVO6™ gue nous avons développé, gu’une fraction des cellules
CD34" immatures exprimait par RTQ-PCR au 7°™ jour de culture, le géne
c-Troponine-T par RTQ-PCR , et, au 14°™ jour de culture, étaient marquée en

immunofluorescence, par les anti-corps anti-c-Troponine-T et

anti-actine-a- sarcomérique (marqueur du muscle strié).
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En parallele, nous avons pu aussi confirmer, en utilisant les mémes
méthodologies, I'existence dans les mémes produits de cytaphérese évalués en CMF
de précurseurs cellulaires endothéliaux CD347133"VGEFR-2", exprimant les génes
VEGFR-2 (progéniteurs endothéliaux immatures), eNOS (progéniteurs endothéliaux
plus mature) en analyse RTQ-PCR aprés culture sur MVO6™, et marqués par
I'anticorps anti-von Willebrand en immunofluorescence.

Au total, I'expression de genes myocardiques et endothéliaux tant au niveau
ARN que protéique démontre donc la présence dans les produits sanguins obtenus
aprés mobilisation par G-CSF de progéniteurs cellulaires myocardiques et
endothéliaux a différents stages de maturation [23].

En paralléle avec cette étude biologique, nous avons, des fin 2002, lancé un
essai Phase | pour juger de I'effet thérapeutique de l'injection intra-cardiaque directe
de cellules CD34" mobilisées par G-CSF, collectées par cytaphérése et purifiées in
vitro chez des patients ayant fait un IDM sévére, au maximum 6 mois avant
l'inclusion dans I'‘étude. Les criteres d’inclusion étaient ; 'dge < 70ans ; une fraction
d’éjection ventriculaire gauche < 35% ; une akinésie compléte de la zone infarcie en
échographie cardiaque tri-dimensionnelle, correspondant a une zone muette au
TEPscan, tant aprés injection de glucose marqué (‘°Fi-FDG) que d’ammonium
marqué (*°'Ti-Choride) ; I'impossibilité de reperfuser la zone infarcie par pose de
stent ou pontage coronaire mais indication de pontage coronaire de dérivation
« compassionnel » ; et bien s0r, l'autorisation écrite du patient apres information
éclairée. Sur les 10 patients initialement inclus avec FEVG < 35%, 3 ont été
secondairement écartés, le TEPscan initial montrant une fixation résiduelle du
glucose marqué, signifiant un tissu myocardique capable d’auto-régénération au

moins partielle. Chez les 7 autres, I'ensemble de la procédure a pu étre réalisée. Il
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est a signaler que trois de ces patients étaient prévus pour une transplantation
cardiaque [23].

Outre la faisabilité de I'ensemble de la procédure, et I'absence de tout
événement indésirable secondaire a court ou moyen terme (en particulier, aucun
trouble du rythme supra-ventriculaire n'a été observé), les résultats thérapeutiques
sont apparus comme tres significatifs. En effet, tous les patients — a I'exception du
premier, qui avait fait son infarctus 8 ans avant la procédure de transplantation
cellulaire — ont montré une amélioration progressive des parameétres de surveillance
cardiaque a partir du 3*™e mois, pour atteindre un plateau a 3 ans. (tableau I)

La FEVG a cette date montrait une amélioration moyenne de 65% (+20 points,
extrémes +2 - +35), par rapport aux données initiales, correspondant a une reprise
de la contractilité de la zone infarcie. En outre, dés le 6°™ mois, mais de facon
encore plus probante a 1 ans, le TEPScan montrait a nouveau, chez tous les
malades (sauf le 1%, la fixation aussi bien du glucose que de 'ammonium marqué
au niveau de la zone initialement muette, signant a la fois la régénération du muscle
cardiaque lésé et sa revascularisation. Si le 1° malade est décédé a 4 ans et demi,
les 6 autres sont vivants (y compris les 3 qui étaient justiciables d’'une transplantation
cardiaque), ont une qualité de vie sensiblement normale, avec un recul moyen de 66
mois. lls ne prennent par ailleurs que trés peu de médicaments a visée cardiaque.

Les résultats d’'un essai phase I-lla, randomisé portant sur 24 patients, réalisé
aux USA, sponsorisé par Baxter Healthcare Corporation, et reproduisant a plus
grande échelle notre essai Phase |, semblent pleinement confirmer nos propres
résultats [24]. Un essai Phase Il enr6lant 150 patients, mené par la méme équipe

selon le méme protocole, est en cours d'évaluation. Les résultats préliminaires

confortent les résultats de I'essai Phase I-lla.
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La réinjection intra-cardiaque directe de cellules CD34" sanguines autologues
purifiées, sans reperfusion associée de la zone infarcie, chez des patients ayant
présenté un IDM trés sévere, pourrait donc représenter un veéritable traitement « de
rupture » permettant de prévenir la survenue d'une insuffisance cardiaque de

mauvais pronostic a court terme.

[l. Thérapie cellulaire de l'ischémie critique chro nique (ICCM) des membres

inférieurs.

Les résultats de I'essai randomisé initial de Tateishi-Yuyama en 2002 [25]
dans lequel des CMN de moelle osseuse autologues étaient directement réinjectées
dans les muscles du mollet de patients atteints d'ICCM, ayant montré une diminution
sensible des troubles trophiques et une amélioration, du périmétre de marche
corrélés a une amélioration de la micro-circulation, ont entrainé la réalisation de
nombreux autres essais randomisés dans cette indication.

Dans la plupart des cas, les cellules utilisées étaient des CMN, incluant des
progéniteurs endothéliaux soit de moelle osseuse [26, 27], soit de sang périphérique
aprés mobilisation par G-CSF [28-31]. Tous les résultats de ces essais vont dans le
méme sens d’'une amélioration sensible des troubles trophiques, des douleurs, du
périmétre de marche et de la micro-vascularisation. Toutefois, tres peu d’essais a ce
jour ont utilisés des cellules CD34" sanguines autologues purifiées. La conjonction
des résultats des travaux de Pesce et al en 2003 [30] - démontrant que les cellules
CD34" de sang de cordon humain injectées dans les membres inférieurs de souris,
apres réalisation d’'une ischémie expérimentale donnait naissance a de progéniteurs

endothéliaux et a des cellules musculaires squelettiques responsables d’'une néo-
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vacsularisation et une régénération de la masse musculaire squelettique — et de nos
propres travaux [23], devraient, a notre sens, inciter a développer de nouveaux
essais dans cette direction. Il est en effet plus facile et moins traumatisant de
prélever des cellules dans le sang périphérique que dans la moelle osseuse, d’autant
plus que de nouvelles procédures industrialisées d’expansion in vitro de cellules
CD34" permettant une production standardisée de greffons de cellules CD34"

autologues a partir d'une simple prise de sang sont en cours de développement.

Conclusions

La thérapie cellulaire semble promise a un avenir radieux dans le domaine
des pathologies ischémiques, en particulier I''DM et l'ischémie chronique des MI.
L'utilisation de cellules CD34+ purifiées, prélevées dans le sang circulant, et
eventuellement amplifiees « industriellement » par expansion cellulaire in vitro,
devrait permettre une large diffusion de ces traitements de rupture dans les années a

venir.
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Tableau 1

Amélioration

FE (%) FE
. Age/ Temps entre IM Régénarion du
Patient PP
Sexe etinjection myocarde
Pre-injection 12m 18m 24m 36m 48m Points %

1 39 M 8y 34 38 35 36 36 NON + 2 6% *

2 49 F t 6 w. 30 44 51 54 55 oul + 25 83 % *
*

3 61F 12 w. 33 61 63 64 76 oul +44 230%

4 33M1- 6 w. 21 23 30 31 33 33 oul +12 57 % *

5 70 M.r 24 w 27 32 35 39 42 42 oul + 15 56 % *

6 63 M 12w 20 53 52 55 55 NA oul + 35 175 %**

7 57 M 8w 30 42 43 45 45 NA oul +15 50 %**

(*) a 48 mois
(**) a 36 mois
NA Non Atteint

T Ces patients étaient initialement programmeés pour une transplantation cardiaque
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