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Résumé

L’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) définie 1’occlusion brutale ou
chronique des artéres qui assurent la vascularisation des membres inférieurs. L’interruption du
flux sanguin, principalement favorisée par [’installation de 1’athérosclérose, entraine la
dégénérescence des muscles qui aboutie pour les cas les plus sévéres a I’amputation de la jambe.
Aucun traitement n’est a ce jour reconnu. Les recherches s’orientent vers la stimulation des
processus de néovascularisation via 1’administration de facteurs de croissances comme le
fibroblast growth factor (FGF) ou la greffe de cellules progénitrices endothéliales (EPCs). Les
études cliniques démontrent la faisabilité¢ et I’innocuité de ces deux approches. Néanmoins
I’amélioration encourageante des parameétres cliniques reste a étre confirmée sur un nombre de
patients plus important et mérite d’étre stabilisée dans le temps. Ainsi, pour étre prédictif de
I’efficacité thérapeutique chez ’Homme, la recherche expérimentale se doit de développer des
modeles précliniques qui soient les plus relevant possible de la pathologie humaine. C’est dans
cette perspective que nous avons mis en place un modele murin d’AOMI chez les souris Balb/c
nude en vu d’évaluer dans un premier temps de facon distincte le bénéfice thérapeutique de la
stimulation du systéme FGF et de I’administration d’EPCs avant d’envisager par la suite
I’association de ces deux approches. La ligature de I’artére fémorale permet la mise en place
d’un modele qui présente une revascularisation fonctionnelle avec un niveau de reperfusion post-
ischémique modérée qui autorise la mise en évidence de son amélioration dans le cadre d’une
approche thérapeutique qui vise a stimuler la formation de nouveaux vaisseaux sanguins.
Comme chez I’Homme, la néovascularisation produite est dépendante des processus
physiologiques d’angiogenése, d’artériogenese et de vasculogenese. De plus, la dégénérescence
et le changement de statut métabolique des muscles qui caractérisent le modele sont également
observés dans le cadre de la pathologie humaine. Nous avons montré que 1’activation du
fibroblast growth factor receptor-4 (FGFR-4) par un agoniste chimique, le SAR X, protége des
atteintes nécrotiques de la patte et stimule une reperfusion post-ischémique stable dans le temps.
Néanmoins, 1’administration d’EPCs, seules ou via 1’utilisation de matrices protéiques, ne
montre pas de bénéfice thérapeutique sur notre modele. Les conditions expérimentales restent a
étre optimisées avant d’envisager d’associer ce concept de thérapie cellulaire a un prétraitement
et/ou un co-traitement avec le SAR X. Il semble cependant important de s’attacher a recréer une
ischémie chronique pour évaluer le bénéfice de nouvelles stratégies thérapeutiques dans un cadre

plus relevant de la pathologie humaine.
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Introduction

Les pathologies vasculaires ischémiques sont provoquées par 1’obstruction brutale ou
chronique du systéme vasculaire artériel. Trois territoires anatomiques sont principalement
exposés : le cerveau, le coeur et les membres inférieurs (artériopathie oblitérante des membres
inférieurs, AOMI). L’interruption du flux sanguin entraine la dégénérescence des tissus situés en
aval de I’occlusion. L’importance physiologique des organes exposés fait des pathologies
vasculaires la premicére cause de mortalit¢é dans les pays développés ou en voie de
développement. Il n’existe pas a ce jour de traitement pour lutter contre les pathologies
vasculaires ischémiques. Les recherches actives autour du concept d’angiogenese thérapeutique
présagent de I’intérét de promouvoir la synthése naturelle de nouveaux vaisseaux sanguins pour
rétablir la vascularisation des territoires en souffrance. Parmi les différentes perspectives
thérapeutiques, deux approches ont particulierement retenu notre attention. La premicre d’entre-
elles, prévoit de stimuler la régénération du réseau artériel en administrant aux patients des
facteurs de croissances vasculaires pour favoriser la néovascularisation. La seconde approche qui
a suscité notre intérét est tournée vers la perspective d’une médecine régénérative qui utiliserait
le potentiel thérapeutique des cellules souches. En effet, les résultats prometteurs obtenus lors de
la greffe de cellules souches pour restaurer la fonctionnalité d’un tissu 1és¢€ nous laissent présager
de la pertinence de la thérapie cellulaire pour promouvoir la régénération vasculaire. Néanmoins,
la revue des recherches actuelles réalisée dans le cadre de mon mémoire bibliographique montre
une efficacit¢ modérée de ces approches qui pourrait étre améliorée en envisageant leur
combinaison. Nous décrirons dans le cadre de ce mémoire, la mise en place d’un modéle
pharmacologique murin d’AOMI développé pour évaluer le bénéfice de ces deux voies

thérapeutiques, utilisées seules ou en association, vis a vis de I’ischémie des membres inférieurs.

1- L’artériopathie oblitérante des membres inférieurs

1-1 Epidémiologie

L’AOMI se traduit par le rétrécissement ou l’occlusion des artéres principales ou
secondaires qui assurent I’irrigation des membres inférieurs. En France, 800 000 patients agés de
plus de 60 ans, et plus particulierement les hommes, sont aujourd’hui pris en charge pour une
AOMI et on estime a deux millions le nombre de personnes potentiellement atteintes par cette

pathologie vasculaire qui reste longtemps silencieuse.

-10 -



Le mode de vie des pays industrialisés prédispose leur population a la principale cause de
I’occlusion du systéme artériel : 1’athérosclérose. Cette affection qui évolue lentement avec 1’age
est notamment favorisée par le tabagisme, I’inactivité physique et des pathologies telles que
I’hyperlipidémie, le diabéte ou I’hypertension artérielle. L’athérosclérose se développe suivant
différentes phases régies par I’inflammation et I’accumulation lipidique'. Dans sa phase précoce,
on observe un dépot de lipides (stries lipidiques) sur la paroi interne des artéres de gros et moyen
calibre. Ces lésions évoluent pour former une plaque inflammatoire qui s’enrichie de cristaux de
cholestérol, de LDL oxydés, de cellules immunitaires spumeuses et de cellules musculaires en
prolifération. Ce noyau instable s’entoure d’une chape fibreuse de tissu conjonctif, qui peut
éventuellement se calcifier et rendre 1’artére rigide. Une étape cruciale de 1’installation de ces
Iésions est D’infiltration de monocytes dans I’espace sous endothélial de 1’artére ou ils vont se
différencier en macrophages et entretenir localement une inflammation chronique via la sécrétion
de nombreuses cytokines et chimiokines qui sont responsables du développement, puis de la
fragilisation de la plaque d’athérome. Les forces hémodynamiques qui s’exercent sur les parois
artérielles sont susceptibles de décrocher en partie cette plaque, et le fragment migrant peut
obstruer une artére de plus petit diamétre. Les risques d’occlusion sont également augmentés par
le rétrécissement de la lumiére du vaisseau sanguin qui favorise I’adhésion et I’agrégation de
plaquettes sanguines qui initient la formation d’un thrombus qui ralentit, puis bloque la
circulation sanguine. Chez un individu sain les épisodes ischémiques resteraient transitoires, une
néovascularisation physiologique se mettrait en place pour assurer la reperfusion des tissus en
souffrance. Mais les facteurs de risques qui favorisent l’installation de 1’athérosclérose sont
décrits pour engendrer la déficience des processus physiologiques qui permettent la synthése de
nouveaux vaisseaux sanguins. Notons que I’AOMI peut également avoir une cause non
athéromateuse : la thromboanggite oblitérante (maladie de Buerger)’. L’ inflammation occlusive
et segmentaire des artéres et des veines de petit et moyen calibre aboutie a une thrombose des
vaisseaux atteints. L'étiologie de cette pathologie est inconnue, mais le réle du tabac parait

prépondérant dans le déclenchement et I'évolution de la maladie.

1-2 Diagnostic clinique

Les manifestations cliniques de ’AOMI sont variables, son diagnostic passe par
I’évaluation des facteurs de risque (questionnaire) et un examen clinique bilatéral’. La palpation
des pouls et ’auscultation des artéres des membres inférieurs a la recherche d’un souftle artériel
sont les premiers examens permettant de déceler une anomalie circulatoire lorsque le patient se

plaint d’'une géne pendant la marche ou au repos. Le déficit de perfusion de la jambe est associé
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a une souffrance musculaire qui se traduit par une atrophie et une dégénérescence du tissu. La
mesure de la pression transcutanée d’oxygene (TcPO,) permet de quantifier le manque
d'oxygénation de la peau qui est prédictif de l'apparition d’ulcérations et de nécroses.

Le diagnostic de I’AOMI est confirmé par la détermination du flux sanguin par imagerie Doppler
et par la mesure de 1’index de pression systolique a la cheville (IPS). Ce dernier parameétre qui
représente le rapport entre la pression artérielle systolique a la cheville et la pression artérielle
systolique brachiale traduit une AOMI lorsqu’il est inférieur a 0,9. Lorsque I’IPS est supérieur a
1,3 les artéres sont considérées comme incompressibles, signe de rigidité¢ artérielle. Une
angiographie est prescrite comme examen complémentaire pour faire un bilan plus précis grace

a la visualisation du réseau artériel par imagerie rayons X.

Selon la classification de Leriche et Fontaine, le diagnostic de I’AOMI distingue 4 stades :

- Stade I : absence de symptomatologie fonctionnelle, mais abolition d'un ou plusieurs
pouls qui traduisent 1'oblitération d'un ou plusieurs troncs artériels.

- Stade II : ischémie musculaire qui se manifeste par une claudication intermittente, c'est-
a-dire une douleur ou une faiblesse musculaire lors de la marche et qui impose l'arrét de 1'effort.
On établit 3 niveaux de sévérité qui prennent en compte le périmétre de marche : stade
ITa (supérieur a 500 m), stade IIb (entre 100 et 500 m), et stade IIc (inférieur a 100 m).

- Stade III : ischémie tissulaire permanente caractérisée par des douleurs de décubitus
(position allongée). Ces douleurs sont distales, elles débutent par les orteils avant de s’étendre a
I’ensemble du pied. Elles apparaissent apres un temps variable de décubitus, d’autant plus court
que I’insuffisance artérielle est sévere.

- Stade IV : ischémie évoluée avec troubles trophiques qui peut se traduire si rien n’est
fait par des ulcérations et/ou des gangreénes de tout ou partie de la zone mal irriguée. Les

nécroses (mort tissulaire) touchent progressivement les orteils, le pied puis la jambe.

Cette classification est complétée par la notion d’ischémie critique lorsque les troubles
trophiques sont installés depuis plus de 15 jours et sont associés a une chute des pressions
systoliques au dessous de 50 mmHg a la cheville ou de 30 mmHg au niveau des orteils. Les
patients diagnostiqués a ce stade sont dans une situation a haut risque d’amputation du membre,

et pour les cas les plus séveres, le pronostic vital peut se trouver engage.
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1-3 Alternatives thérapeutiques actuelles

La prise en charge de ’AOMI est différente selon les patients, elle est fonction des
facteurs de risque, des symptomes et du stade de la pathologie (Figure 1). La médecine ne
propose néanmoins pas de traitement curatif pour ’AOMI - a I’exception des molécules de la
classe des vasodilatateurs périphériques, mais la preuve thérapeutique de leur efficacité est a ce
jour remise en question - La prise en charge de ’AOMI passe en premier lieu par la correction
des facteurs de risques liés a I’installation de 1’athérosclérose et au déficit de revascularisation.
Le patient doit changer ses habitudes comportementales (arrét du tabac, modification du régime
alimentaire, augmentation de 1’activité physique...) et prendre quotidiennement un traitement
visant a réduire les facteurs de risques pathologiques : antidiabétiques, hypocholestérolémiants,

hypotenseurs ou encore antiagrégants plaquettaires.

Population cible
60 ans
+ FDR (tabac, diabéte, HTA, cholestérol, obésite, antécédents familiaun)

Echo Doppler AMI, Aorte
et TSAQ, IPS < 0,90
Tapis roulant si nécessaire Evaluation micro
{claudication atypique) circulatoire (TCPO2)

restitution débit comect :
angioplastie et/ou chirurgie

Figure 1 : Diagnostic et prise en charge de PAOMI.
Campagne pour la prévention « Des pas pour la vie ».

Si I’AOMI est diagnostiquée au stade de 1’ischémie critique, la correction des facteurs de risque
décrite précédemment n’est pas suffisante, il est nécessaire de compléter la prise en charge par
I’administration d’anticoagulants et par la gestion de la douleur. Lorsque I’ischémie est aigiie,
une intervention sur le(s) site(s) d’occlusion(s) est réalisable : lyse du thrombus par perfusion
locale d’agents fibrinolytiques, angioplastie par passage de ballonnet, pose de stents ou pontage
artériel. Mais dans le cas d’une ischémie chronique, la disparité des occlusions et leur difficile
accessibilité anatomique (vaisseaux sanguins de petits diametres) ne permettent pas d’action

chirurgicale, la prévalence des amputations augmente dramatiquement.
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Rétablir la revascularisation pathologiquement déficiente en stimulant la synthese de nouveaux
vaisseaux sanguins pourrait étre une stratégie garante d’espoir pour les patients atteints d’une
AOMI. Dans cette perspective, mon service explore deux voies complémentaires :

- promouvoir [’efficacité des facteurs de croissance impliqués dans les mécanismes de
vascularisation, et plus particulierement celle du FGF (fibroblast growth factor),

- promouvoir le recrutement sur le site d’ischémie de cellules progénitrices endothéliales

(EPCs : endothelial progenitor cells), cellules précurseurs des cellules vasculaires.

2- Stimulation thérapeutique de la croissance vasculaire

Le systéme vasculaire est le premier systéme organique qui se met en place pendant
I’embryogenese. A 1’age adulte son développement reste un événement peu fréquent. Le taux de
division cellulaire dans les épithéliums vasculaires est trés faible, les cellules endothéliales
connaissent un état de quiescence qui peut durer plusieurs années. Il existe néanmoins une
néovascularisation naturelle qui se met en place lors de la cicatrisation tissulaire, les cycles de
croissance des cheveux, ou encore pendant la maturation de la muqueuse utérine. En condition
physiologique la croissance vasculaire est principalement sous contréle hormonal, mais dans le
cadre de I’ischémie la néovascularisation est initiée par les modifications environnementales

consécutives a 1’obstruction du réseau vasculaire artérielle.

2-1 Néovascularisation physiologique

2-1-1 Initiation de la revascularisation

La néovascularisation post-ischémique est initiée par trois phénomenes principaux :
I’augmentation des forces de cisaillement au niveau du point d’oblitération, I’inflammation et
I’hypoxie des tissus environnants qui est due a la diminution de I’apport sanguin en oxygene. Ces
modifications environnementales engendrent la synthése des facteurs biologiques impliqués dans

la régulation du développement vasculaire.

- Les forces de cisaillement exercent un double effet sur les vaisseaux et les plaquettes :
elles facilitent 1'adhésion des plaquettes au sous-endothélium ainsi que leur agrégation (activité
sécrétoire locale pro-vasculaire), et elles augmentent la sécrétion de facteurs endothéliaux

vasoactifs comme le monoxyde d’azote (agent vasodilatateur).
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- La privation en oxygene et en nutriments va entrainer une inflammation systémique
accentuée par une inflammation locale causée par 1’augmentation des forces de cisaillement.
Monocytes, lymphocytes, plaquettes sont attirés sur le site inflammatoire par des agents
chimiotactiques tels que la chimiokine MCP-1 (monocyte chimoattractant protein-1) produite par
les cellules endothéliales ou les macrophages. Suite a leur mobilisation, les cellules
inflammatoires produisent a leur tour des facteurs solubles qui vont stimuler la mobilisation, la
prolifération et la différenciation des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses
(CMLs). Parmi ces facteurs sécrétés, on retrouve des facteurs de croissance, des enzymes

protéolytiques et des médiateurs de 1’inflammation.

- La privation graduelle en oxygene mene les tissus environnants a 1’hypoxie. La
régulation de la néovascularisation par 1’hypoxie passe par la stabilisation du facteur de
transcription HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a). En conditions physiologiques, c'est-a-dire
en normoxie, la PHD (prolyl 4-hydroxylase) se lie a I’oxygeéne et hydroxyle des résidus proline
du facteur de transcription HIF-1a. Une fois hydroxylé, HIF-1a s’associe avec le produit du géne
von Hippel-Lindau pour étre rapidement dégradé dans le protéasome. En absence d’oxygene,
I’hydroxylation de HIF-la par la PHD est inhibée. Ne pouvant pas étre dégradé, HIF-la
s’accumule dans le cytoplasme et migre vers le noyau ou il va induire la transcription de génes
codant pour la synthése (suivant le gradient d’hypoxie) de protéines impliquées dans la
croissance vasculaire, dont notamment des facteurs de croissance et de leurs récepteurs, des

facteurs hématopoiétiques et de I’angiopoiétine-2 (Ang-2).

2-1-2 L’angiogenése

L’angiogenese décrit 1’augmentation de la densité¢ du réseau vasculaire grace a la
croissance par bourgeonnement des vaisseaux sanguins préexistants (Figure 2).
Initiée par I’inflammation et 1’hypoxie®, I’angiogenése débute par une phase de vasodilatation et
de perméabilisation de la structure vasculaire principalement dépendante de 1’activité biologique
du VEGF (vascular endothelial growth factor) et de I’Ang-2. La dégradation de la lame basale
par des enzymes protéolytiques (MMPs : matrix metalloproteinases, héparinases, protéases) et le
remaniement des protéines d’adhésion matricielles favorise la migration et la prolifération des
cellules endothéliales locales qui s’organisent sous forme de tubules pour former la lumiere du
nouveau vaisseau sanguin. Ce phénomene est principalement sous le controle du VEGF, du PIGF
(placenta growth factor) et du FGF-2. Cependant peu de choses sont connues sur les signaux qui

guident les cellules endothéliales pour s’organiser en trois dimensions. Des analogies de
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développement et de localisation anatomique entre le systéme vasculaire et le systéme nerveux
laissent entrevoir une implication des acteurs de la guidance neuronale comme les neuropilines,
les éphrines ou encore la nétrine.

A ce stade de ’angiogenése le vaisseau sanguin en formation est fragile. Le PDGF (platelet
derived growth factor) sécrété par les cellules endothéliales permet le recrutement de CMLs et de
péricytes environnants qui s’organisent autour du capillaire. L’angiopoiétine-1 (Ang-1) sécrétée
par les cellules murales stabilise la structure en croissance en liant sur son récepteur endothélial
Tie-2. Cette interaction est consolidée par le TGF-B (transforming growth factor-f8), qui de plus,
joue un role prépondérant dans la maturation du capillaire en inhibant la prolifération et la
migration des cellules endothéliales et en stimulant la production de matrice extracellulaire. La
régulation de la croissance vasculaire passe également par la déstabilisation des vaisseaux non
fonctionnels. Lorsque 1’Ang-2 exerce son effet vasodilatatoire sur la structure vasculaire en
absence de VEGF (contrairement a la phase initiale de perméabilisation cellulaire), la
déstabilisation du vaisseau ne conduit pas a la pousse vasculaire, I’Ang-2 devient dans ces

conditions un facteur de régression vasculaire.

| Figure 2: Acteurs cellulaires et moléculaires de I’angiogenése.
INITIATION Hif1-a Markkanen et al. 2005°.
of angiogenesis e . - . I
Ang-2 L’angiogeneése est initiée en réponse a I’hypoxie par la stabilisation du
s ittt o4 Tt facteur de transcription HIF-la. Le développement de la structure
membrane vasculaire implique dans un premier temps une phase de relaxation au
o cours de laquelle le VEGF et I’Ang-2 assurent la dégradation de la
[ membrane basale et le détachement des péricytes Puis, les cellules
NEOVESSEL Lt endothéliales activées par I’hypoxie proliférent et migrent pour
FORMATION e VEGEs | S’organiser en tubules sous I’action des VEGFs et des FGFs (notons la
- o p FGFs | prolifération conjointe des péricytes environnants). Les nouveaux
- Endothel ol A . . R B . ) :
proliferation and vaisseaux non fonctionnels dégénerent sous I’action de I’Ang-2 qui en
';'x:“n':"m £ absence de VEGF exerce une action déstabilisatrice sur la structure
vasculaire. Le processus d’angiogenése s’achéve par la maturation des
capillaires fonctionnels. Au cours de cette ultime étape principalement
ADAPTATION régie par les PDGFs et ’Ang-1, la lumiére endothéliale nouvellement
to tissue needs Ang-2 | formée est stabilisée par le recouvrement de péricytes et la formation de
< Regrassion of necvesshsdl la lame basale.
due 1o ack of Mow or
presence of growth Ang-1/2 : angiopoiétine-1/2, FGFs : fibroblast growth factors, HIF-la : hypoxia-inductible factor-la,
factors PDGFs : platelet-derived growth factors, VEGF(s) : vascular endothelial growth factor (s).
MATURATION
PDGFs
Attachment of pericytes Ang-1
Deposition of basement
£h )
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2-1-3 L’artériogeneése

L’artériogeneése permet le remodelage des artérioles préexistantes lorsque la pression
hémodynamique locale augmente suite a ’occlusion d’une ou plusieurs arteres principales. Ce
remaniement structural a pour but d’augmenter le diametre et donc la capacité de transport des
artérioles préexistantes (Figure 3). Ce processus compensatoire qui n’est pas dépendant de
I’hypoxie est initié par 1’action combinée des contraintes de cisaillement et de cytokines pro-
inflammatoires, dont notamment la chimiokine MCP-1 qui est décrite pour jouer un role essentiel
pendant le remodelage du systéme artériel’. En effet, MCP-1 favorise I’entrée dans la matrice
extracellulaire des monocytes qui, aprés activation, sécrétent des MMPs et des facteurs de

croissance qui vont promouvoir le développement du réseau vasculaire.

® ® Figure 3: Remodelage du systéme vasculaire pendant le
' processus d’artériogenése. Modifié de Roca et al. 2007’

artery

1. Suite & l’interruption du flux sanguin au niveau d’une artére
principale le sang est véhiculé par des arteéres collatérales qui
augmentent de diamétre au cours du processus d’artériogenése
pour s’adapter aux nouvelles conditions hémodynamiques.

side |increase in vessel
branch caliber

matrix
- remodeling
“a enhanced vSMC
coverage
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obstruction
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2. Le remodelage artériel dépendant de I’artériogenése implique la
réorganisation de la matrice extracellulaire et la prolifération des
cellules structurales du vaisseau (cellules musculaires lisses et
cellules endothéliales). L’augmentation de diamétre des artérioles
préexistantes est suivie par la superposition de feuillets de CMLs et

de matrice extracellulaire qui conférent a la nouvelle structure
vasculaire la résistance nécessaire pour supporter le nouveau flux
sanguin qui s’exerce sur ses parois.

remodeling of
collateral vessel

/ vSMCs : vascular smooth muscle cells, ECs : endothelial cells.

restored
blocd flow
to periphery

N

L’artériogenese débute par une phase de vasodilatation vasculaire. Les cellules endothéliales
activées par [’augmentation des forces de cisaillement produisent un puissant agent
vasodilatateur : le monoxyde d’azote (NO). Sa synthese s’effectue a partir de la L-arginine grace
a I’activité enzymatique de la NOS endothéliale (eNOS : endothelial nitric oxide synthase). Le
NO prend part dans la régulation de I’artériogenése en induisant la vasodilatation des vaisseaux
via la voie du GMPc (guanosine monophosphate cyclique). Ce nucléotide qui sert de second
messager pour de nombreuses fonctions cellulaires est particulicrement impliqué dans le
mécanisme de relaxation des CMLs (notons que le NO intervient également lors de la phase de
vasodilatation vasculaire qui initie le processus d’angiogenese). La vasodilatation du vaisseau
sanguin s’accompagne de la prolifération des cellules endothéliales et des CMLs qui est stimulée

par le VEGF, le FGF et le TGF-B. Ces facteurs de croissance vasculaire sont séquestrés dans la
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matrice extracellulaire ou sont produits par les cellules endothéliales activées et les cellules
immunocompétentes. Parallélement a la phase de prolifération, 1’activité protéolytique des
monocytes forme un espace dans la matrice extracellulaire pour que les cellules puissent migrer
et proliférer. Ainsi, la digestion de la lame élastique interne permet la libération et la migration
des CMLs depuis la média vers 1’espace subendothélial, créant ainsi une couche néointimale
épaisse typique d’une structure artérielle. Les forces de cisaillement régulent la différenciation
artério-veineuse essentielle a la spécialisation fonctionnelle et structurale du vaisseau. Elles
augmentent 1’expression endothéliale de molécules spécifiques du phénotype artériel et
diminuent les marqueurs veineux®. Le processus d’artériogenése s’achéve probablement lorsque
les forces de cisaillement diminuent sous une valeur minimale suite a I’¢largissement des
vaisseaux. L’artériogenése intervient ¢galement au moment du remodelage final des arteres
néoformées pendant les processus d’angiogenése et de vasculogenése (mécanisme de
néovascularisation que nous détaillerons par la suite) pour adapter leur diametre aux forces de

pression hémodynamiques qui s’exercent sur leur paroi.

2-2 Potentiel thérapeutique du FGF

Les facteurs de croissance sont des acteurs majeurs de la néovascularisation, ils régissent
de nombreuses ¢étapes de 1’angiogenese et de 1’artériogenese. Certains de ces facteurs, comme le
VEGF, sont relativement spécifiques des cellules endothéliales, alors que des facteurs comme le
FGF sont également actifs sur les cellules impliquées dans la stabilisation de la structure
vasculaire, et notamment les CMLs. Ainsi, ’administration thérapeutique de FGF pourrait
permettre de stimuler une croissance vasculaire mature et fonctionnelle qui garantirait la

pérennité de la revascularisation.

2-2-1 Ligands et récepteurs

La large famille des FGFs comprend 23 polypeptides identifiés qui montrent 30 a 70%
d’homologie dans leur séquence en acides aminés. Ils sont composés d’une extrémité carboxy-
terminale, d’un tronc commun de 140 acides aminés qui contient les domaines de liaison au
récepteur et aux HSPGs (heparan sulfate proteoglycans), et d’une extrémité amino-terminale qui
porte la séquence signal (Figure 4A). Le FGF-1 (FGF acide) et le FGF-2 (FGF basique) sont les
membres les plus impliqués dans les mécanismes de néovascularisation. Le FGF-2 présente une
forte affinité pour les HSPGs grace a deux domaines de liaison a I’héparine. Le complexe FGF-
2/HSPGs sert de réservoir pour le FGF-2 qui est libéré lors de la dégradation matricielle associée

aux processus de croissance vasculaire. Le complexe FGF-2/HSPGs protege ¢galement le FGF-2
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de la dégradation enzymatique des altérations structurales provoquées par I’acidification du

milieu extracellulaire.

Les FGFs exercent leur activité biologique en reconnaissant leurs récepteurs transmembranaires
a activité tyrosine kinase : les FGFRs. On dénombre quatre récepteurs aux FGFs : le FGFR-1, le
FGFR-2, le FGFR-3 et le FGFR-4. Les FGFRs sont composés de deux ou trois domaines
immunoglobuline extracellulaires (IgD I), IgD II et IgD III, éventuellement d’une région acide
entre IgD I et IgD II, d’'un domaine transmembranaire et d’un domaine intracellulaire a activité
tyrosine kinase (Figure 4B). Chez I’homme, les FGFRs présentent une importante homologie (60
a 80%) au niveau des domaines IgD II et IgD III contenant le site de liaison aux ligands. Les
FGFRs sont codés par des génes distincts, 1’épissage de leur I’ARNm génére des isoformes qui
différent de part la nature de leur domaine IgD III : IgD Illa, IgD IIIb ou IgD Illc. La portion du
géne codant pour le domaine IgD Illa étant invariante, les différents types de FGFRs se
distinguent par 1’épissage des portions du géne codant pour les domaines IgD IIIb ou IgD Illc.
Ainsi, on dénombre chez I’ Homme les récepteurs FGFR-1b, FGFR-1c, FGFR-2b, FGFR-2c,
FGFR-3b, FGFR-3c et FGFR-4c. Les différentes isoformes different également par leur nombre
de domaines IgD extracellulaires. En effet, si le récepteur présente 3 domaines IgD (I, II et III) il
est dit de forme a, alors que s’il présente 2 domaines IgD (II et III) le récepteur est considéré

comme ¢étant de forme . Notons que seuls les FGFRs de forme o peuvent étre internalisés.

A B Figures 4 : Structures génériques du FGF (A) et de
son récepteur (B). Bottcher et al.2005°.
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2-2-2 Effets biologiques du systéme FGF-FGFR

2-2-2-1 Dégradation de la matrice extracellulaire

Les FGFs régulent la déstructuration vasculaire qui initie les processus d’angiogenése et
d’artériogenése en augmentant la production d’enzymes impliquées dans la dégradation
matricielle comme 1’'uPA (urokinase plasminogen activator) et les MMPs'’. 1l module de plus
I’expression endothéliale du récepteur a I'uPA, permettant ainsi d’augmenter la protéolyse

matricielle et de diriger la pousse vasculaire en orientant la migration des cellules endothéliales.

2-2-2-2 Prolifération et migration des cellules endothéliales

Initialement connu pour exercer une activité mitogéne vis-a-vis des fibroblastes et des
cellules musculaires lisses, la présence des récepteurs au FGF de type 1 et 4 a la surface des
cellules endothéliales dénote de I’implication des FGFs pendant 1’angiogenése. Selon les travaux
de I’équipe du docteur Nourse en 2007, I’interaction du FGF-2 avec le FGFR-1 et le FGFR-4
favoriserait la prolifération des cellules endothéliales en culture (HUVECs), alors que leur
migration serait préférentiellement dépendante de la reconnaissance du FGFR-4'". Cependant
des données internes au laboratoire, sur cellules HUVECs en culture et sur un mode¢le d’implant
sous-cutané chez la souris, montrent que le FGFR-4 serait surtout impliqué dans la formation des
tubules endothéliaux et que 1’activité proliférative des cellules endothéliales est liée a I’activation
du FGFR-1 (non publié). Notons que 1’expression du FGFR-1 est décrite pour étre augmentée au
niveau des CMLs pendant I’artériogenése pour répondre a la stimulation paracrine des
monocytes qui sécrétent localement du FGF'?. Il apparait de facon intéressante que le FGF
stimule la prolifération et la différenciation des types cellulaires nécessaires a la formation de
vaisseaux sanguins matures (cellules endothéliales et musculaires) alors que les facteurs pro-
angiogéniques conduisent principalement a la formation de capillaires ou participent

exclusivement a la stabilisation des vaisseaux néoformés.

2-2-2-3 Bénéfice anti-apoptotique

Le potentiel pro-angiogénique du FGF n’est pas exclusivement médié par la stimulation
de la croissance vasculaire puisqu’il protége aussi les cellules endothéliales de 1’apoptose'”. La
prévention de la mort cellulaire associée aux épisodes ischémiques limiterait les dommages

tissulaires et augmenterait 1’efficacité de la revascularisation.
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2-2-2-4 Régulation croisée avec le VEGF

Le FGF stimule la néovascularisation par un effet direct sur les cellules endothéliales,
mais aussi en induisant la production de VEGF'. Décrit comme le plus puissant facteur de
croissance des cellules endothéliales, le VEGF est omniprésent dans la régulation de la
néovascularisation et apparait comme essentiel au développement vasculaire’”. La famille du
VEGF comprend six membres : le VEGF-A, le VEGF-B, le VEGF-C, le VEGF-D, le VEGF-E et
le PIGF. La forme la plus étudiée et la plus impliquée dans la régulation de la néovascularisation
est le VEGF-A, auquel on fait souvent référence en parlant du VEGF. Les différences de poids
moléculaire du VEGF (32 a 46 kDa) dénotent de la présence de différentes isoformes. Les plus
représentées sont le VEGF 21, le VEGF 65, le VEGF 39 et le VEGF,p6. Les effets biologiques
attribués au VEGF sont médiés par ses récepteurs transmembranaires a activité tyrosine kinase
présents a la surface des cellules endothéliales : les VEGFRs (vascular endothelial growth factor
receptors). Le VEGFR-1 (Flt-1) et le VEGFR-2 (Flk-1 ou KDR chez I’Homme) sont les deux

. . , ’ . r . 1
formes impliquées dans la régulation de la néovascularisaton'®.

2-2-3 Voies de signalisations intracellulaires

La fixation du FGF sur son récepteur est favorisée par son interaction avec les HSPGs
membranaires. La dimérisation du récepteur induit la phosphorylation des résidus tyrosines
intracellulaires qui conditionnent 1’activation de voies de transduction du signal : la voie
Ras/ERKSs pour la prolifération et la différenciation cellulaire, la voie de la phospholipase C pour

la morphologie et la migration, et la voie de la PI3K/PKB pour la survie (Figure 5).

Figure 5: Voies de signalisations intracellulaires du
Plasia systtme FGF/FGFR. Dorey et al.2010".

La fixation du FGF sur son récepteur entraine la
phosphorylation en cascade de protéines impliquées dans
Pactivation des voies de signalisation mitogenes :
morphologie et migration via la PKC (A), protection
contre 1’apoptose via la PI3K/PKB (B), prolifération et

@ différenciation via RAS/ERKs (C).
\ CamKII : calcium/calmodulin-dependent protein kinase II, DAG : diacylglycerol, ERK :
CamKIll ( A extracellular-signal related kinase, FGF : fibroblast growth factor, FGFR : fibroblast growth
y % factor receptor, FRS2 : fibroblast growth factor receptor substrate 2, Gab : Grb2-associated
protein, Grb2 : growth factor receptor-bound protein 2, HSPG: heparan sulphate

proteoglycan, IP3 : inositol (1,4,5)-trisphosphate, MEK : mitogen-activated protein kinase

kinase, PI3K : phosphoinositide 3-kinase, PIP3 : phosphatidylinositol (3.4,5)-trisphosphate,

. . . PKB : protein kinase B, PKC : protein kinase C, PLCy : phospholipase Cy, cRaf: v-raf-

Morphology;  Survival Proliferation leukemia viral oncogene homologue 1, Ras: rat sarcoma, SHP2 : SH2 domain-containing

migration cell fate determination tyrosine phosphatase 2, SOS: son of sevenless, Src: sarcoma proto-oncogene tyrosine
kinase.

Parallelement a ces voies de régulation, le FGF peut également étre importé vers le noyau pour
intervenir dans la régulation génique de la cellule. La participation des récepteurs FGFRs est

essentielle a I’endocytose du FGF. Néanmoins, I’internalisation du complexe FGF-FGFR reste

-21 -



indépendante de la phosphorylation du récepteur par son ligand'®, mais elle nécessite tout de
méme la phosphorylation d’acides aminés du domaine C-terminal cytosolique du récepteur.
L’internalisation du FGF, qui implique la protéine chaperonne Hsp90, est ainsi dépendante de
I’activité de la PI3K et la p38 MAPK. Une fois dans le cytosol, le FGF migre vers le noyau pour
exercer son activité mitogéne au niveau de I’ADN. Le FGF est ensuite phosphorylé par la PKCS
nucléaire (protéine kinase qui transite entre le cytosol et le noyau et qui est activée par la
stimulation du systéme FGF). La phosphorylation du FGF provoque son export vers le cytosol
ou il est déphosphorylé et dégradé.

2-3 Potentiel thérapeutique des EPCs

Les recherches en médecine régénérative prévoient la greffe de cellules souches dans le
but de restaurer les fonctions d’un tissu ou d’un organe lorsqu’elles sont altérées par un accident,
une pathologie ou le vieillissement. En effet, les capacités d’auto-renouvellement (multiplication
a DI’identique) et de différenciation (spécialisation en un type cellulaire donné) des cellules
souches en font un outil de choix pour tenter de promouvoir la régénération tissulaire. L'origine
des cellules souches utilisées pose néanmoins des problémes d'éthique car leur origine était
majoritairement embryonnaire. C’est la raison pour laquelle les cellules souches adultes
disséminées sous forme de niches au sein de I’organisme comme la moelle osseuse, le sang, le
cordon ombilical ou le tissu adipeux sont de plus en plus étudiées. L’intérét porté aux cellules
souches pendant la néovascularisation a débuté a la fin des années 90, lorsque les docteurs
Asahara et Isner ont identifi¢ dans le sang humain des cellules progénitrices endothéliales
(EPCs) capables de se différencier en cellules endothéliales, de former des nouveaux capillaires
et d’initier la revascularisation sur des modéles animaux d’ischémie'’. Ces progéniteurs
circulants qui voient leur nombre augmenter suite a une ischémie aigué ou dans le cadre de la
reperfusion  post-ischémique cardiaque chez I'Homme™ sont impliqués dans la
néovascularisation via leur recrutement depuis la moelle osseuse vers le site de pousse vasculaire
pendant un processus physiologique qui a longtemps €té associ¢ a la vie embryonnaire : la

vasculogenése.

2-3-1 La vasculogenése

La vasculogenése assure la synthése de novo de nouveaux vaisseaux sanguins via la
mobilisation de cellules souches issues de la moelle osseuse. Son initiation est dépendante de
I’inflammation et de ’hypoxie'. L’augmentation des concentrations circulantes et tissulaires en

facteurs de croissances (VEGF, PIGF et FGF-2) induit le recrutement et la migration depuis la
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moelle osseuse d’un précurseur cellulaire trés précoce, 1’angioblaste, qui prolifére et se

\

différencie en EPC. Cette cellule souche est a 1’origine des lignées vasculaires (cellules
endothéliales et CMLs) et de la lignée hématopoiétiques (cellules sanguines).

Les EPCs migrent vers le tissu ischémique ("homing") selon le gradient de facteurs chimio-
attractants produits en réponse a I’hypoxie. Leur mobilisation dépendante du VEGF est initiée
par 'interaction de ce facteur de croissance avec le VEGFR-1 (vascular endothelial growth
factor receptor-1) présent a la surface des EPCs™. En plus des facteurs de croissance cités
précédemment, la mobilisation des EPCs est influencée par des facteurs hématopoiétiques
comme I’EPO (I’érythropoiétine), le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor), le G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) et SDF-1 (stromal cell-derived factor-
1). Ce dernier facteur sécrété par les plaquettes mobilisées sur le site d’ischémie contribue au
recrutement des EPCs via son interaction avec leur récepteur membranaire CXCR4%. Les EPCs
adhérent a la paroi vasculaire par 1’intermédiaire de protéines d’adhésion comme la VE-
cadhérine et les E et P-sélectines. Elles peuvent participer a la formation de nouveaux vaisseaux

sanguins ou exercer une activité trophique pour les cellules environnantes (Figure 6).

Figure 6 : Implication des EPCs dans la réparation
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tissulaire post-ischémique. Tongers et al. 20107,

Les EPCs sont mobilisées depuis la moelle osseuse en
réponse a des stimuli physiologiques ou pathologiques
tels que D’ischémie. Attirées sur le site de Iésion
tissulaire, elles sécrétent de multiples facteurs qui
entretiennent leur mobilisation et favorisent le
développement vasculaire. Les EPCs ont également la
capacité d’intégrer a la paroi vasculaire pour en réparer
les dommages ou promouvoir la croissance vasculaire.
Les EPCs pourraient de plus se transdifférencier en
cellules spécifiques du tissu 1ésé (cardiomyocytes par
exemple).

G-CSF : Granulocyte colony-stimulating factor, GM-CSF : Granulocyte macrophage

colony-stimulating factor, MMPs : Matrix metalloproteinases, TIMPs : Tissue
inhibitor of metalloproteinases.



2-3-2 Caractérisation phénotypique

Comme la plupart des cellules souches adultes, les EPCs sont retrouvées au sein de
niches au niveau de la moelle osseuse, du sang périphérique, du sang de cordon, ou encore du
tissu adipeux. La signature phénotypique des EPCs n’est pas clairement définie dans la littérature
et diverge selon les auteurs. Elles sont classiquement caractérisées par 1’expression d’au moins
deux marqueurs de cellules souches ou progénitrices hématopoiétiques (CD133, CD117, CD34)
et d’un marqueur de cellules endothéliales matures (VEGFR-2, CD31, Tie-2). L’expression du
FGFR-1 a la surface des EPCs exprimant le marqueur de surface CD34 dénote de I’implication
du FGF dans la vasculogenése™. L’isolement & partir de sang humain de deux populations
d’EPCs qui différent de part leur phénotype, leur durée de vie, et leur capacité proliférative
pourrait expliquer leur dualit¢é d’action (intégration et activité sécrétoire) pendant la
vasculogenése™. On distingue les EPCs dites précoces, qui ont une durée de vie d’environ quatre
semaines, possédent des caractéristiques de cellules inflammatoires : elles participent a la
néovascularisation via la sécrétion de facteurs solubles pro-angiogéniques qui entretiennent leur
recrutement et inhibent la mort cellulaire, favorisant ainsi la régénération des tissus environnants.
Les EPCs tardives, qui elles sont viables jusqu’a douze semaines, expriment des marqueurs
caractéristiques des cellules endothéliales. Elles se distinguent des EPCs précoces par leur

potentiel de différenciation et d’incorporation aux capillaires néoformés.

L’angiogenese, la vasculogenese et [’artériogenese sont des processus physiologiques distincts
qui cooperent pour promouvoir la synthese de nouveaux vaisseaux sanguins (Figure 7). La place
prépondérante occupée par les facteurs de croissance, et notamment le FGF, pendant les
processus de néovascularisation motive les recherches cliniques a les utiliser pour promouvoir
la revascularisation des membres inférieurs dans le cadre du traitement de I’AOMI. Une autre
approche thérapeutique, axée quant a elle sur la thérapie cellulaire, envisage d’utiliser le
potentiel vasculogénique des EPCs. En effet, la capacité de mobilisation des EPCs sur le site
d’ischémie permet d’assurer une source de cellules vasculaires (réle d’intégration) et un moyen
de délivrance locale de facteurs de croissances endogenes (role sécrétoire). Néeanmoins, les
régulations croisées de la néovascularisation laissent penser que [’efficacité thérapeutique de

ces deux concepts, au demeurant complémentaires, pourrait passer par leur association.
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Figure 7 : Processus physiologiques régissant la synthése de nouveaux vaisseaux sanguins. Origine personnelle.

Face a l’obstruction du systéme artériel, des mécanismes compensatoires se mettent en place pour assurer la revascularisation
des territoires ischémiés. Au cours de I’angiogenése, les cellules endothéliales et les cellules murales présentes in situ assurent le
bourgeonnement du systéme vasculaire préexistant. Les cellules endothéliales proliférent, se différencient et s’organisent sous
forme de tubules endothéliaux avant que la nouvelle structure en croissance soit stabilisée par les cellules murales.
Parallélement, la vasculogenese décrit la synthése de nouveaux capillaires a partir de cellules souches mobilisées depuis la
moelle osseuse. Apres leur prolifération et leur différenciation en EPCs, elles adhérent a la paroi vasculaire pour intégrer le
vaisseau natif (en tant que cellules endothéliales mdtures) ou exercer une activité sécrétoire locale. Enfin, le remodelage final
des vaisseaux néoformés est réalisé pendant un processus assimilé a 'artériogenése, processus au cours duquel le diamétre
arteériel est adapté au flux sanguin.

EPCs : endothelial progenitor cells.

2-4 Recherches cliniques

Les résultats prometteurs obtenus lors de 1’administration de facteurs de croissance et

27-29 .
ont motivé leur

d’EPCs sur des modeles précliniques d’ischémie des membres inférieurs
¢valuation au cours d’essais chez des patients atteints d’'une AOMI. L’administration locale
(simple ou répétée) par voie intramusculaire ou intra-artérielle est préférée a la voie systémique

car elle permet de s’affranchir des putatifs effets déléteéres associés a une thérapie visant a

stimuler la néovascularisation.

2-4-1 Facteurs de croissance

Une revue de la littérature résumée dans le tableau 1°**

renseigne sur 1’utilisation des
facteurs de croissance au cours de protocoles cliniques chez des patients atteints d’'une AOMI.
La courte demi-vie des facteurs de croissance recombinants a rapidement orienté la recherche
clinique vers une délivrance controlée grace la technologie du transfert de géne. Cette approche
qui présente une relative spécificité de site permet d’allonger la période d’action des facteurs de

croissance et les protége de leur éventuelle dégradation systémique. Le transgéne codant pour la
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protéine d’intérét est délivré par 1’intermédiaire d’un plasmide ou d’un vecteur viral (virus
inactivé). Une fois incorporé dans I’ADN de la cellule héte, le transgeéne stimule la production
locale et continue de facteurs de croissance. L’administration est soit réalisée grice a un
ballonnet préalablement recouvert qui est canulé au niveau d’une artére, soit par injections

intramusculaires multiples.

) . ; Durée du - Améliorations Physiopathologies
Etude Phase Pathologie Effectif Voie sulvi Délivrance {p<0,05) renseignées (%)
FGF-2 o :fZgB%uf30) I cl 19 ia 24 sem PR Perfusion mollet D (25%). HL (50%), HT(60%)
FGFA ‘;f'z‘gz'g"é N I lsch C 51 im 24 sem P |Pabgpuoz, D (40%), HL (50%), HT (60%)
Makinen Isch ¢ : P IPS. SA,
VEGFiss 412002 (32) I ol 54 ia 12 sem Yy DR, DMSD, U D (25%). HL(30%), HT (70%)
FGF-2 o ';T‘lg'c"‘le:';& 11 cl 190 ia 12 sem PR TMSD D (30%). HL (75%). HT (75%)
Rajagopalan . o o
VEGF121 ot al.2002 (34) I Cl 18 im 51 sem Adv Aucune D (30%), HL (55%)
VEGF Mohler I Isch C 15 i 51 AdV A D (40%), HL (40%

121 et al.2003 (35) sch im sem a ucune { o), { To)
VEGFiz1 e'?::_azgo%p;gg) I cl 105 im 26 sem AdV Aucune D (30%), HL (30%), HT (85%)
VEGFiss Shyu I Isch C 21 im 26 sem P IPS. SA D (50%)

et al.2003 (37) - - '
FGF- Matyas I Isch C 13 i 12 P A D (30%). HL (25%). HT (75%
et al.2005 (38) / s im sem ucune (30%). HL (25%). HT (75%)
VEGFiss ef;:skggz'ffm 1I Isch C 54 im 14 sem P IPS, U, QV D (100%), HL(30%), HT (60%)
Powell . o
HGF ef al.2008 (40) /11 Isch C 104 im 24 sem P Aucune D (55%)
Nikol " . ” Nombre et degré oy o -y
FGF-1 ot al.2008 (41) II Isch C 125 im 25 sem P des amputations D (45%), HL (50%). HT (70%)
Morishita . IPS, o o o
HGF otal2011 (42) I Isch C 17 im 8 sem P DR. DMSD, U D (55%), HL (40%). HT (70%)
Belch " : g 0/ o o
FGF-1 ot al.2011 (43) III Isch C 525 im 24 sem P Aucune D (50%). HL (60%}). HT (80%)
Juventas . . - . - _—
SDF-1a II Isch C 48 im Autorisation cle la Food and Drug Administration en 2009, en cours d'investigation

Therpeutics

Tableau 1 : Administration clinique de facteurs de croissance dans le cadre de ’AOMI. Etudes de plus de 10 patients.

AdV : adénovirus, CI: claudications intermittentes, D : diabéte, DMSD : distance de marche sans douleur, DR : douleur au repos, FGF :
fibroblast growth factor, HGF : hepatocyte growth factor, HL : hyperlipidémie, HT : hypertension artérielle, ia: intra-artérielle, im :
intramusculaire, IPS : index de pression systolique, Isch C : ischémie critique, P : plasmide, PR : protéine recombinante, QV : qualité de vie, SA :
score angiogénique, SDF-1a : stromal cell-derived factor-1a, sem : semaine, TcPO2 : pression transcutanée d’oxygéne, TMSD : temps de marche
sans douleur, U : ulcérations, VEGF : vascular endothelial growth factor.

L’administration de facteurs de croissance (VEGF, FGF ou HGF) recombinants ou produits in
situ par transfert de géne a montré sa faisabilité et son innocuité. Néanmoins leurs bénéfices
thérapeutiques restent modérés. L’efficacité des facteurs de croissance est difficile a prévoir car
elle dépend de la dégradation systémique, du pouvoir infectieux du vecteur, et du contrdle de la
production pour éviter la saturation du systéme. Une étude récemment acceptée par la Food and
Drug Administration prévoyant I’administration d’un plasmide (JVS-100) qui code pour la

chemokine SDF-la montre I’intérét que porte la recherche clinique a promouvoir la
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néovascularisation en stimulant le processus de vasculogenése. Ainsi, la mobilisation d’EPCs sur

le site d’ischémie pourrait favoriser la production locale de facteurs de croissances endogenes.

2-4-2 Thérapie cellulaire avec les EPCs

L’administration clinique de cellules souches adultes est réalisée dans un contexte
autologue. Les cellules du patient sont prélevées puis réinjectées pour éviter les risques de rejet
de greffe. Cependant les quantités d’EPCs circulantes (moins de 0,01%) ou médullaires sont
infimes. Leur utilisation thérapeutique nécessite donc des étapes de tri et d’amplification en
culture qui sont longues (prolifération in vivo limitée), lourdes techniquement, et qui peuvent de
plus étre la source de modification génique des cellules. Les études cliniques se tournent vers une
population cellulaire plus large, les cellules mononuclées (MNCs) exprimant au moins le
marqueur de surface CD34 qui reste prédictif du phénotype EPC*. Les MNCs issues de la
moelle osseuse (BM-MNC) et du sang périphérique (PB-MNC) sont les plus utilisées pendant les

essais cliniques (Tableau 2*°%).

. . . Durée du CD34+/jamhe Ameéliorations Physiopathologies
Etude Phase Pathologie Effectif Voie T {x107% SD) (p<0.05) renseignées (%)
BM-MNC iji:fg‘ug;{jg”)a 1/1 lsch & 47 im 24 sem 3718 'Psb;°$w?§b5A- D (70%), HL (40%), HT (70%)
Miyarnoto . MMC non triées Perfusion mallet,
BULMNG | 0 ) lsch C 12 im 4 sem e DR TMSD D (30%)
Durdu . IPS,
BMANG oo ) Isch C 25 im 24 sem 53435 OR. TMSD, Qv D (10%), HT (10%)
BM-MNC etHaﬁ;%%n?dﬁiza) lsch G 12 im 24 sem 81460 IS, 58;1;%”9“99' D (75%), HT (E5%)
BUMMNC f;gg;h@g) I lsch ¢ 2% fatim 5B sem 53434 1P, S0z ateriele, D {40%), HL {95%), HT (100%)
BMMNC aI;DaDIt?D e0) lsch ¢ 14 i 24 sem M'\jlgunindg'uées OR D (20%), HL (30%), HT (74%)
BM-MNC Huang lsch © 74 im 12 sem 2723 IPS, perfusion jambe, D (B5%), HL (40%), HT (50%)
et al 2007 (51) ES TcPOZ2, DR, DMSD, U, T ' '
BMMNC aE?SEa(sz) 11 lsch C 115 im 154 sem  Man renseigné DR, DM3D, U D (50%), HL (15%), HT (60%)
BMMNC al_\;\‘;“fr(ﬁ) 1 Isch C 40 ia 3 sem 08 +05 DR, U D (80%), HL (75%), HT (7O%)
Huan IPS, perfusion jarmbe, 54,
PB-MNC * g - lsch C 28 im 12 sem 1220, DR, DMSED, U, D (100%)
et al 2005 (54) - )
ratection amputation
PBMNC* al;ggg &) lsch C 152 im 12 sem 53408 DR, T D (60%), HL (95%), HT (B0%)
PB-MNC * EtKaT"SSS”a“ESB) lsch & 92 im 6 sem 4235 Aucune D (70%)
PBMNC aT;E%r:SD(S?) Isch © 29 ifm 52 sem 030, DR, DMSD D (55%), HL (55%), HT (45%)
Huang IPS, perfusion jambe, o o o
PB-MNC* ;. o007 1) lzch 76 im 12 gem 230+1438 TePO2 DR, DMED, U, T [ (B5%), HL (40%), HT (65%)
PBMNC*  Kawamoto 1/ lsch C 17 im 12sem  DO1/005/01 P ortail, TR02, D (35%), HL (10%), HT (30%)

et al 2009 (58)

par kg

DM, DR, DMSD, U

Tableau 2 : Administration clinique de BM-MNC et de PB-MNC dans le cadre de ’AOMI. Etudes de plus de 10 patients.

BM-MNC : bone marrow mononuclear cells, D : diabéte, DM : distance de marche, DMSD : distance de marche sans douleur, DR : douleur au
repos, HL : hyperlipidémie, HT : hypertension artérielle, ia : intra-artérielle, im : intramusculaire, IPS : index de pression systolique, Isch C:
ischémie critique, PB-MNC : peripheral blood mononuclear cells, QV : qualité de vie, SA : score angiogénique, sem : semaine, SO, : saturation
en oxygene, T : thermographie, TcPO2 : pression transcutanée d’oxygéne, TMSD : temps de marche sans douleur, U : ulcérations.

(* : Recrutement périphérique stimulé par pré-traitement des patients avec du G-CSF).
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Les MNCs CD34" sont cependant moins représentées dans le sang que dans la moelle osseuse™,
ainsi pour augmenter le rendement de prélevement des PB-MNC [I’utilisation clinique de ces
derni¢res est le plus souvent associée a un pré-traitement des patients avec un facteur
chimoattractant comme le G-CSF qui favorise leur mobilisation depuis la moelle dans le sang.
Les résultats des études cliniques utilisant les cellules mononuclées CD34" circulantes ou
médullaires mettent en avant la faisabilité et I’innocuité de cette approche. Chez certains patients
I’amélioration du degré des nécroses et des ulcérations est remarquable, mais 1’efficacité
thérapeutique reste cependant hétérogéne selon les individus. L’utilisation des MNCs doit tenir
compte du nombre de cellules administrées, de leur phénotype, ou encore a leur technique de

séparation par rapport a la population sanguine (automates de séparation ou gradient de densité).

Les effets encourageants observés lors de 1’utilisation des facteurs de croissance et des EPCs sont
néanmoins pondérés par leur manque de reproductibilité en termes d’efficacité thérapeutique.
Hormis les variations expérimentales dues a la nature de I’approche thérapeutique, il semble
important de prendre en compte la divergence des parameétres inhérents aux essais cliniques :

- critéres de récupération pris en compte et durée du suivi clinique.

- constitution des groupes expérimentaux déséquilibrés : peu de patients sont inclus dans
les groupes contrdles, grades d’ischémie variables selon les études et au sein des mémes études.

- enrdlement de patients ayant des profils physiopathologiques et des antécédents
médicaux différents. Malgré généralement ’arrét des traitements médicamenteux pendant les
phases d’¢tude cliniques, les réponses biologiques chez les patients traités pour des
physiopathologies associées (diabete, dyslipidémie, hypertension) peuvent étre influencées par la
nature du traitement. Par exemple, les statines prescrites pour corriger 1’hypercholestérolémie
sont décrites pour augmenter I’angiogenése et les capacités vasculogéniques des EPCs™ .

- faible nombre de patients enrdlés : les candidats sont peu nombreux car les études
thérapeutiques concernent en priorité les patients a des stades ultimes de la maladie. De plus, les
critéres d’exclusion sont sévéres a cause des effets délétéres que pourraient engendrer une
thérapie visant a stimuler la néovascularisation. En effet, tout comme dans le cas de
I’administration de facteurs de croissance, 1’utilisation de la thérapie cellulaire pourrait étre
susceptible de favoriser le développement de tumeurs latentes ou d’aggraver des pathologies
caractérisées par une vascularisation excessive comme la rétinopathie diabétique et la

dégénérescence maculaire. Cependant, aucune étude ne reporte a ce jour de tels effets adverses.
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Des études a plus grande échelle doivent étre envisagées pour valider la reproductibilité et la
stabilité dans le temps des améliorations cliniques observées chez les patients souffrant d’AOMI.
Comme on pouvait [’attendre, [’évaluation distincte de [’administration de facteurs de
croissance et de la thérapie cellulaire utilisant les EPCs montre un bénéfice thérapeutique
moderé. Ainsi, les futurs essais cliniques pourraient faire [’objet de [’optimisation des stratégies
déja envisagées : co-administrations de facteurs de croissance et d’EPCs ou prétraitement des

EPCs pour augmenter leur potentiel vasculogénique.

3- Modéles expérimentaux d’AOMI

Les modeles d’AOMI sont documentés chez de nombreuses espéces : porc, chien, lapin,
hamster, rat ou souris. Ils sont considérés comme des modeles précliniques de référence pour
¢étudier la pathologie ischémique des membres inférieurs. L’ischémie du membre inférieur est
pratiquée par obstruction d’une artére principale et/ou de son réseau collatéral. Les animaux de
grande taille permettent une bonne identification du réseau artériel et de ses vaisseaux
collatéraux. Les sites de mesure de la reperfusion post-ischémique sont plus variés et plus
facilement accessibles. La vascularisation naturelle des différentes espéces conditionne le choix
de ’espece d’étude. Le nombre de vaisseaux collatéraux a isoler pour induire 1’ischémie chez le
chien ou le rat rend plus difficile la mise en place d’un modeéle d’AOMI. La densité et la
localisation anatomique du réseau collatéral chez le lapin, le cochon et la souris ressemble a celui
de ’'Homme. Un modéle d’AOMI développé chez ces espéces semble ainsi plus prédictif de la
pathologie humaine. La mise au point de modeles d’AOMI chez la souris bénéficie de plus de
I’apport de la transgénése et d’outils génétiques novateurs qui sont un soutien de choix pour
I’¢tude des régulations des processus de néovascularisation et la génération de souches relevant
de la physiopathologie humaine. De plus, le phénotype immunodéprimé de certaines souches
autorise la réalisation d’approches de thérapie cellulaires qui prévoient la greffe de cellules
humaines. L utilisation de la souris pour développer un modéele d’AOMI permet la transposition
de critéres de récupération mesurés chez ’Homme. En effet, les progrés réalisés par les
technologies d’imagerie chez le petit animal permettent de renseigner sur des parametres

fonctionnels (imagerie Doppler, imagerie RX) qui sont évalués au cours des essais cliniques.

3-1 Sélection de la souche murine

L’¢évaluation du bénéfice de la stimulation de la néovascularisation par administration de
facteurs pro-angiogéniques est évaluée chez des souris au phénotype sauvage (Balb/c, C57BI6,

FVB, OF1...) ou présentant un retard de reperfusion post-ischémique attribué a des processus de
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néovascularisation déficients : hypercholestérolémie®’, diabéte™ ou vieillissement®®. Parmi les
mode¢les physiopathologiques les plus utilisés on trouve les souris ApoE'/ " ou LDLR”
(dyslipidémie) et les souris db/db ou ob/ob (diabete de type II). Les dérégulations métaboliques
peuvent également étre induites par une alimentation modifiée riche en lipides (dyslipidémie
et/ou diabéte de type II) ou par I’injection de streptozotocine (diabéte de type I). Notons que le
sexe des animaux influence également la reperfusion post-ischémique, en effet, chez la souris

C57BI6, les femelles présentent un retard de revascularisation®,

3-2 Induction chirurgicale de ’ischémie

Initialement décrite chez les animaux de grande taille, la diminution du flux sanguin chez
les modeles d’AOMI était réalisée par la "technique du tourniquet" (principe du garrot). Mais les
effets adverses vis-a-vis des muscles et des nerfs ont orienté les expérimentateurs vers
I’utilisation de la chirurgie pour induire une ischémie spécifique du territoire vasculaire. La patte
inférieure de la souris est isolée du reste de la circulation sanguine par I’interruption du flux
sanguin au niveau de I’artére fémorale superficielle. L’induction chirurgicale de I’ischémie est
rapide et peu invasive (intégrit¢ des fibres musculaires et du nerf fémoral) pour limiter les
conséquences inflammatoires et préserver la capacité motrice de la patte. Les modéles murins
d’AOMI mettent en ceuvre une ischémie unilatérale car les modeles d’ischémie bilatérale sont
considérés comme trop séveres et montrent une importante mortalit¢ des animaux. Selon les
modeles I’induction de I’ischémie différe de part la nature et la localisation anatomique de

’obstruction®.

L’interruption du flux sanguin fémoral peut étre réalisée par électrocoagulation ou ligature de
I’artere : région des iliaques, juste apres le ligament inguinal, ou au niveau de la bifurcation des
arteres saphéne et poplitée (Figure 8). La technique chirurgicale qui reste la plus décrite pour
limiter le nombre de vaisseaux collatéraux fonctionnels consiste a isoler ’artére fémorale de la
circulation systémique en retirant une portion de 1’artére entre le ligament inguinal et la
bifurcation des artéres saphéne et poplitée apres avoir cautérisé¢ 1’ensemble du réseau collatéral
se trouvant entre les deux extrémités de la zone excisée®. Notons que certains protocoles
prévoient de s’affranchir du retour veineux en ligaturant ou en excisant a la fois I’artére et le

veine fémorale.
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Figure 8 : Organisation du réseau vasculaire de
Inguinal ligament | la face interne de la cuisse chez la souris.

Vascularisation superficielle. Modifié de Cooke et
- Femoral nerve al. 2009%.
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3-3 Critéres d’évaluation de la régénération vasculaire post-ischémique

3-3-1 Symptomes physiques

L’état général de la patte est estimé par la détermination de la prévalence des ulcérations
et des nécroses consécutives a I’ischémie. Les 1ésions sont quantifiées et hiérarchisées (score de
nécrose) selon leur sévérité et leur localisation anatomique : ongles, doigts, pied, patte. Le stade
ultime de cet index est I’auto-amputation de la patte. Pour respecter le code sur I’éthique de
I’expérimentation animale il est important de mettre en ceuvre un modele d’AOMI présentant des
scores de nécroses modérés. La récupération des capacités motrices est évaluée par la mesure de
la distance de marche ou par la détermination de la surface d’appui au sol. La récupération

sensorielle est quant a elle mesurée en controlant le reflexe inné face a la chaleur ou a la piqtre.

3-3-2 Estimation de la néovascularisation

3-3-3-1 Suivi de la reperfusion de la patte ischémiée

Le suivi post-ischémique est réalisé par imagerie Doppler en mesurant le flux sanguin au
niveau du pied, de la patte entiére, ou d’un muscle d’intérét (cuisse ou mollet). L’induction
unilatérale de I’ischémie permet d’exprimer les résultats sous forme d’un ratio de perfusion entre
la patte ischémiée et la patte contréle (ratio I/C) qui permet de s’affranchir des variations
environnementales pendant la mesure (température ambiante, luminosité) et interindividuelles
(I’animal est son propre controle). La durée du suivi dans le temps et la stabilité du flux mesuré
renseignent sur la pérennité de la néovascularisation. Lors de 1’excision de I’artére fémorale chez
la souris C57BI6, la reperfusion de la patte atteint un plateau 28 jours post-ischémie et reste

stable au moins jusqu’au 35™ jour®.
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3-3-3-2 Immunohistochimie

L’augmentation de la taille et de la densit¢ des artéres est un critere majeur de
néovascularisation associée a la reperfusion post-ischémique. Les cellules endothéliales sont
quantifiées par immunohistochimie (IHC) ou hybridation in situ (ISH) sur coupes histologiques
de muscle grice au marquage de protéines de surface spécifiques comme CD31 par exemple®.
Les co-marquages avec des protéines impliquées dans la stabilisation des vaisseaux telles que
I’a-SMA (a-smooth muscle actin) ou le récepteur Tie-2 permettent de renseigner sur la
maturation et la pérennité de la nouvelle structure’’. La quantification doit cependant tenir
compte de ’atrophie musculaire consécutive a I’ischémie, les résultats sont donc exprimés par
unité de surface ou par nombre de fibres musculaires. Les techniques d’THC et d’ISH permettent
¢galement d’apprécier les régulations de protéines impliquées dans la régulation de la
néovascularisation comme les facteurs de croissance et leurs récepteurs ou des marqueurs

d’hypoxie musculaire comme le facteur de transcription HIF-1a.

3-3-3-3 Imagerie du petit animal

L’utilisation des techniques d’imagerie par rayons X comme la tomographie 3D* ou
I’angiographie renseigne sur la fonctionnalit¢ de la néovascularisation. L’agent de contraste
radio-opaque préalablement injecté qui ne diffuse que dans les zones irriguées permet de
visualiser les zones et les caractéristiques de la néovascularisation (Figure 9). L’analyse prend en
considération le nombre et le diamétre des vaisseaux, le nombre de connectivités ou encore
I’espace inter-vaisseaux. Les conditions de détection sont optimisées pour visualiser le maximum
d’informations sur le réseau artériel et particulierement les vaisseaux de petite taille:
administration systémique d’antiagrégants plaquettaires / anticoagulants / vasodilatateur, fixation
de la structure vasculaire, nature et densité de 1’agent de contraste, injection continue a pression
physiologique. Notons que la proximité de I’injection de 1’agent de contraste par rapport a la

zone d’analyse garantie une meilleure qualité¢ d’image qui facilite la quantification.

DIR Figure 9 : Suivi par tomographie 3D de la
néovascularisation post-ischémique chez
1a souris. Oses et al. 2009%.

Souris C57B16, 10-12 semaines. L’ischémie
est induite par I’excision d’une portion de
I’artére fémorale.

DO : jour d’induction de I’ischémie / D7, D15, D21, D28 : 7, 15,
21 et 28 jours post-ischémie.




3-3-3-4 Marqueurs de la néovascularisation

La détermination des concentrations tissulaires et circulantes des acteurs biologiques
impliqués dans la régulation du développement vasculaire (facteurs de croissances, cytokines...)
renseigne sur la régénération vasculaire. Les taux de protéines et/ou d’ARNm tissulaires sont
mesurées sur des homogénats de muscle grace a des techniques comme le "western blotting" ou
la PCR (polymerase chain reaction). Les acteurs cellulaires circulants (sang périphérique) de la
néovascularisation, comme les EPCs, sont identifiés et quantifiés par cytométrie en flux par la
détection de marqueurs protéiques de surface spécifiques, ou aprés mise en culture via leur

capacité a incorporer le LDL acétylé et a fixer sur leur membrane plasmique I’isolectine®.

Les différentes techniques chirurgicales d’induction de l’ischémie et l'influence croisée de l’dge,
du sexe, du fond génétique et du profil physiopathologique des animaux compliquent
I’interprétation des données bibliographiques et la comparaison des différents modeles d’AOMI.
Néanmoins cette diversité expérimentale autorise la mise en place de modeles optimisés par

rapport aux objectifs thérapeutiques envisages.

4- Projet de recherche

L’objectif de ce stage de recherche a ¢té la mise en place d’un modéle murin d’AOMI en
vue d’évaluer le bénéfice thérapeutique de la stimulation des processus de néovascularisation
vis-a-vis de la régénération vasculaire et musculaire de la patte ischémiée. Une premicre
approche a consisté en I’activation du systéeme FGF par un agoniste de synthese : le SAR X. La
deuxieme approche (thérapie cellulaire) s’est focalisée sur I’administration d’EPCs pour stimuler
le processus de vasculogenese via leur capacité a étre mobilisées sur le site d’ischémie pour
intégrer la structure vasculaire en croissance et pour augmenter la synthése locale de facteurs de
croissance endogenes. Ces deux concepts thérapeutiques sont évalués dans un premier temps de

facon indépendante avant d’envisager plus tard leur association.

Partie 1 : Mise en place d’un modele d’AOMI chez la souris nude.

L’approche en thérapie cellulaire que nous voulons évaluer prévoit I’utilisation d’EPCs d’origine
humaine. Ainsi, nous avons mis en place notre modele d’AOMI chez une souche
immunodéprimée pour éviter le rejet des cellules. Nous avons donc choisi d’utiliser des souris
nude. Une étude préliminaire nous a tout d’abord permis de comparer deux fonds génétiques
courant pour cette souche (C57Bl6 et Balb/c) avec 1’objectif de sélectionner les souris qui

présentent le retard de reperfusion le plus important tout en ayant une incidence et une sévérité
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des nécroses de la patte éthiquement acceptables. Nous avons caractérisé par la suite notre
modele d’AOMI chez la souche nude retenue en focalisant notre étude sur des temps précoces
pour cerner au mieux les régulations consécutives a 1’ischémie. Outre la survie de la patte
ischémiée et la reperfusion distale, nous avons suivi les modifications environnementales
associées a I’ischémie telles que I’inflammation et régénération musculaire. En complément, la
fonctionnalité des nouveaux vaisseaux sanguins a été vérifiée au niveau des muscles de la cuisse
et du mollet. Enfin, nous avons mis en évidence la participation du processus de vasculogenése
pendant la régénération vasculaire chez la souris. Pour cette derni¢re perspective, en plus des
souris Balb/c nude, nous avons utilisé¢ des souris NOD/SCID/IL2Ry”" (NSG) qui possédent une
moelle osseuse constituée de cellules souches hématopoiétiques d’origine humaine : les souris

NSG humanisées (NSGh) (Annexe 17°).

Partie 2 : Evaluation du bénéfice thérapeutique de la stimulation de la voie FGF.

Afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de I’administration d’un agoniste des récepteurs au FGF
sur notre modele murin d’AOMI nous avons exploré 1’efficacit¢ d’une molécule issue de la
synthése chimique Sanofi-Aventis : le SAR X (Annexe 2). Cet analogue du FGF présente une
forte affinité pour le FGFR-4 et une faible reconnaissance du FGFR-1. Pour se rapprocher des
conditions d’évaluation cliniques nous avons administré le SAR X par voie intramusculaire. Une
étude préliminaire de pharmacocinétique nous a renseignés sur la distribution et la durée de vie

du produit in vivo pour nous permettre d’établir un schéma de traitement optimisé.

Partie 3 : Evaluation du bénéfice thérapeutique de la greffe d’EPCs.

Nous avons cherché au travers de cette étude a mettre en évidence la faisabilité et le bénéfice de
I’administration d’EPCs vis-a-vis de la récupération post-ischémique de notre modéle d’AOMI.
L’utilisation des EPCs présente un objectif double : vérifier leur incorporation sur le site de
croissance vasculaire et profiter de leur capacité sécrétoire pour exercer une activité trophique
pour les cellules environnantes. Nous avons choisi d’utiliser des EPCs commerciales d’origine
humaine car la faible quantit¢é des EPCs murines que nous pourrions prélever chez I’animal
nécessiterait des étapes d’amplification en culture longues et source de dérive phénotypiques. De
plus, la détection spécifique des cellules humaines par hybridation in situ nous permet de

localiser avec précision les EPCs dans les tissus murins.
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Matériels et Méthodes

1- Animaux

1-1 Hébergement et manipulation

Les souris C57Bl/6J (C57Bl6), Balb/cByj (Balb/c), Balb/cJ-nude (Balb/c nude) et

NOD/SCID/IL2Ry”" (NSG) utilisées pour nos expérimentations sont des souris méles fournies
par I’élevage Charles River Laboratories. Les souris NSG humanisées (NSGh) sont produites en
collaboration avec la société Omncodesign. Les animaux sont hébergés dans une animalerie
conventionnée avec libre acces a 1’eau de boisson et a la nourriture avec des cycles 12h jour/12h
nuit (7h00 - 19h00). Les souris C57BI6 et Balb/c sont hébergées et manipulées en zone SPF
(specific pathogen free) respectant la liste d’exclusion des agents pathogénes recommandée par
la FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations) (Annexe 3). Les
souris Balb/c nude et NSG, qui sont des souches immunodéprimées, demandent des conditions
sanitaires plus strictes. Ainsi, 1’acclimatation, I’hébergement et les expérimentations sont
réalisées dans une zone a acces limité qui présente un niveau de confinement plus important
(combinaison dédi¢e, port de masque, de charlotte, de gants et de sur-chaussures). L’aliment,
I’eau de boisson, la litiére sont irradiés. La température est comprise entre 20 et 24°C pour une

hygrométrie de 55%. L’air des hébergements est renouvelé en raison de 18 cycles par heure.

Lors de leur manipulation, les souris sont anesthésiées par injection intra-péritonéale (10 mL/kg)
de 100 mg/kg de kétamine (Imalgéne® 1000, Merial) et de 20 mg/kg de xylazine (Rompun®
2%, Bayer Health Care). En fin d’étude, les souris sont sacrifiées sous anesthésie par dislocation

cervicale pour le prélévement des tissus d’intérét.

1-2- Induction chirurgicale de ’ischémie

Comme tous les protocoles expérimentaux mis en place chez Sanofi, le protocole
d’AOMI développé chez la souris a été évalué par un comité interne d’éthique expérimentale qui
respecte la recommandation européenne en vigueur : le CEPAL (Comité d’Ethique Pour les
Animaux de Laboratoire). Une incision est pratiquée au niveau du pli inguinal de la patte gauche.
Le tissu adipeux sous-cutané et la séreuse sont délicatement dissociés pour rendre accessible le

réseau artériel superficiel de la face interne de la cuisse.
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Excision de D’artére et de la veine fémorale. Cette chirurgie concerne les souris C57BI6 et
Balb/c. L’artére et la veine fémorale sont ligaturées juste apres I’artére circonflexe profonde, au
niveau du ligament, avec une soie tressée stérile 6/0 non résorbable (Peters Surgical, ref 25001).
Une seconde ligature est posée au niveau de I’artére et de la veine fémorale juste avant la
bifurcation des artéres saphéne et poplitée. La portion artére-veine isolée du reste de la
circulation sanguine est délicatement dissociée du nerf fémoral. L’ensemble des vaisseaux
collatéraux situés entre les deux ligatures sont cautérisés avant que la portion d’intérét soit
excisée. Pour les souris C57Bl6, la chirurgie est complétée par la ligature de artéere et de la

veine circonflexe profonde (Figures 1a et 1b).

Ligature de ’artére fémorale. Cette chirurgie concerne les souris Balb/c, Balb/c nude et NSGh.
L’artére fémorale dissociée de la veine fémorale au niveau du ligament inguinal. Elle est ensuite

ligaturée juste apres sa bifurcation avec 1’artére circonflexe profonde (Figures la et 1b).

la. 1b.
The femoral artery

The popliteal artery

The femoral vein

The saphenous The deep femoral artery (1) c57BI6 (2) Balble

artery The deep femoral vein

The saphenous vein

(3) Balble, Balble nude et NSGh

Figures 1: a- Illustration schématique du réseau fémoral superficiel de la souris. Artére et veine fémorale avec leurs
principaux vaisseaux collatéraux. b- Procédures chirurgicales d’induction de I’ischémie. Techniques utilisées pour la mise en
place de nos modéles d’AOMI chez les souris C57BI6, Balb/c, Balb/c nude et NSGh. Modifié de Goto et al.2006%.

La zone opératoire est immergée de sérum physiologique avant de refermer la plaie avec deux
agrafes chirurgicales (EZ clips, Phymep, ref 59027). La récupération postopératoire est optimisée

en placant les souris dans une armoire de réveil thermostatée (24°C).
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2- Elaboration du projet de recherche

2-1 Mise en place d’un modéle d’AOMI chez la souris nude

2-1-1 Protocoles expérimentaux

Sélection du fond génétique. Nous avons suivi la régénération post-ischémique pendant
les 14 jours qui font suite a I’interruption du flux sanguin fémoral chez des souris C57BI6 et
Balb/c méles de 11 semaines. L’ischémie est provoquée par 1’excision d’une portion de I’artére

et de la veine fémorale (C57BI16 et Balb/c) ou par la simple ligature de I’artére fémorale (Balb/c).

Modéle d’AOMI développé chez la souris Balb/c nude. L’ ischémie est induite par simple
ligature de ’artére fémorale chez des souris Balb/c nude male de 10 & 11 semaines. Nous avons
suivi la régénération post-ischémique apres 1, 3, 5, 7 et 14 jours post-opération. Le protocole
integre des souris non opérées comme contrdle et des groupes sham équivalents aux temps J1 et
J3. Seuls ces deux groupes sham ont été effectués a cause de la charge de travail qu’aurait

demand¢ la réalisation de sham équivalents a I’ensemble des temps de la cinétique.

2-1-2 Suivi de la reperfusion post-ischémique par imagerie Doppler

La perfusion est mesurée avec un laser Doppler MoorLDI2-HR™ (Moor Instruments).
Cet appareil posséde un laser infrarouge de 830 nm qui autorise une bonne pénétration des tissus.
Les mesures sont réalisées sur des souris anesthésiées et maintenues a 37°C. Les données sont
stockées grace au logiciel MoorLDI software Single wavelenght measurement V5.3 sous la forme
d’une photo en niveaux de gris et d’une cartographie infrarouge : les couleurs froides (bleu,
violet) représentent les zones ou le flux sanguin est faible, alors que les couleurs chaudes
(orange, rose, rouge) dénotent d’un flux sanguin plus important (Figure 2a). La quantification du
flux sanguin distal (pied) de la patte controlatérale et de la patte ischémiée est réalisée avec le
logiciel d’analyse MoorLDI software Image Review V5.3 (Figure 2b). Les quantifications
obtenues en unité arbitraire de flux sont exprimées sous forme d’un ratio de perfusion
I/C (rapport de perfusion entre la patte ischémiée et la patte controlatérale), puis transformées en
pourcentage de perfusion (100 % étant équivalent a un ratio de perfusion I/C = 1). Une mesure
est réalisée avant I’induction de 1’ischémie pour vérifier I’homogénéité de perfusion entre les
pattes. Une deuxiéme mesure est faite juste apres 1’opération pour valider 1’acte chirurgical. La

perfusion est ensuite suivie pour évaluer la récupération du flux sanguin distal au cours du temps.
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Figures 2 : Laser Doppler MoorLDI2-HR™. a- Logiciel d’acquisition des données. MoorLDI sofiware Single wavelenght
measurement V5.3. La téte de lecture du Doppler est placée a 15 cm de la souris, la zone d’acquisition (4,1 x 2,6 cm) est scannée
avec une résolution de 256 x 256 pixels et une vitesse de balayage de 4 ms/pixel. b- Logiciel de quantification. MoorLDI
software Image Review V5.3.

Patte controlatérale (1) et patte ischémiée (2).

2-1-3 Estimation de la survie de la patte ischémiée

Les 1ésions nécrotiques sont appréciées visuellement et hiérarchisées en fonction de leur
sévérité selon un index de nécrose : aucune nécrose (grade 0), nécrose de un ou de plusieurs
ongles (grade 1), nécrose de un ou de plusieurs doigts (grade 2), un ou plusieurs doigts nécrosés
et gonflés (grade 3), auto-amputation de un ou de plusieurs doigts (grade 4), nécrose du
pied (grade 5), et enfin auto-amputation du pied (grade 6). Les résultats sont présentés sous

forme d’histogrammes représentant les pourcentages cumulés de chaque grade.

2-1-4 Dosages plasmatiques et musculaires

Le sang est prélevé au niveau de la veine abdominale sur EDTA 50 mM (8% volume,
Sigma-Aldrich, ref E7889), puis centrifugé a température ambiante pendant 10 minutes a 2000 g.
Le plasma obtenu est aliquoté et conservé a -80°C. Les muscles du mollet et les muscles
postérieurs de la cuisse sont prélevés et pesés. Les dosages ne sont pas réalisés sur les muscles du
mollet qui sont dédiés aux études histologiques. La moitié des muscles de la cuisse est dilacérée
dans 500 pL de tampon RIPA contenant des anti-phosphatases (Cell Signaling, ref 9806), et
auquel nous rajoutons un cocktail d’anti-protéases (0,33% volume, Sigma-Aldrich, ref P§340).
Le tissu est broy¢ dans des tubes contenant des billes de céramique (MP Biomedicals, ref 6913-
500) grace a 3 passages successifs dans un agitateur mécanique pendant 20 secondes avec une
vitesse d’agitation de 6 métres/seconde (Fastprep®-24, MP Biomedicals). Une phase de
refroidissement dans la glace est respectée entre chaque cycle pour éviter la dénaturation des
protéines. Les broyats de muscle sont centrifugés a 4°C pendant 10 minutes a 5000 g. La phase

soluble est prélevée, aliquotée et congelée a -80°C.
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Les dosages plasmatiques et musculaires sont réalisés grace a des kits commerciaux : CBA kit
(Pierce, ref 23225), CD105 Duoset ELISA kit (R&D System, DY1097), Mouse CCL2/JE/MCP-1
Quantikine ELISA Kit (R&D System, ref MJEOO, Lactate Assay kit Il (Biovision, ref K627-100).
La détermination des quantités de F4-80 musculaires est réalisée a partir d’un systeme ELISA

développé et validé au sein du service.

2-1-5 Histologie

Les muscles de la cuisse et du mollet sont fixés a 4°C pendant 24 heures dans un fixateur
sans formol (Accustain®, Sigma-Aldrich, ref A5472). Les fémurs des souris NSG et NSGh sont
quant a eux fixés dans 1’Accustain® pendant 48 heures, puis décalcifiés pendant 3h30 (DC3,
Labonord, ref 091-28300) avant d’étre fixés a nouveau pendant 48 heures dans 1’ Accustain®.
Ces incubations sont réalisées a 4°C. Apres fixation, les différents tissus sont paraffinés (Annexe
4) et conservés a température ambiante. Les études histologiques (IHC, ISH et colorations
structurales) sont faites sur des sections de tissu de 5 um. En fin de protocole, les coupes de tissu
sont déshydratées (Annexe 4) en vue d’un montage définitif avec I’automate Tissue-Tek Film
(Sakura). Les prises de vues sont effectuées avec un microscope a haute résolution qui scanne les

coupes histologiques : le Nanozoomer Digital Pathology (Hamamatsu).

2-1-5-1 Immunohistochimie et hybridation in situ

Le Discovery XT (Ventana) est un automate qui permet de de réaliser des marquages
immunohistochimiques et de I’hybridation in sifu sur lame. Le déparaffinage des tissus est réalisé
par la chaleur. Seules les concentrations et les durées d’incubation des anticorps primaires (Ac I)
et des anticorps de détection (Ac II) sont données ci-dessous, les protocoles d’IHC et d’ISH sont
respectivement joints en Annexes 5 et 6.

CD105 murin. Goat anti-mouse endoglin AB : 0,4 pg/mL, 60 minutes. AffiniPure Rabbit Anti-
Goat IgG (H+L) : 3,6 pg/mL, 30 minutes.

F4-80 murin. Rat anti-mouse F4-80 antigen clone BM8 : 1 pg/mL, 30 minutes. Biotin-SP-
AffiniPure Donkey Anti-Rat IgG (H+L) : 18 pg/mL, 30 minutes.

CD31 humain. Mouse anti-human CD31 clone JC70 : non communiqué par le fabriquant, 60
minutes. Anti-Mouse IgG1 rabbit monoclonal AB clone M1gG51-4 : 1,2 ug/mL, 30 minutes.
CD105 humain. Rabbit anti-human CD105 receptor : 5 pg/mL, 6 heures. Biotin-SP-AffiniPure
Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) : 17 pg/mL, 30 minutes.

Sonde ALU. ALU positive control probe : 500 ng/mL, 4 minutes. Biotin-SP-conjugated 1gG

fraction monoclonal mouse anti-fluorescein FITC : 0,4 pg/mL, 30 minutes.
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2-1-5-2 Colorations structurales

Trichrome de Masson. Protocole détaillé en Annexe 7. L'hémalun de Mayer colore les
noyaux et les structures basophiles en bleu-violet. La Fushine Ponceau colore d’une part les
cytoplasmes, la créatine et les fibres musculaires en rouge-rosé, et d’autre part, les hématies en

rouge foncé. Le vert lumiére colore les fibres conjonctives en vert.
Hématoxyline. Protocole détaillé en Annexe 7. L’hématoxyline, qui est de I’hémalun de
Mayer modifié, colore les noyaux en bleu-violet. L’utilisation de Bluing Reagent® en fin de

protocole permet d’accentuer le contraste de coloration.

2-1-6 Numération sanguine

Le sang qui est dédi¢ a la numération sanguine est transféré dans des tubes coatés avec du
Tri-Kalium EDTA qui sert d’anticoagulant (Micovettes 200 K3E, Sarstedt, ref 20-1288). La
détermination du nombre de globules blancs est réalisée avec un automate de numération
sanguine a usage vétérinaire : ABCVet (Animal Care Compagny). Le dénombrement des

différentes populations cellulaires est basé sur la taille et la granulométrie.

2-1-7 Injection in vivo d’isolectine fluorescente

De I’isolectine fluorescente (Isolectin GS-1B4, Alexa fluor® 488- conjugated, Molecular
Probes, ref 121411) reprise dans PBS a raison de 1 pg/uL est injectée (150 pL) dans la veine
caudale de souris anesthésiées. Aprés 5 minutes, le réseau vasculaire est lavé avec du PBS qui est
perfusé au niveau du cceur dans le ventricule gauche aprés avoir préalablement mise 1’oreillette
droite hors fonction. Le systéme vasculaire est fixé en perfusant une solution de PBS (2,5 mL)
contenant du paraformaldéhyde 1% (Alpha Aaesar, ref 43368) et du glutaraldéhyde 0,5% (Fulka
Chemica, ref 49630). Les muscles de la cuisse et du mollet sont prélevés, fixés (4°C, 24 heures
dans I’ Accustain®) et inclus en paraffine. Les coupes de tissu (5 pm) sont déparaffinées (Annexe
4) et montées entre lames et lamelles avec un milieu qui optimise la détection et la stabilité de la
fluorescence (ProLong Gold antifade reagent, Molecular Probes, ref P36930). Les coupes sont
observées avec un microscope confocal (LSM-500, Zeiss) avec une longueur d’onde d’excitation

de 488 nm et un filtre d’émission de 520-550 nm.

2-1-8 Caractérisation phénotypique des PB-MNCs

Les MNCs sont isolées a partir de 400 pL de sang (100 pL par souris) qui est dilué de
moitié dans du PBS, puis mélangé a 800 uL. d’Histopaque-1083® (Sigma-Aldrich, ref 1083-1).
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Apres centrifugation a température ambiante pendant 30 minutes a 400 g, I’interface opaque
contenant les PB-MNCs est prélevée. Les cellules sont lavées dans du milieu EBM-2 complet
(milieu de culture des EPCs utilisées pour notre approche en thérapie cellulaire, Annexe 8) et
centrifugées a température ambiante pendant 5 minutes a 400 g. Le culot de cellules est repris
dans 500 puL de milieu, puis réparti dans 2 puits d’une plaque 96 puits fond verre coatée avec de
la fibronectine humaine (Iwaki, ref 5866-096). Le milieu de culture est changé tous les 2 jours.
Un puits est prévu pour réaliser une coloration au May Griinwald Giemsa, et 1’autre puits est
dédié a la mesure de I’incorporation du LDL-acétylé et a la fixation membranaire de I’isolectine.

Ces expériences sont réalisées sur les PB-MNCs adhérentes apres 7 jours de culture.

2-1-8-1 Coloration au Mayv Griinwald Giemsa

Les différentes étapes de la coloration sont réalisées a température ambiante. Les PB-
MNCs sont mises en contact avec une solution commerciale de May Griinwald (Sigma-Aldrich,
ref GS-80) pendant 5 minutes. Aprés avoir retiré le colorant, les cellules sont incubées pendant
1,5 minutes avec du PBS, puis mises en contact pendant 20 minutes avec une solution
commerciale de Giemsa (Sigma-Aldrich, ref GS-80) qui est diluée au 1/20°™ avec de I’eau
déionisée. L exces de colorant est éliminé par lavage avec de 1’eau déionisée. Les prises de vues

sont réalisées apres évaporation compléte du liquide résiduel.

2-1-8-2 Incorporation du LDL acétylé et fixation de I’isolectine

Les PB-MNC:s sont incubées pendant 4 heures a 37°C dans du milieu de culture (EBM-2

complet) contenant 10 pg/mL de LDL acétylé couplé a un fluorochrome : le Dil (Dil-Ac-LDL,
Biomedical Technologies Inc., ref BT-902). Les cellules sont ensuite fixées pendant 10 minutes a
4°C avec une solution de paraformaldéhyde a 4% (Alpha Aaesar, ref 43368), puis incubées
pendant 45 minutes a température ambiante avec de I’isolectine couplée a la fluorescéine (Vector
Laboratories, ref FL-1201) qui est diluée a raison de 20 pg/mL dans du PBS contenant de la
BSA 0,1% et du Tween20 0,05%. Les PB-MNCs sont enfin incubées 10 minutes a température
ambiante avec du PBS contenant un agent intercalant de I’ADN, le Hoechst 33342 4 1 pg/mL
(Invitrogen, ref H3570). Notons que les cellules sont lavées entre chaque étape pour limiter la
fluorescence non spécifique. Les prises de vues sont réalisées avec un lecteur de fluorescence en
plaque : I’Opéretta (BD Biosciences). Pour détecter la fluorescence cytoplasmique associée au
Dil-Ac-LDL nous avons utilisé un filtre d’excitation 520/550 nm et un filtre d’émission 560/630
nm. Pour détecter la fluorescence membranaire associée a 1’isolectine-fluorescéine nous avons

utilisé un filtre d’excitation 460/490 nm et un filtre d’émission 500/550 nm. Enfin, pour la
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détection de la fluorescence nucléaire du Hoechst 33342 nous avons utilisé un filtre d’excitation

360/400 nm et un filtre d’émission 410/460 nm.

2-2 Evaluation du bénéfice thérapeutique de la stimulation de la voie FGF

2-2-1 Protocoles expérimentaux

Etude de biodisponibilité. Le SAR X (1 mg/kg) et I'idrabiotaparinux (anticoagulant, 300
nmol/kg) sont respectivement administrés par voie i.m (muscles postérieurs de la cuisse) et s.c
(interscapulaire) deux heures apres la ligature de I’artére fémorale chez des souris Balb/c de 10
semaines. L’étude est réalisée sur des souris Balb/c car cette souche, au demeurant moins
onéreuse, sert de fond génétique aux souris nude que nous avons sélectionnées pour nos études.
L’idrabiotaparinux est injecté quotidiennement pendant les 5 premiers jours de 1’étude. Les
muscles de la cuisse, les muscles du mollet et le plasma sont prélevés 1 heure, 24 heures, 72
heures, 96 heures et 168 heures apres I’injection pour analyse par un service dédié au dosage des
produits SAR dans les échantillons biologiques (Early Bioanalysis group, Drug Disposition,
Montpellier DSAR Operational Center).

Evaluation du bénéfice thérapeutique du SAR X. Au cours d’un premier protocole, le
SAR X est administré par voie i.m une fois par semaine aux doses de 0,3 mg/kg et de 1 mg/kg
pendant les 14 jours (JO, J7 et J14) qui suivent la ligature de I’artére fémorale chez des souris
Balb/c nude de 10 semaines. Un groupe expérimental de souris traitées avec le véhicule du SAR
X fait office de groupe témoin. L’ensemble des souris regoivent une injection d’idrabiotaparinux
(300 nmol/kg, s.c) pendant 21 jours, sauf le week-end. La régénération post-ischémique est
suivie pendant 28 jours. Un deuxieéme protocole basé sur le méme schéma de traitement que
précédemment, mais focalisé sur la dose de 1 mg/kg, a été réalisé pour vérifier la stabilité de la
revascularisation. Ce nouveau protocole intégre, en plus des souris traitées avec le SAR X, des
souris traitées avec le véhicule du SAR X et ’idrabiotaparinux (300 nmol/kg) qui font office de

groupe témoin. Des souris non traitées sont é¢galement inclues dans 1’étude.

2-2-2 Parameétres évalués pendant I’étude

La mesure du flux sanguin distal par imagerie Doppler, ’estimation de la survie de la
patte ischémiée et le dosage du CD105 musculaire sont réalisés dans les mémes conditions que

celles décrites dans la partie 1 du projet (cf paragraphe 2-1, page 37).
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2-3 Evaluation du bénéfice thérapeutique de la greffe d’EPCs

2-3-1 Protocoles expérimentaux

Sélection de la voie d’administration. Des EPCs ou des HUVECs (500000 cellules)

reprises dans 100 pL. de PBS sont injectées dans la veine caudale, un jour apres la ligature de
I’artére fémorale chez des souris Balb/c nude male de 10 semaines. En parall¢le, un million
d’EPCs reprises dans 100 pL de PBS sont injectées dans les muscles postérieurs de la cuisse (4
fois 25 pL). Les souris témoin regoivent une injection de PBS. Nous avons suivi pendant 14
jours (i.v) et pendant 28 jours (i.m) I’innocuité de I’administration de cellules humaines et nous

avons ¢évalué leur bénéfice thérapeutique vis-a-vis de la régénération post-ischémique.

Administration locale avec une matrice protéique. Des EPCs humaines ou des HUVECs
(500000 cellules) incorporées dans 150 pL. de Matrigel® (BD Biosciences, ref 354234) sont
injectées dans les muscles postérieurs de la cuisse (3 fois 50 pL), un jour aprés la ligature de
I’artére fémorale chez des souris Balb/c nude male de 10 semaines. Les souris témoin regoivent
une injection i.m de Matrigel® seul. Nous avons évalué pendant 14 jours ’innocuité de cette
approche, et suivi le bénéfice de cette thérapie vis-a-vis de la régénération post-ischémique. Un
second protocole expérimental utilise une autre matrice protéique : I’acide hyaluronique (HA).
La veille de son utilisation, ’'HA a 1% (Sigma-Aldrich, ref H7630-50MG) est hydraté pendant
une nuit a 4°C dans du PBS. Un jour aprés la ligature de 1’artére fémorale chez des souris Balb/c
nude male de 10 semaines, un million d’EPCs humaines incorporées dans 100 pL d’HA sont
injectées dans les muscles postérieurs de la cuisse (4 fois 25 uL). Les souris témoin regoivent
une injection de PBS seul. Nous avons évalué¢ pendant 28 jours 1’innocuité de cette nouvelle

approche, et suivi son bénéfice thérapeutique vis-a-vis de la régénération post-ischémique.

Les conditions de culture des EPCs et des HUVECS sont détaillées en annexe 8.

2-3-2 Biologie moléculaire

Ces expérimentations sont réalisées par un service du département dédié a cette activité.
L’extraction des ARNs totaux d’EPCs et d’HUVECs est réalisée avec le kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, ref Z3100). Deux millions de cellules sont lysées dans 175 pL de
tampon de lyse contenant du B-mercaptoethanol. Une étape de digestion par la DNase I est
effectuée. Au final, 100 uL d’ARN totaux sont ¢lués. La vérification de la qualité des ARNs et
leur dosage est effectuée graice au RNA 6000 nano kit (Agilent, ref 5067-1511) sur 1’appareil
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Bioanalyser 2100 (Agilent). La transcription inverse des ARNm en ADNc est réalisée a partir de
2 ng d'ARN total grace au SuperScipt III First Strand Synthesis kit (Invitrogen, ref 180800051)
en utilisant des Oligo-dT et des Random Hexameéres. La réaction est faite sur un thermocycler
9700 PCR System (Applied Biosystems) avec la norme 9600. Les ADNc obtenus sont dilués au
4/25°™ Leur quantification est faite avec le 7500 SDS Detection System (Applied Biosystems).
Le dosage est réalis¢ sur 5 pL d’ADNc dilués, auxquels sont ajoutés 10 pl de TagMan Fast
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, ref 4364103). Les primers dirigés contre les
séquences humaines sont ramenés a 1X (volume final de 20 pL) : FGFR-1 (Hs00241111 ml),
FGFR-2 (Hs00240796 _ml), FGFR-3 (Hs00179829 mli), FGFR-4 (Hs00242558 m1), VEGFR-
1 (Hs00176573 ml), VEGFR-2 (Hs00176676 _m1), VEGFR-3 (Hs00176607 ml) et le géne de
ménage TBP (Hs99999910 ml).

2-3-3 Parameétres évalués pendant I’étude

Pour les protocoles de thérapie cellulaire, la rate et les poumons sont prélevés, pesés et
fixés en vu d’études histologiques dans les mémes conditions que les muscles (cf paragraphe 2-
1-5, page 39). La mesure du flux sanguin distal par imagerie Doppler, 1’estimation de la survie
de la patte ischémiée, I’histologie (ISH ALU, colorations structurales) et le dosage de la quantité
de CD105 musculaire sont réalisés dans les mémes conditions que celles décrites dans la partie 1

du projet (cf paragraphe 2-1, page 37).

3- Analyses statistiques

Le logiciel utilisé pour les analyses statistiques est EVERST@T V5.0.0. Pour les études
randomisées nous avons utilisé le logiciel BIOST@T-RANDO V6.0.010.

Partie 1 : Mise en place d’un modele d’AOMI chez la souris nude.

Sélection du fond génétique. Nous avons comparé les niveaux de reperfusion en réalisant un test
ANOVA 2 facteurs (temps et groupe expérimental) avec mesures répétées sur le facteur temps.
Pour la comparaison de la chirurgie d’excision chez les souris C57Bl6 et Balb/c, le groupe
controle est le groupe des souris C57Bl6. Pour la comparaison des chirurgies de ligature et
d’excision chez les souris Balb/c, le groupe controle est le groupe des souris Balb/c opérées avec

la chirurgie d’excision.
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Caractérisation du modéle chez les souris Balb/c nude. Pour comparer les parameétres
plasmatiques nous avons utilis¢ un test ANOVA 1 facteur avec des objectifs dissociés. En
premier lieu nous avons vérifié I'influence du geste chirurgical sur la mesure des parameétres
étudiés. On a ainsi testé les résultats obtenus chez les souris non opérées (JO) versus les sham
pour voir un effet global des sham. Si on observe un effet global, on regarde la significativité de
chaque groupe. Dans un deuxiéme temps, nous avons comparé les résultats de chaque point de la
cinétique versus JO. Pour la comparaison des parametres musculaires, nous avons vérifié que les
résultats des pattes controlatérales (ou pattes droite des souris sham) ne sont pas différents de la
patte droite des souris JO. Puis, nous avons réalis¢ un test ANOVA 1 facteur avec des objectifs
dissociés. En premier lieu nous avons vérifi¢ I’influence du geste chirurgical sur la mesure des
parametres étudiés. On a ainsi testé la patte gauche des souris JO versus la patte gauche des souris
sham pour voir un effet global des sham. Si on observe un effet global, on regarde la
significativité de chaque groupe. Puis dans un deuxiéme temps, nous avons testé la significativité
des résultats de la patte ischémiée de chaque point de la cinétique versus la patte gauche des
souris JO. Si les variances ne sont pas homogenes, nous n’utilisons pas le test ANOVA (test

paramétrique) mais le test de Kruskal-Wallis (test non paramétrique).

Partie 2 : Evaluation du bénéfice thérapeutique de la stimulation de la voie FGF.

Pour les deux protocoles d’évaluation du SAR X, nous avons comparé les niveaux de reperfusion
en réalisant un test ANCOVA 2 facteurs (temps et groupe expérimental) avec mesures répétées
sur le facteur temps. Le groupe qui sert de contrdle expérimental est le groupe des souris traitées

avec le véhicule du SAR X + I’idrabiotaparinux.
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Résultats

Partie 1 : Mise en place d’un modele d’AOMI chez la souris nude.

1- Sélection du fond génétique

Nous avons choisi de développer notre modéele d’AOMI chez les souris nude car le
caractére immunodéprimé de cette souche autorise la greffe de cellules humaines. Nous avons
comparé la capacité de récupération post-ischémique des souris C57Bl6 et Balb/c, qui sont les
fonds génétiques les plus courants pour la souche nude, afin de sélectionner la souche qui
présente la reperfusion de la patte la plus retardée possible, tout en montrant une incidence et une
sévérité des nécroses éthiquement acceptable. Ainsi, nous avons suivi la récupération du flux
sanguin distal et la survie de la patte ischémiée pendant les 14 jours qui font suite a I’interruption
du flux sanguin fémoral chez des souris C57Bl6 et Balb/c males agées de 11 semaines.
L’ischémie est provoquée par I’excision d’une portion de I’artére et de la veine fémorale

(C57BI6 et Balb/c) ou par la simple ligature de I’artére fémorale (Balb/c).

1-1 Reperfusion post-ischémique

Le suivi de la reperfusion post-ischémique est réalisé par la mesure du flux sanguin distal
par imagerie Doppler. La quantification du ratio de perfusion entre la patte ischémiée (I) et la
patte controlatérale (C) permet de déterminer le pourcentage de perfusion I/C des souris C57Bl6
et Balb/c pendant les 14 jours qui font suite a 1’induction chirurgicale de 1’ischémie par la
chirurgie d’excision ou de ligature de l’artére fémorale (Figure 1). Indépendamment de leur
phénotype et de la chirurgie, les souris présentent un pourcentage de perfusion I/C voisin de
100% avant D’opération (TO) qui atteint a une valeur proche de 10% apres I’induction de
I’ischémie (T1). Apres I’excision d’une portion de ’artére et de la veine fémorale, les souris
Balb/c montrent une reperfusion post-ischémique ralentie par rapport aux souris C57Bl6 : 28,8 +
3,2 % contre 45,7 + 5,6 % apres 7 jours (p = 0,0001) et 54,4 + 3,0 % contre 66,0 + 4,4 % apres
14 jours (p = 0,0073). La simple ligature de I’artére fémorale chez les souris Balb/c permet
d’obtenir un niveau de reperfusion apres 14 jours qui est équivalent a celui observé avec la
technique chirurgicale d’excision : 55,9 + 2,6 % contre 54,4 + 3,0 %. Notons que la perfusion
déterminée chez les souris Balb/c aprés 7 jours d’ischémie apparait plus important dans le cas de

la ligature de 1’artére que lors de son excision : 44,3 + 3,7 % contre 28,8 + 3,2 % (p = 0,0002).
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Figure 1: Suivi de la reperfusion distale
post-ischémique par imagerie Doppler.
Pourcentage de perfusion I/C = sem. ANOVA
deux facteurs avec mesures répétées sur le
facteur temps : ** : p < 0,01 et ***: p < 0,001
pour la comparaison des souris C57Bl6 et
Balb/c avec la chirurgie d’excision, et $: p <
0,001 pour la comparaison des chirurgies
d’excision et de ligature chez les souris Balb/c.
C57BIl6 chirurgie d’excision (n=14), Balb/c
chirurgie d’excision (n=18), et Balb/c chirurgie
de ligature (n=8).

JO: jour de I’opération, sem : standard error of mean, TO :

mesure avant I’opération, T1 : mesure juste aprés 1’induction
de I’ischémie.

Nous avons estimé 1’incidence et la sévérité des atteintes nécrotiques de la patte des

souris C57Bl6 et Balb/c suite a I’interruption du flux sanguin fémoral (Figure 2). Pendant deux

semaines, les nécroses sont quantifiées et classées en fonction de leur sévérité et de leur

progression : aucune nécrose (grade 0), nécrose de un ou de plusieurs ongles (grade 1), nécrose

de un ou de plusieurs doigts (grade 2), un ou plusieurs doigts nécrosés et gonflés (grade 3), auto-

amputation de un ou de plusieurs doigts (grade 4), nécrose du pied (grade 5), et enfin auto-

amputation du pied (grade 6).
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Figure 2 : Estimation de la survie de la patte ischémiée. Incidence et hiérarchisation des nécroses de la patte en fonction
de leur sévérité. Pourcentages cumulés de chaque grade de nécrose. Analyse descriptive. Souris C57Bl6 chirurgie
d’excision (n=9), souris Balb/c chirurgie d’excision (n=8) et souris Balb/c chirurgie de ligature (n=8).

-47 -



La majorité des souris C57BIl6 ne présentent pas de nécroses apres la premiére semaine qui suit
I’excision d’une portion de I’artére et de la veine fémorale. Les altérations nécrotiques observées
sont de grade 1. Dans les mémes conditions chirurgicales, I’incidence et la sévérité des nécroses
sont plus importantes aprés une semaine d’ischémie chez les souris Balb/c qui présentent des
nécroses de grade 2. La simple ligature de I’artére fémorale chez les souris Balb/c ne modifie pas
la sévérité des nécroses (grade 2) mais diminue leur incidence.

Apres deux semaines d’ischémie, la sévérité des atteintes nécrotiques augmente chez les souris
C57BI6 et Balb/c pour lesquelles 1’ischémie a été induite par 1’excision d’une portion de 1’artére
et de la veine fémorale. Les nécroses atteignent le grade 3 pour les souris C57BI16 et le grade 5
pour les souris Balb/c. L’incidence et la sévérité¢ des nécroses des souris Balb/c dont la patte est
ischémiée par ligature de I’artére fémorale restent quant a elles stable par rapport a la premiere

semaine, les altérations nécrotiques sont toujours de grade 2.

L’induction de lischémie par ligature de [’artére fémorale chez les souris Balb/c permet
d’obtenir un modele d’étude qui présente une reperfusion post-ischémique reproductible et
modérée avec une incidence et une séverité des nécroses éthiquement acceptable. Nous avons
donc décidé d’utiliser cette technique chirurgicale pour induire l'ischémie de la patte de notre

modele d’AOMI développé chez des souris nude d’un fond génétique Balb/c.

2- Modéle d’AOMI développé chez la souris Balb/c nude

L’ischémie de la patte est induite par ligature de 1’artére fémorale chez des souris Balb/c
nude male agées de 10 a 11 semaines. La caractérisation du modele prévoit des groupes sham qui
permettent de faire la part des réponses biologiques consécutives a I’ischémie de celles pouvant
étre liées au geste chirurgical (procédure chirurgicale réalisée sans ligature de I’artére fémorale).
Le suivi de la reperfusion post-ischémique distale, 1’estimation de la survie de la patte ischémiée
et les prélévements tissulaires (muscles de la cuisse, muscles du mollet et plasma) sont effectués
pour les temps J1, J3, J5, J7 et J14 post-ischémie et pour les groupes sham équivalents aux temps
J1 et J3 (SJ1 et SJ3). Seuls ces deux groupes sham ont été effectués a cause de la charge de
travail qu’aurait demandé¢ la réalisation de sham équivalents a 1’ensemble des temps de la
cinétique. IIs ont été choisi par connaissance d’une phase inflammatoire précoce que nous avons
mis en ¢évidence par I’augmentation des taux plasmatiques de la chimiokine MCP-1 au cours
d’expérimentations préliminaires réalisées dans le cadre de la caractérisation d’un modéele
d’AOMI chez la souris C57Bl6. Un groupe de souris Balb/c nude non opérées (JO) sert de

contrdle pour I’ensemble des données collectées.
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2-1 Reperfusion post-ischémique

La perfusion distale mesurée par imagerie Doppler avant I’opération et apres la ligature
de ’artére fémorale n’est pas significativement différente selon les souris opérées. L’induction
chirurgicale de I’ischémie est comparable pour tous les groupes expérimentaux (non montré). La
cartographie infrarouge montre que le rétablissement du flux sanguin distal est initié a partir de
la partie haute de la patte pour gagner progressivement le pied, puis les extrémités des doigts
(Figure 3a). La reperfusion des souris Balb/c nude reste logiquement trés faible pendant les trois
premiers jours qui suivent I’induction de I’ischémie (9,5 0,7 % a J1 et 11,5+ 1,3 % a J3) atteint
21,6 + 3,3 % le 5™ jour (Figure 3b). La perfusion progresse jusqu’a 26,1 + 1 % aprés 7 jours
pour s’améliorer modestement en atteignant 33,7 + 1,4 % aprés 14 jours. Notons que la
récupération du flux sanguin distal des souris Balb/c nude est ralentie par rapport aux souris
Balb/c, ces dernicres présentent des pourcentages de perfusion I/C de 44,3 + 3,7 % et de 55,9 +

2,6 % aprés respectivement 7 et 14 jours d’ischémie (différence statistique non testée).
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Figures 3 : Suivi de la reperfusion distale post-ischémique par imagerie Doppler. a- Cartographie infrarouge.
Unité arbitraire de flux, quantification de la reperfusion sous forme d’un ratio I/C + sem (n=5 déterminations par
groupe, sauf pour J7 n=4). b- Cinétique de reperfusion. Pourcentage de perfusion I/C + sem (n=5 déterminations
par groupe, sauf pour J7 n=4).

1/C : perfusion patte ischémiée/perfusion patte controlatérale, JO : souris non opérées, sem : standard error of mean.
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2-2 Analyse macroscopique

2-2-1 Evolution pondérale et survie de la patte ischémiée

Au début de 1’étude les souris Balb/c nude ont un poids moyen de 23,0 + 0,2 g. Les souris
présentent une perte de poids modérée la premiére semaine post-ischémie qui ne dépasse pas 4%
au troisiéme jour. Apres 14 jours les souris ont récupéré leur poids initial et commencent a
prendre du poids. L’incidence des altérations nécrotiques sont trés faibles. Les animaux ne
présentent pas de nécroses, seule une souris a ét¢ atteinte de nécroses au niveau des doigts qui a

abouti a leur auto-amputation aprés 7 jours d’ischémie (Figure 4).

100% .
80% U A Grada 0 - abhcanes da nécroea

! [ Grade 0 : absence de nécrose |
i [ Grade 1 : ongle(s) nécrotique(s) i
60% i [ Grade 2 : doigt{s) nécrotique(s) i
! [0 Grade 3 : doigt{s) necrotique(s) gonflé{s) |
40% i W Grade 4 : auto-amputation doigt{s) i
i @ Grade 5 : pied nécrotique i
: i

20% H Grade 6 : auto-amputation du pied

Pourcentages cumulés
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Figure 4 : Estimation de la survie de la patte ischémiée. Incidence et hiérarchisation des nécroses de la patte en fonction de

leur sévérité. Pourcentages cumulés de chaque grade de nécrose. Analyse descriptive. (n=5 déterminations par groupe).

On observe une altération motrice du membre inférieur suite a I’induction chirurgicale de
I’ischémie. Notons que malgré la patte qui reste inerte, les souris se déplacent dans la cage et ne
restent pas prostrées. Les souris récupérent une motricité qui semble normale a partir d’une
semaine, cette donnée reste néanmoins une observation visuelle qui pourrait étre quantifiée en

mesurant des parametres tels que la distance de marche et la surface d’appui au sol.

2-2-2 Poids des muscles de la patte

Les conséquences de I’ischémie au niveau des muscles de la cuisse et du mollet sont
mises en évidence par I’appréciation de leur aspect visuel et par la mesure de leur poids. Pendant
les 5 premiers jours qui font suite a I’interruption du flux sanguin fémoral, les muscles de la
cuisse et du mollet ont un aspect dur, gonflé et décoloré (phénomeéne moins marqué pour les
muscles de la cuisse) qui laisse présager de la formation d’un cedéme. Cette inflammation locale
est mise en évidence par I’augmentation du poids des muscles de la patte ischémiée par rapport

aux muscles controlatéraux durant les 3 premiers jours (Figures 5a et 5b). Le poids des muscles
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de la cuisse et du mollet des souris qui sont ischémiées depuis 3 jours sont significativement
différents des souris non opérées (J0), avec respectivement 250 = 17,9 mg contre 187,2 + 10,8
mg (p = 0,0034) et 126,8 £ 3 mg contre 106,4 + 2,4 mg (p = 0,0085). L’augmentation de poids
qui est observée apreés un jour d’ischémie pour les deux localisations musculaires n’est
significativement différente des souris non opérées que pour les muscles du mollet avec 122,8 +
7,3 mg contre 106,4 £ 2,4 mg (p = 0,0406). Aprés 14 jours d’ischémie, seuls les muscles du
mollet, qui restent décolorés pendant ce laps de temps, présentent une forte diminution de poids

qui signe une atrophie musculaire : 68,4 + 2,8 mg contre 106,4 + 2,4 mg (JO) (p <0,0001).
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Figures 5 : a- Poids des muscles de la cuisse. b- Poids des muscles du mollet. mg + sem. ANOVA un facteur : * : p <0,05; **:p <0,01 et
**% 1 p < 0,001 pour la comparaison des muscles ischémiés versus JO (n=5 déterminations par groupe, pour sham n=3).

JO : souris non opérées, S : sham, sem : standard error of mean.

L’augmentation de poids des muscles ischémiés observée suite a la ligature de 1’artére fémorale
n’est pas dépendante du geste chirurgical. En effet, méme si nous observons une différence
significative entre le poids des muscles du mollet des pattes gauches pour les souris non opérées
et sham (118,7 = 1,8 mg pour SJ1, p =0,0079 et 116,7 = 1,3 mg pour SJ3, p = 0,0199), le poids
des muscles de la patte gauche des souris sham reste trés proche de celui des muscles de la patte

droite (118 + 3,5 mg pour SJ1 et 117,3 +£2,9 mg pour SJ3).
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L’induction de l’ischémie par ligature de [’artére féemorale est bien tolérée par les souris Balb/c
nude qui présentent une bonne évolution pondérale post-opératoire, des altérations nécrotiques
de la patte tres modeérées et une activité locomotrice qui semble normale aprés une semaine.
L’interruption du flux sanguin fémoral a pour conséquence la formation d’un edéme musculaire
qui est mis en évidence pendant les trois premiers jours (augmentation du poids avec un aspect
gonflé, dur et décoloré). Apres deux semaines d’ischémie, les muscles de la cuisse ne présentent
pas de traumatismes macroscopiques alors que les muscles du mollet, qui sont restés décolorés,
s atrophient. Ces modifications macroscopiques restent a étre explorées plus en détail grdice a

[’étude de la structure musculaire.

2-3 Analyse microscopique

Les conséquences de 1’ischémie au niveau musculaire sont mises en évidence par
I’identification des modifications structurales observables sur des sections des muscles de la
cuisse et du mollet colorées avec la technique du Trichrome de Masson montre qu’apres 14 jours
I’ischémie est a des conséquences plus déléteres pour les muscles du mollet que pour les muscles

de la cuisse : changement d’aspect général, de structure et de couleur (Figure 6).

6. Figure 6: Structure des muscles
: de la cuisse et du mollet apreés 14

jours d’ischémie.

Coupes transversales.

Coloration Trichrome de Masson.

Muscles de la cuisse

Avant ischémie X J14 post-ischémie

Muscles du mollet

Avant ischémie J14 post-ischémie
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Comme le montre 1’étude structurale des muscles du mollet aprés la coloration Trichrome de
Masson les cellules musculaires d’une souris non opérée ont une taille homogene, une forme
anguleuse et un noyau excentré (Figure 7). Dés le premier jour qui suit I’induction de I’ischémie,
les cellules musculaires commencent a se rétracter et a prendre une forme arrondie qui traduit
I’atrophie du muscle. La coloration bleue/violette caractéristique des structures basophiles met en
évidence une acidose du tissu. L’aspect des cellules musculaires (opacité et présence de stries)
dénote d’un état nécrotique. Apres deux semaines d’ischémie, des adipocytes infiltrent le muscle
pour prendre la place des cellules nécrotiques, la synthése de collagéne augmente et les noyaux
qui ont un aspect globuleux migrent au centre des cellules musculaires. La coloration
hématoxyline met en évidence une présence cellulaire accrue autour des fibres musculaires apres
5 jours d’ischémie qui pourrait signer de l’infiltration (et/ou de la prolifération) de cellules

résidentes locales ou recrutées.
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Figure 7 : Histologie structurale des muscles du mollet. Coupes transversales, colorations Trichrome de Masson et hématoxyline.

L’analyse structurale des muscles aprés deux semaines confirme que l'ischémie a des
conséquences plus déléteres pour les muscles du mollet que pour ceux de la cuisse. La

dégénérescence des muscles du mollet est caractérisée par : des modifications métaboliques
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(acidose), structurales (atrophie, nécroses, infiltration d’adipocytes et augmentation de la
synthese de collagene) et cellulaires (migration des noyaux au centre des cellules musculaires et
présence accrue de cellules entre les fibres musculaires). Ainsi, nous avons décidé d’étudier le
changement de métabolisme énergétique des muscles et le statut inflammatoire (systémique et

local) qui pourraient étre associées a cette dégénérescence musculaire.

2-4 Modifications environnementales

Les modifications environnementales provoquées par 1’ischémie comme le changement
du métabolisme énergétique des muscles et I’inflammation sont respectivement mis en évidence
par le dosage des taux d’acide lactique plasmatiques et la recherche de marqueurs inflammatoires

circulants et musculaires.

2-4-1 Métabolisme énergétique

Les concentrations en acide lactique augmentent dans le plasma des souris dés le premier
jour post-ischémie et se maintiennent significativement ¢levées pendant la premicre
semaine (Figure 8) : 1,46 + 0,18 mM pour les souris non opérées (JO) contre 2,82 + 0,08 mM a
J1 (p =0,001), 2,51 £0,13 mM a J3 (p = 0,0092) et 2,67 £ 0,05 mM a J7 (p = 0,0029). Cette
augmentation est indépendante du geste chirurgical car la lactémie des souris sham (J1 et J3)

n’est pas significativement différente de celle des souris non opérées.

a. Figure 8 : Suivi des taux plasmatiques d’acide
3,5 lactique. Dosage ELISA, mM + sem. ANOVA un
facteur : ** : p < 0,01 pour la comparaison versus
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2-4-2 Composante inflammatoire

L’inflammation associée a notre modele d’AOMI est mise en évidence au niveau
systémique par la numération des cellules immunitaires circulantes et par le dosage de la protéine
MCP-1 (chimiokine pro-inflammatoire). Pour évaluer I’inflammation locale nous avons
déterminé la quantité de macrophages infiltrés au niveau des muscles de la cuisse via le dosage
d’un marqueur protéique présent a leur surface : le récepteur F4-80. Cette glycoprotéine murine
qui appartient a la famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires a ’EGF (epidermal

growth factor, EGF-7TM) n’a pas de(s) ligand(s) clairement identifié(s) a ce jour.

2-4-2-1 Inflammation systémique

Un état inflammatoire généralisé est caractérisé par 1’augmentation du nombre des
globules blancs dans le sang des souris ischémiées (Figure 9). Par rapport a la numération des
souris non opérées (3,05 + 0,38 x10? cellules/mm?’, JO), leur nombre augmente a partir du 3ieme
jour (4,28 + 0,17 x10° cellules/'mm’, p = 0,0204), pour étre maximal au 5™ jour (4,70 + 0,36
x10? cellules/mm®, p = 0,0038) et perdurer jusqu’au 14°™ jour (4,23 + 0,18 x10° cellules/mm” &
J7,p=0,0267 et 4,35 £ 0,10 cellules/mm?’ a J14, p = 0,0135). La hausse du nombre de globules
blancs est confirmée par la numération des lymphocytes, des monocytes et des granulocytes qui
présentent un profil d’évolution similaire a la population leucocytaire totale. Le nombre de
globules blancs des souris sham J1 (3,60 + 0,25 x10° cellules/mm’) et sham J3 (4,23 + 0,28
x10? cellules/mm’) est comparable aux souris ischémiées : J1 (3,63 + 0,36 x10° cellules/mm’) et
J3 (4,28 £0,17 x10° cellules/mm3)‘ Ainsi, ’augmentation du nombre de cellules inflammatoires
mise en évidence les trois premiers jours chez les souris ischémiées et chez les souris sham (J1 et

J3) semble ainsi €tre consécutive au geste chirurgical.

9. Figure 9 : Suivi du nombre de globules blancs
7 circulants. Numération sanguine automatisée,
x10° cellules/mm® + sem. ANOVA un facteur : * :
p < 0,05et ** p < 0,01 pour la comparaison
versus JO (n=4 déterminations par groupe, pour
sham n=3).

5 . -
. . JO : souris non opérées, sem : standard error of mean.

o Souris ischémiées
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La concentration plasmatique de MCP-1 augmente dans le plasma des souris ischémiée
(Figure 10). Cette hausse est significative apres 3 et 7 jours d’ischémie, avec des taux respectifs
de 112,7 + 8,9 pg/ml (p= 0,0038) et de 95,1 = 27,4 pg/ml (p = 0,0303) contre 40,4 + 1,5 pg/ml
pour les souris non opérées (JO). Notons une importante variabilité pour le temps J7 post-
ischémie a cause d’une valeur individuelle mesurée a 173,9 pg/mL. L’augmentation de la
concentration plasmatique de MCP-1 qui est observée pour les souris sham J1 (62,0 + 6,6 pg/mL,
p = 0,0096) et qui n’est pas retrouvée pour les souris sham J3 (45,9 + 3,3 pg/mL) montre que
I’opération a une influence sur la détermination J1 post-ischémie, mais que les augmentations

observées apres le troisiéme jour restent néanmoins dépendantes de la situation ischémique.

10. Figure 10 : Suivi des taux plasmatiques de
140 MCP-1. Dosage ELISA, pg/mL + sem. ANOVA
un facteur: *: p < 0,05 et **: p < 0,01 pour la
T 120 comparaison versus JO (n=4 déterminations par
£ groupe, pour sham n=3).
:. 100 JO : souris non opérées, sem : standard error of mean.
=
=
; 80 %
; ]
z 60 T
g
E 40 a o Souris ischémiées
] Souris sham
2
S 20
0
0 1 3 5 7 14

Jours post-ischémie

2-4-2-2 Inflammation musculaire

Une inflammation locale caractérisée par I’infiltration de macrophages est mise en
évidence au niveau des muscles de la cuisse ischémiée. Les quantités musculaires de F4-80
(normalisées par rapport a la quantité de protéines des échantillons) augmentent par rapport aux
muscles controlatéraux pendant les 14 jours qui font suite a D’interruption du flux sanguin
fémoral (Figure 11a). Elles sont significativement différentes des souris non opérées (18,2 + 1,7
unité¢ de DO/mg protéines, JO) aprés 3 jours (37,5 + 2,3 DO/mg protéines, p = 0,0001), 5 jours
(63,2 £ 8,1 DO/mg protéines, p < 0,0001), 7 jours (38,0 + 3,5 DO/mg protéines, p = 0,0001) et
enfin 14 jours (35,0 = 6,7 DO/mg protéines, p = 0,0008). Le geste chirurgical n’a pas d’influence
sur Pinfiltration des macrophages car on n’observe pas de différence significative entre les
quantités de F4-80 des muscles de la cuisse gauche des souris sham (J1 et J3) et des souris non
opérées. Le marquage immunohistochimique réalisée sur des coupes de muscles de la cuisse de

souris ischémiées (J3) montre que la protéine F4-80 (marquage brun) est mise en évidence au
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niveau de cellules qui entourent les cellules musculaires (Figure 11b). Cette localisation
confirme la mobilisation de macrophages sur le site d’ischémie, et corrobore les observations
faites lors de I’analyse structurale des muscles du mollet qui mettent en évidence la présence de

cellules autour des fibres musculaires pendant la dégénérescence du muscle.
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Figures 11 : a- Suivi de la quantité de F4-80 musculaire (cuisse). Dosage ELISA, unité de DO/mg de protéines + sem. Test de Kruskal Wallis :
**% 1 p < 0,001 pour la comparaison versus JO (n=4 déterminations par groupe, pour sham n=3). b- Localisation de la protéine F4-80 au niveau
des muscles de la cuisse (J3 post-ischémie). Coupes transversales, immunohistochimie avec un anticorps anti- F4-80 et contre coloration
hématoxyline.

J7 J14 0 s SJ3

DO : densité optique, JO : souris non opérées, S : sham, sem : standard error of mean.

L’augmentation de la lactémie des souris ischémiées met en évidence un changement de
métabolisme des muscles qui en réponse a la privation en oxygene utiliseraient [’anaérobie
lactique comme voie énergétique préférentielle. Ce changement du statut métabolique est de plus
associé a une inflammation systémique et musculaire. Elle est caractérisée au niveau sanguin
par 'augmentation du nombre de leucocytes et des taux de la chimiokine pro-inflammatoire
MCP-1, et au niveau des muscles de la cuisse par l'infiltration de macrophages qui sont
mobilisés autour des fibres musculaires. Les modifications environnementales consécutives a
I’ischémie sont a [’origine des mécanismes compensatoires mis en jeu pour promouvoir la
revascularisation, nous avons donc complété la caractérisation de notre modeéle en suivant la
fonctionnalité de la régénération vasculaire qui est a [’origine de la reperfusion post-ischémique

observée par imagerie Doppler.

2-5 Activité angiogénique

Nous avons dosé au niveau des muscles de la cuisse la protéine CD105 (endogline) qui
est une protéine membranaire fortement exprimée pendant la croissance vasculaire par les
cellules endothéliales activées et qui sert de récepteur auxiliaire au TGF-B’' (facteur de
croissance qui favorise la maturation vasculaire en participant a la stabilisation des vaisseaux

sanguins néoformés). La quantit¢ de CD105 (normalisée par rapport a la quantité de protéines
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totales des échantillons) augmente au niveau des muscles de la cuisse de la patte ischémiée par
rapport aux muscles controlatéraux pendant les 14 jours qui font suite a I’interruption du flux
sanguin fémoral (Figure 12a). Elles sont significativement différentes des souris non opérées
(2,13 £ 0,11 ng/mg de protéines, JO) apres 3 jours (3,73 = 2,15 ng/mg de protéines, p = 0,0112),
5 jours (4,44 £ 0,46 ng/mg de protéines, p = 0,0004) et 14 jours d’ischémie (3,50 + 0,54 ng/mg
de protéines, p = 0,032). Le geste chirurgical n’a pas d’influence sur I’augmentation des taux de
CDI105 car on n’observe pas de différence significative entre les quantités de CD105 des muscles
de la cuisse gauche des souris sham (J1 et J3) et des souris non opérées. Le marquage
immunohistochimique réalisé sur des coupes de muscles de la cuisse de souris ischémiées (J3)
montre que la protéine CD105 (marquage brun) a une localisation vasculaire qui confirme que

les variations observées sont spécifiques de 1’activation des cellules endothéliales (Figure 12b).
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Figures 12 : a- Suivi de la quantité de CD10S musculaire (cuisse). Dosage ELISA, ng/mg de protéines + sem. ANOVA un facteur : * : p <
0,05 ; et *** : p < 0,001 pour la comparaison versus JO (n=4 déterminations par groupe, pour sham n=3). b- Localisation de la protéine CD105
au niveau des muscles de la cuisse (J3 post-ischémie). Coupes transversales, immunohistochimie avec un anticorps anti-CD105 et contre
coloration hématoxyline.

JO : souris non opérées, S : sham, sem : standard error of mean

2-6 Fonctionnalité de la revascularisation

L’injection intraveineuse d’isolectine fluorescente (protéine qui se fixe a la surface des
cellules endothéliales) nous permet d’apprécier la fonctionnalité de la vascularisation grace a la
visualisation en microscopie confocale de la fluorescence observée sur des sections de muscles
de la cuisse et du mollet de la patte ischémiée. Nous observons ainsi que la ligature de 1’artére
fémorale entraine la perte de fonctionnalité que d’une partie du réseau vasculaire des muscles de
la cuisse. En effet, la détection de vaisseaux sanguins qui sont positifs pour I’isolectine
(marquage fluorescent vert) des le premier jour post-ischémie traduit une perfusion résiduelle
(Figure 13). L’augmentation du nombre des vaisseaux sanguins de petite taille en fonction du
temps de récupération met en évidence une néovascularisation dépendante de 1’angiogenése. La

détection de vaisseaux sanguins fonctionnels de diamétre plus important apres 7 et 14 jours
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d’ischémie présage quant a elle d’une néovascularisation dépendante de I’artériogenése.
Contrairement aux muscles de la cuisse, les vaisseaux sanguins des muscles du mollet ne sont
plus fonctionnels aprés I’interruption du flux sanguin fémoral. L’irrigation des muscles par des
vaisseaux de petit calibre ne commence a €tre observée qu’aprés une semaine d’ischémie. Apres
14 jours, la revascularisation fonctionnelle des muscles du mollet est moins importante que celle

des muscles de la cuisse.

13.
Muscles cuisse J0 2 2 Muscles cuisse J5

Muscles cuisse J1 Muscles cuisse J7

Muscles cuiise J3 = i Muscles cuisse J14

Figure 13 : Revascularisation post-ischémique fonctionnelle des muscles de la cuisse et du mollet. Coupes transversales, imagerie en
microscopie confocale apres 1’injection intraveineuse d’isolectine fluorescente (conjuguée Alexa Fluor® 488).

La reperfusion post-ischémique de notre modéle est reproductible et modérée. Elle est de plus
associée a une néovascularisation fonctionnelle qui est plus importante pour les muscles de la
cuisse que du mollet. L’ augmentation du nombre de vaisseaux sanguins de petite taille (cuisse et
mollet) et la présence de vaisseaux de gros diametre (cuisse) montre que, comme chez [’Homme,
les processus d’angiogenese et d’artériogenese participent a la revascularisation de notre
modele murin d’AOMI. Dans la perspective d 'un projet en thérapie cellulaire, nous avons vérifié
I’implication du processus de vasculogenéese pendant la régénération vasculaire post-ischémique

chez la souris.
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2-7 Mise en évidence de la vasculogeneése chez la souris

Pour vérifier 'implication du processus de vasculogenése pendant la revascularisation
post-ischémique chez la souris nous avons envisagé deux approches expérimentales. Dans un
premier temps, nous avons utilisé notre modele d’AOMI développé chez les souris Balb/c nude
pour étudier le phénotype des MNCs isolées a partir de sang périphérique (PB-MNCs) et mettre
en évidence la présence d’EPCs. Comme le mécanisme de vasculogenese est difficile a mettre en
évidence, nous avons fait appel dans un second temps, & un modele de xénogreffes pour
discriminer les cellules venant de la moelle osseuse (humaines) de celles qui résident localement
dans les tissus (murines). Nous avons ainsi transposé notre modele d’AOMI chez des souris
NOD/SCID/ILZRV'/' (NSG) qui possédent une moelle osseuse constituée de cellules souches

hématopoiétiques humaines. La génération de cette souche (NSGh) est détaillée en Annexe 1.

2-7-1 Identification des EPCs chez les souris Balb/c nude

La morphologie des PB-MNCs adhérentes cultivées pendant 7 jours dans des conditions
optimisées est étudiée apres coloration au May Griinwald Giemsa (MGG). Nous avons choisi en
paralléle d’identifier les EPCs en fonction de leur capacité a incorporer le LDL acétylé et a fixer

I’isolectine sur leur membrane plasmique.

La coloration MGG est initialement prévue pour mettre en évidence les cellules sanguines sur
frottis de sang. Nous I’avons utilisée dans nos expérimentations pour avoir une idée de la
morphologie des PB-MNCs (Figure 14). Aprés 7 jours de culture, on observe trois types
cellulaires distincts parmi les PB-MNCs adhérentes. La présence de cellules arrondies et des
cellules avec un cytoplasme plus important et irrégulier pourrait étre caractéristique de cellules
immunitaires telles que des monocytes ou des macrophages (car nos conditions de culture ne
sont pas favorables a la survie des lymphocytes). Mais de fagon intéressante, on observe des

cellules fusiformes pouvant étre apparentées a des EPCs précoces™.
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Figure 14 : Identification morphologique des PB-MNCs adhérentes aprés 7 jours de culture. Coloration au May Griinwald Giemsa. Notons
que les conditions de prise de vue qui ne sont pas optimales a cause de la faible épaisseur du fond en verre de la plaque de culture qui est prévue
pour l'imagerie en fluorescence et qui rend ainsi difficile la mise au point en imagerie visible.

PB-MNCs : peripheral blood mononuclear cells.

Pour I’analyse du phénotype des PB-MNCs en fluorescence, les cellules sont repérées via la
détection de leur noyau grace a un agent intercalant de I’ADN, le Hoechst 33342 (bleu).
Contrairement a nos attentes, la totalit¢ des PB-MNCs incorporent le LDL acétylé (orange,
cytoplasmique) et fixent 1’isolectine (vert, membranaire). Il nous est donc pas possible de
discriminer les EPCs parmi les PB-MNCs adhérentes apres 7 jours de culture. Néanmoins nous
confirmons la présence d’une population cellulaire hétérogéne qui comprend des cellules
fusiformes pouvant étre apparentées a des EPCs (Figure 15). Cependant, le faible nombre de PB-

MNCs adhérentes ne nous permet pas de réaliser une analyse quantitative.

Double

J5 post-ischémie

Double

J7 post-ischémie

Double

Figure 15 : Imagerie fluorescente des PB-MNCs adhérentes aprés 7 jours de culture. Incorporation de I’Ac-LDL (Dil : orange), fixation
membranaire de I’isolectine (fluorescéine : vert) et détection des noyaux (Hoechst 33342 : bleu).

Ac-LDL : LDL acétylé, Dil : 1,1'-dioctadecyl-3,3,3",3'- tetramethylindocarbocyanine perchlorate, PB-MNCs : peripheral blood mononuclear cells.
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2-7-2 Souris NSG humanisées

L’ischémie est induite par ligature de 1’artére fémorale chez des souris NSG humanisées
(NSGh) males et femelles de 14 semaines. La reperfusion post-ischémique est suivie pendant 14
jours, au terme desquels les muscles de la cuisse sont prélevés pour étudier la mobilisation des
cellules humaines. La technique d’hybridation in situ (ISH) utilisant une sonde spécifique des
séquences ALU (courts fragments d’ADN propres au génome humain) nous permet d’identifier
les cellules humaines au sein des tissus murins. La spécificité de la sonde ALU a été validée sur
des coupes de moelle osseuse des souris humanisées qui montrent des cellules ALU+ (cellules
bleu foncé) qui ne sont pas détectées dans la moelle osseuse des souris NSG sauvages (Figure
16). L’ISH avec la sonde ALU sur des coupes de muscles de la cuisse de souris NSGh
ischémiées depuis 14 jours permet de mettre en évidence le recrutement de cellules humaines en
réponse a ’ischémie (Figure 16). Cette mobilisation s’effectue spécifiquement dans la zone
ischémiée car on ne détecte pas de cellules humaines au niveau des muscles de la patte non
opérée (muscles controlatéraux). Les cellules humaines recrutées sont également marquées par
un anticorps qui reconnait la forme humaine de la protéine CD105 (marquage marron). Ces
résultats montrent que les cellules humaines recrutées sur le site d’ischémie ont un phénotype

endothélial et participent au processus de vasculogenese.
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Figure 16 : Implication de la vasculogenése dans la régénération vasculaire post-ischémique des souris NSG humanisées. Coupes
transversales de muscles de la cuisse, hybridation in situ avec une sonde ALU et immunohistochimie avec un anticorps anti-hCD105.

NSG : NOD/SCID/IL2Ry™.
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Au méme titre que l’angiogenese et l’artériogenese, le processus de vasculogenése est impliqué
pendant la régénération vasculaire chez la souris. La ligature de [’artere fémorale chez les
souris Balb/c nude permet de développer un modele d’AOMI relevant des conditions de
revascularisation observées chez |’Homme. La reperfusion post-ischémique reproductibles et
modeérés de notre modele d’AOMI autorise la mise en évidence du bénéfice thérapeutique de la

stimulation de la néovascularisation.

Partie 2 : Evaluation du bénéfice thérapeutique de la stimulation de la voie FGF.

Nous avons ainsi choisi d’évaluer le potentiel pro-angiogénique d’un agoniste de
synthése des récepteurs au FGF : le SAR X (Annexe 2). Le SAR X est capable d’induire la
dimérisation du FGFR-4, son activation et I’activité angiogénique qui en dépend sur des modeles
in vitro (cellules HUVECs en culture) et in vivo (modéle d’implant sous-cutané chez la souris).
Les thérapies pro-angiogéniques sont cependant considérées par la FDA (Food and Drug
Administration) comme pouvant avoir des effets pro-cancéreux via la promotion de la
vascularisation tumorale. Le SAR X montre une forte affinité pour le FGFR-4 et une faible
reconnaissance du FGFR-1. A faible dose, il présente donc I’avantage d’étre spécifique du
FGFR-4 sans activer la prolifération cellulaire qui est dépendante du FGFR-1 et qui serait
susceptible de participer au développement des tumeurs. De plus, nous avons réalis¢ une étude
de biodisponibilit¢ du SAR X pour définir un schéma de traitement qui limite 1’exposition au
produit. Dans ces conditions d’administrations optimisées, nous avons évalué le bénéfice
thérapeutique du SAR X vis-a-vis de la survie et de la fonctionnalité de la reperfusion post-

ischémique de notre modele.

Le SAR X est administré par voie intramusculaire (i.m) au niveau des muscles postérieurs de la
cuisse. Il est évalué sur notre modele en association avec un anticoagulant : 1’idrabiotaparinux,
pour se rapprocher des conditions cliniques, mais surtout pour optimiser la mesure de la
reperfusion post-ischémique distale en limitant la formation de microthrombi qui pourraient
biaiser la détermination du flux sanguin mesurée par imagerie Doppler. L’idrabiotaparinux (issu
de la syntheése chimique Sanofi-Aventis) est un inhibiteur du facteur Xa qui est un facteur de la
coagulation impliqué dans la transformation de la prothrombine en thrombine, qui transforme
elle-méme le fibrinogeéne en fibrine. Il a été retenu car il présente une bonne biodisponibilité et

une bonne durée de vie chez la souris (1 jour). De plus, ne représentant pas une fraction
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d’héparine, il n’est pas susceptible d’interagir avec le systtme FGF-FGFR. L’idrabiotaparinux
est inject¢ (5 jours/semaine), pendant 21 jours, par voie sous-cutanée dans la région
interscapulaire. La dose de 300 nmol/kg/jour a été déterminée en fonction de données internes au
service (études de pharmacocinétique et évaluation sur un modéle pharmacologique permettant

d’apprécier son bénéfice vis-a-vis de la réduction du temps de saignement).

1- Etude de biodisponibilité du SAR X

Le SAR X (1 mg/kg) et I’idrabiotaparinux sont respectivement administrés par voie i.m et
s.c deux heures aprés la ligature de 1’artére fémorale chez des souris Balb/c de 10 semaines.
L’¢tude de la biodisponibilité est réalisée sur des souris Balb/c car cette souche, au demeurant
moins onéreuse, sert de fond génétique aux souris nude que nous avons sélectionnées pour nos
¢tudes. L’idrabiotaparinux est injecté quotidiennement pendant les 5 premiers jours de I’étude.
Les muscles de la cuisse, les muscles du mollet et le plasma sont prélevés 1 heure, 24 heures, 72

heures, 96 heures et 168 heures aprés 1’injection.

Suite a I’injection intramusculaire de SAR X, les plus fortes concentrations en produit (Cpax)
sont retrouvées au bout d’une heure pour les muscles de la cuisse (42100 ng/g) et le plasma (504
ng/mL), et aprés 24 heures pour les muscles du mollet (8430 ng/g) (Tableau 1). La détermination
de I’aire sous la courbe (AUC) des concentrations tissulaires de SAR X en fonction du temps de
prélévement traduit une importante biodisponibilité du SAR X au niveau des muscles de la
cuisse (3200000 ng/h/g) et du mollet (1000000 ng/h/g) avec un passage systémique négligeable
(6400 ng/h/mL). Une semaine apres 1’injection, le SAR X est toujours détecté dans les muscles

(tmax de 168 heures), mais n’est plus retrouvé dans la circulation apres 3 jours (tmax de 72 heures).

. Crnax timax AUC (9160 st AUC iup tissue/plasma tissue/plasma
Matrix 8 . N ;
(ng/mL or /g ) (h) (ng.l/mL or /g) (h) (ng.lvmL or/g) AUCq.1 ratio AUC g nerat1o
Plasma 504 1 6400 72 NC NA NA
Calf 8430 24 1000000 168 NC 156 NC
Thigh 42100 1 3200000 168 NC 500 NC

Tableau 1 : Pharmacocinétique tissulaire du SAR X (1 mg/kg) apreés son injection intramusculaire (cuisse). Souris Balb/c de 10 semaines.
Déterminations réalisées sur 3 animaux par temps de prélévement (0, 24, 72, 96 et 168 heures) au niveau des muscles de la cuisse, des muscles du
mollet et du plasma. Pour les muscles expression des résultats en ng/g ou ng/h/g, pour le plasma expression des résultats en ng/mL ou ng/h/mL.

AUC : aera under curve, calf : mollet, NC : not calculated, NA : not applicable, thigh : cuisse, t last : last detection time, t max : maximal detected concentration time.
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Les données pharmacocinétiques du SAR X montrent qu’une administration intramusculaire
(cuisse) a la dose de 1 mg/kg permet d’avoir une couverture thérapeutique d’une semaine au
niveau des muscles de la cuisse et du mollet sans diffusion systémique. Dans le souci de limiter
[’exposition au produit, nous avons choisi d’administrer le SAR X (I mg/kg) en raison d’une fois

par semaine pendant 14 jours : apres la ligature de [’artere féemorale, puis apres 7 et 14 jours.

2- Evaluation du SAR X

Le SAR X est administré par voie i.m une fois par semaine aux doses de 0,3 mg/kg et de
1 mg/kg pendant les 14 jours (JO, J7 et J14) qui suivent la ligature de 1’artére fémorale chez des
souris Balb/c nude de 10 semaines. La dose de 0,3 mg/kg a été évaluée car les importantes
concentrations tissulaires déterminées lors de 1’étude de biodisponibilité avec le SAR X a 1
mg/kg laissent penser qu’une dose plus faible pourrait également présenter une bonne
distribution tissulaire, et ainsi montrer une activité biologique avec une exposition encore plus
réduite. Un groupe expérimental de souris Balb/c nude traitées avec le véhicule du SAR X fait
office de groupe témoin. L’ensemble des souris recoivent une injection d’idrabiotaparinux (300

nmol/kg, s.c) pendant 21 jours, sauf le week-end.

2-1 Analyse macroscopique

2-1-1 Evolution pondérale

Les souris sont randomisées en fonction de leur poids au début de 1’étude : 23,0 £ 0,5 g
(véhicule + idrabiotaparinux), 22,4 + 0,5 g (SAR X 0,3 mg/kg + idrabiotaparinux) et 22,9 + 0,4 g
(SAR X 1 mg/kg + idrabiotaparinux). La perte de poids aprés 7 jours d’ischémie n’est pas
différente quelque soit le groupe expérimental (environ 2%), et le gain de poids aprés 28 jours

(environ 8%) n’est pas non plus différent (Figure 17).

17. Figure 17 : Evolution pondérale post-ischémique. g +
26 sem. Véhicule + I (n=11), SAR X 0,3 mg/kg + I (n=12) et
i = Véhicule + idrabiotaparinux SAR X 1 mg/kg +1 (n=12).
| a SARX (0,3 makg) + idrabiotaparinux
| = SARX {1 mgkg) + idrabiotaparinux . X N
. i 1: idrabiotaparinux, sem : standard error of mean.

Poids des souris (g}
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2-1-2 Survie de la patte ischémiée

Nous avons vérifi¢ visuellement (pendant le traitement et lors des prélévements) que
I’injection intramusculaire du SAR X, ou de son véhicule, n’entraine pas de conséquences
déléteres sur le muscle. Les altérations nécrotiques de la patte sont modérées, la majorité des
souris ne présentent pas de nécroses pendant les 28 jours qui suivent la ligature de I’artére
fémorale (Figure 18). Des nécroses des ongles et des doigts sont observées aprés une semaine
chez les souris des groupes véhicule (ongles 18% et doigts 9%) ou traitées avec le SAR X a 0,3
mg/kg (ongles 8,5% et doigts gonflés 8,5%) alors que les souris traitées avec le SAR X a 1
mg/kg présentent des nécroses qui ne dépassent pas le niveau des ongles (8%). Les altérations
nécrotiques restent relativement stables pendant les trois semaines suivantes. Apres 28 jours, les
nécroses ne dépassent pas le stade des doigts gonflés chez les souris témoin ou traitées avec le
SAR X a 0,3 mg/kg avec respectivement 9% et 17% des animaux atteints. Les souris traitées
avec le SAR X a 1 mg/kg présentent quant a elles des altérations nécrotiques qui ne dépassent

toujours pas le niveau des ongles (17%).
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Figure 18 : Estimation de la survie de la patte ischémiée. Incidence et hiérarchisation des nécroses de la patte en fonction
de leur sévérité. Pourcentages cumulés de chaque grade de nécrose. Analyse descriptive. Véhicule + I (n=11), SAR X 0,3
mg/kg +1(n=12) et SAR X 1 mg/kg + I (n=12).

I : idrabiotaparinux.

2-2 Analyse fonctionnelle

2-2-1 Reperfusion post-ischémique

Le profil de reperfusion des différents groupes expérimentaux est comparable pendant les
14 premiers jours qui suivent la ligature de 1’artére fémorale (Figure 19). Aprés 21 jours, soit une

semaine apres I’arrét du traitement, les souris ayant été traitées avec le SAR X 1 mg/kg montrent
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une reperfusion post-ischémique améliorée par rapport aux souris du groupe véhicule : 46,6 + 4,5

% contre 38,3 + 3,2 % (p = 0,069). Le SAR a 0,3 mg/kg n’a pas d’effet sur la reperfusion

quelque soit le temps de régénération post-ischémie.
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Figure 19 : Suivi de la reperfusion distale post-
ischémique par imagerie Doppler. Pourcentage de
perfusion I/C + sem. Test ANCOVA 2 facteurs avec
mesures répétées sur le facteur temps. Véhicule +
1 (n=9), SAR X 0,3 mg/kg + I (n=10) et SAR X 1
mg/kg +1(n=12).

I: idrabiotaparinux , i.m: intramusculaire, JO(T0) : mesure avant

I’opération, JO(T1) : mesure juste apres ’induction de ’ischémie, s.c :
sous-cutanée, sem : standard error of mean.

La quantit¢ de CD105 musculaire (normalisée par rapport a la quantité de protéines

totales des échantillons) augmente dans le muscle de la cuisse 28 jours apres I’induction de

I’ischémie quelque soit le groupe expérimental (Figure 20). L’augmentation par rapport aux

muscles controlatéraux est plus importante chez les souris traitées avec le SAR X Img/kg (+

66%) que chez les souris du groupe véhicule (+ 51%) ou que chez les souris traitées avec le SAR

X 0,3 mg/kg (+ 37%).
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Figure 20 : Quantité de CD105 musculaire apres 28
jours d’ischémie (cuisse). Dosage ELISA, pg/mg de
protéines = sem. Véhicule + I (n=6), SAR X 0,3 mg/kg
+1(n=7) et SAR X 1 mg/kg + I (n=7).

CL : muscles controlatéraux, I : idrabiotaparinux, IS : muscles ischémiés,
sem : standard error of mean.



Le niveau d’induction de CD105 au niveau des muscles de la cuisse des souris traitées avec le
SAR X (1mg/kg) montre une augmentation de l’activité angiogénique locale qui pourrait traduire
une meilleure maturation, et ainsi, fonctionnalité de la néovacularisation produite. Pour vérifier
cette hypothese, nous avons réalisé un deuxieme protocole expérimental (méme schéma de
traitement) focalisé sur la dose de 1 mg/kg et qui intégre, en plus d’un groupe controle

(véhicule), un groupe de souris non traitées

2-2-3 Fonctionnalité de la revascularisation

Au cours de ce nouveau protocole d’évaluation du SAR X (1 mg/kg, i.m) la récupération
du flux sanguin distal des soursi Balb/c nude est suivie pendant les 35 jours qui font suite a la
ligature de I’artére fémorale. Les souris traitées avec le véhicule du SAR X et I’idrabiotaparinux
font office de groupe contréle. Les souris non traitées permettent dans un premier temps de
valider que la voie d’administration (i.m) n’entraine pas d’augmentation de la vitesse et du
niveau de reperfusion des souris via une voie indépendante de 1’activation du récepteur FGFR-4
par le SAR X (composante inflammatoire pro-angiogénique). Par ailleurs, les souris non traitées
permettent également de vérifier que I’idrabiotaparinux et/ou le véhicule du SAR X ne stimulent

pas la revascularisation.

Quelque soit le temps de récupération, la reperfusion des souris du groupe véhicule n’est pas
différente de celle des souris non traitées (Figure 21). La voie d’injection intramusculaire, tout
comme 1’idrabiotaparinux et le véhicule du SAR X, n’influencent pas la cinétique de reperfusion
de notre modéle. Le SAR X (1 mg/kg) améliore le rétablissement du flux sanguin distal apres 28
jours d’ischémie, soit 14 jours aprées la derniére injection : 64,9 + 4,3 % contre 46,4 + 7,4 % pour
les souris du groupe véhicule (p = 0,039). Nous avons donc choisi de continuer le suivi de la
reperfusion jusqu’au 35°™ jour pour s’assurer de la pérennité de la revascularisation produite.
Nous voyons ainsi que le bénéfice du SAR X vis-a-vis de la revascularisation reste effectif
pendant cette semaine supplémentaire (statistiques descriptives). Les néovaisseaux sont toujours
fonctionnels 3 semaines apres 1’arrét du traitement. Notons que le SAR X (1 mg/kg) montre une

tendance non significative 4 1’amélioration du ratio I/C a partir du 14“™ jour qui suit la ligature

de I’artére fémorale.
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Figure 21 :Suivi de la reperfusion distale post-ischémique par imagerie Doppler. Etude de stabilité de la
néovascularisation. Pourcentage de perfusion I/C + sem. Test ANCOVA deux facteurs avec mesures répétées sur le
facteur temps : * : p < 0,05 pour la comparaison versus véhicule + I. Souris non traitées (n=6), véhicule + I (n=4) et
SAR X 1 mg/kg + I (n=6).

I : idrabiotaparinux, i.m : intramusculaire, JO(T0) : mesure avant 1’opération, JO(T1) : mesure juste apres I'induction de I’ischémie, s.c : sous-cutanée, sem :
standard error of mean.

Nous avons mis en évidence l’'innocuité et [’efficacité d’un traitement local avec un agoniste des
recepteurs FGFR-4 vis-a-vis de la stimulation de la régénération vasculaire. Le SAR X diminue
l'incidence et la séveérité des nécroses de la patte et il stimule la revascularisation post-
ischémique de notre modele d’AOMI. L ’amélioration de la reperfusion observée au 28ieme jour,

soit deux semaines apreés la derniére administration, reste effective jusqu’au 35" jour,
montrant ainsi que la néovascularisation produite reste fonctionnelle 3 semaines apres [’arrét du

traitement.
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Partie 3 : Evaluation du bénéfice thérapeutique de la greffe d’EPCs.

Nous avons évalué le bénéfice thérapeutique de I’administration d’EPCs vis-a-vis de la
régénération post-ischémique de notre modele d’AOMI développé chez les souris Balb/c nude.
Nous avons administré tout d’abord des EPCs pour regarder leur mobilisation sur le site
d’ischémie et leur capacité a intégrer les vaisseaux sanguins en croissance. L’autre objectif étant
d’évaluer leur capacité a promouvoir la régénération vasculaire. Apreés avoir vérifi¢ leur
phénotype indifférencié et déterminé la meilleure voie d’administration, nous avons évalué leur
potentiel thérapeutique vis-a-vis de la protection des atteintes nécrotiques de la patte et de
I’amélioration de la reperfusion de la patte ischémiée. L’évaluation parallele des HUVECs nous

permet d’intégrer a nos expérimentations des cellules endothéliales matures (témoin positif).

1- Comparaison phénotypique des EPCs et des HUVECs

Le dosage des ARNm par PCR en temps réel montre peu de différences en termes
d’expression des récepteurs au VEGF et au FGF entre les EPCs et les HUVECs (Tableau 2). Les
quantités d’ARNm normalisées par rapport a un geéne de référence (ici TBP) doivent varier d’une
unité logarithmique pour que I’expression de la cible soit considérée comme plus importante
pour un type cellulaire que pour un autre. Notons que TBP est un géne moyennement exprimé
par les cellules que nous avons évalué, la normalisation qui donne des niveaux d’expression

proche de 1 traduit un niveau d’expression moyen de la cible.

Niveau d'expression des ARNm (UA) — Normalisation par rapport TBP

VEGFR-1 | VEGFR-2 | VEGFR-3 | FGFR-1 | FGFR-2 | FGFR-3 | FGFR-4
EPCs 2,83 39,8 7,19 6,55 0,001 0,010 0,24
HUVECs 1,47 33,0 0,50 4,32 0,003 0,009 0,08

Tableau 2 : Profil d’expression des ARNm des récepteurs au VEGF et au FGF pour les EPCs et les HUVECs. Ratio d’expression de la
quantité d’ARNm de la protéine cible normalisée par rapport au géne de référence TBP. Dosage en triplicate pour chaque détermination.

EPCs : endothelial progenitor cells, FGFR : fibroblast growth factor receptor, HUVECs : human umbilical vein endothelial cells, TBP : TATA box binding protein, UA : unité arbitraire,
VEGFR : vascular endothelial growth factor receptor.

Les ARNm des récepteurs au VEGF (VEGFR1, VEGFR-2 et VEGFR-3) sont aussi bien détectés
pour les EPCs que pour les HUVECs. Indépendamment du type cellulaire, le VEGFR-2 semble
étre plus exprimé que les autres isoformes. L’expression du VEGFR-3 est quant a elle plus
importante pour les EPCs que pour les HUVECs (ratio de 7,19 contre 0,50). Le récepteur
VEGFR-3 est spécifiquement exprimé sur les cellules endothéliales lymphatiques. I est

initialement exprimé par les progéniteurs endothéliaux qui sont communs aux lignées
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endothéliales lymphatiques et vasculaires, puis il demeure seulement exprimé lors de leur
différenciation en cellules endothéliales lymphatiques.

Les EPCs et les HUVECs présentent majoritairement les isoformes 1 et 4 des récepteurs au FGF
avec une expression majoritaire du FGFR-1. Notons que le FGFR-4 est plus exprimé sur les

EPCs (0,24) que sur les HUVECs (0,08).

La présence du VEGFR-3 sur les EPCs met en avant leur phénotype indifférencié par rapport
aux HUVECs qui n’a pas été modifié pendant les étapes de culture in vitro. La présence des

réecepteurs FGFR-1 et FGFR-4 sur les EPCs et les HUVECs confirme ['implication du FGF dans

la régulation de [’activité biologique des cellules endothéliales.

2- Sélection de la voie d’administration

Nous avons choisi d’évaluer la tolérance et le bénéfice thérapeutique des EPCs
(comparées aux HUVECs) en confrontant deux voies d’injection : la voie intramusculaire (i.m)
et la voie intraveineuse (i.v). Les cellules sont administrées un jour apres la ligature de 1’artere
fémorale chez des souris Balb/c nude male de 10 semaines. L’injection est réalisée soit dans la
veine caudale, soit au niveau des muscles postérieurs de la cuisse. Pour se rapprocher des
conditions utilisées en clinique les EPCs sont administrées i.m en plusieurs points d’injection.
Des souris injectées avec du PBS (véhicule) servent de groupe témoin. La régénération post-
ischémique est suivie pendant 14 jours pour les souris ayant recues les EPCs ou les HUVECs par

voie 1.v et pendant 28 jours pour les souris ayant recues les EPCs par voie i.m.

2-1 Reperfusion post-ischémique

Les EPCs et les HUVECs injectées par voie i.v ou par voie i.m n’améliorent pas la
récupération du flux sanguin distal apres respectivement 14 ou 28 jours d’ischémie (Figure 22).
La similitude des profils de reperfusion post-ischémique des souris ayant regue une injection de
PBS par voie i.v ou par voie i.m montre que I’administration musculaire ne cause pas
d’inflammation locale pro-angiogénique : 35,5 + 4 % (i.v) contre 31,8 + 2,8 % (i.m) apres 7 jours
et 39,1 + 7,4 % (i.v) contre 44,2 + 5,8 % (i.m) apres 14 jours. Notons que lors de 1’évaluation du
SAR X nous avons déja observé que ’injection i.m n’a pas de répercussion sur la reperfusion

post-ischémique de notre mod¢le.
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Figure 22 :Suivi de la reperfusion distale post-ischémique par imagerie Doppler. Comparaison des voies
d’administration i.v et i.m des EPCs et des HUVECs. Pourcentage de perfusion I/C + sem. PBS i.v (n=3), EPCs i.v
(n=3), HUVECs i.v (n=3), PBS i.m (n=5) et EPCs i.m (n=5).

EPCs : endothelial progenitor cells, HUVECs : human umbilical vein endothelial cells, i.m : intramusculaire,i.v : intramusculaire, JO(T0) : mesure avant
1’opération, JO(T1) : mesure juste aprés ’induction de I’ischémie, PBS : phosphate buffer saline, sem : standard error of mean.

2-2 Analyse macroscopique

Indépendamment de la voie d’injection utilisée (i.m ou i.v), I’administration des EPCs ou
des HUVECs ne modifie pas I’évolution pondérale des souris. Nous avons mesuré le poids de la
rate en tant qu’indicateur d’inflammation généralisée. En effet, la rate est un organe lymphoide
secondaire impliqué dans I’'immunité cellulaire et dans la régulation de la formation et de la
destruction des éléments figurés du sang. Apres 14 jours, le poids de la rate des souris pour
lesquelles les cellules ont été injectées par voie i.v n’est pas différent de celui des souris
controles : 115 £ 9 mg (EPCs) et 124 £ 11 mg (HUVECs) contre 117 = 5 mg pour les souris
ayant été injectés avec du PBS. Le poids de la rate n’est pas non plus modifi¢ 28 jours apres
I’administration des EPCs par voir i.m : 127 = 7 mg contre 134 + 8 mg pour les souris ayant été
injectés avec du PBS. Au niveau local, I’administration d’EPCs (ou de PBS) par voie i.m ne
provoque pas d’effets délétéres au niveau de la zone d’injection.

Les EPCs ou les HUVECs administrées par voie i.v ou i.m n’améliorent pas ’incidence et la
sévérité des nécroses qui ont néanmoins €té peu observées pendant le protocole (elles touchent

seulement 15% des animaux et ne dépassent pas le niveau doigts).

2-3 Analyse microscopique

L’analyse structurale des muscles du mollet aprés la coloration Trichrome de Masson ne
montre pas d’effet protecteur des cellules vis a vis de la dégénérescence musculaire. Nous avons
utilisé I’ISH avec la sonde ALU pour rechercher les cellules au sein de différents tissus d’intérét.

Les EPCs et les HUVECs ne sont ne sont pas retrouvées au niveau de la rate, confirmant la
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bonne tolérance immunitaire déterminée grace a la mesure de 1’organe. Les cellules ne sont pas
non plus détectées au niveau des poumons. Les EPCs ou les HUVECs ne sont néanmoins pas
retrouvées au niveau de la zone ischémique (muscles de la cuisse). Ainsi, indépendamment de
leur stade de différenciation, les cellules de la lignée endothéliale administrées par voie locale

(i.m) ou par voie systémique (i.v) n’intégrent pas le réseau vasculaire murin.

Indépendamment de la voie d’administration, les EPCs et les HUVECs sont bien tolérées par
notre modele d’AOMI. Cependant, nous n’avons pas obtenu d’amélioration vis-a-vis de la
degénérescence musculaire (mollet), de la survie de la patte ou encore de la reperfusion distale.
Nous avons décidé de poursuivre néanmoins nos études en utilisant la voie i.m, mais en utilisant
cette fois une matrice protéique qui ferait office de véhicule trophique et protecteur : le

Matrigel® et ’acide hyaluronique.

En effet, les biomatériaux sont des supports de thérapie cellulaire de plus en plus étudiés’”. Ces
approches novatrices visent a associer un matériau (synthétique ou naturel) et une composante
cellulaire dans une méme architecture tridimensionnelle. Dans le cadre de la régénération du
myocarde par exemple, Martens et al ont montré in vivo I’efficacité de 1’utilisation d’un hydrogel
(polymeére biocompatible insoluble dans 1’eau) pour augmenter la rétention et la survie de
cellules souches administrées chez le rat au niveau de la zone lésée’””. Par ailleurs, Suuronen et al
ont montré que I’incorporation de cellules CD133+ dans une matrice de collagéne améliore les
capacités vasculogéniques des cellules qui stimulent ainsi plus efficacement la revascularisation

d’un modéle d’AOMI développé chez le rat”,

3- Injection locale avec ’utilisation de matrices protéiques

3-1 Matrigel®

Nous avons choisi d’utiliser une matrice protéique couramment utilisée au laboratoire : le
Matrigel®. Cette matrice qui fige a température corporelle contient différentes protéines de la
matrice extracellulaire (60% laminine, 30% collageéne 1V, 8% entactine, HSPGs), des MMPs et
de nombreux facteurs de croissance (dont notamment du TGF-$, du PDGF et de I’EGF). Le
Matrigel® contenant les EPCs et les HUVECs est administré un jour apres la ligature de I’artére
fémorale au niveau des muscles de la cuisse de souris Balb/c nude de 10 semaines. Nous avons
¢évalué pendant 14 jours I’innocuité et le bénéfice thérapeutique de cette approche vis-a-vis de la

régénération vasculaire et musculaire.
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3-1-1 Reperfusion post-ischémique

Apres 14 jours d’ischémie, les EPCs ou les HUVECs n’améliorent pas la récupération du
flux sanguin distal de notre modele d’AOMI : pourcentages de perfusion I/C respectifs de 39,1 +
3,8 % et 44,7 + 3,8 % contre 37,2 + 5,8 % pour les souris ayant re¢u que du Matrigel® (Figure
23). Notons que I’injection de Matrigel® n’a pas d’effet sur la reperfusion post-ischémique
mesurée par imagerie Doppler. En effet, rappelons que 14 jours apres une injection i.m de PBS

les souris présentent un pourcentage de perfusion I/C de 44,2 + 5,8 %.

23, Figure 23 : Suivi de la reperfusion distale

120 post-ischémique par imagerie Doppler.
Administration locale des EPCs et des
HUVECs avec du Matrigel®. Pourcentage
de perfusion I/C + sem. Matrigel® (n=3),
Matrigel® + EPCs (n=3) et Matrigel® +
HUVECs (n=3).
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3-1-2 Analyse macroscopique

L’administration intramusculaire d’EPCs ou d’HUVECs avec du Matrigel® au niveau
des muscles de la cuisse ne modifie pas 1’évolution pondérale des souris qui est comparable a
celle de souris injectées avec seulement du Matrigel®. L’injection des cellules n’entraine pas
d’inflammation généralisée, le poids de la rate est comparable aux souris injectées avec le
Matrigel® : 111 + 14 mg (Matrigel®+EPCs) et 130 = 8 mg (Matrigel®+HUVECs) contre 113 +
10 mg (Matrigel®). Au niveau local, I’administration du Matrigel® (avec ou sans cellules) par
voie i.m ne provoque pas d’effets déléteres au niveau de la zone d’injection.
Aucune nécrose de la patte n’a été observée pendant les 14 jours d’évaluation de 1’administration

des EPCs et des HUVECs avec le Matrigel®.
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3-1-3 Analyse microscopique

3-1-3-1 Visualisation de la structure des muscles

L’analyse structurale des muscles du mollet aprés coloration Trichrome de Masson ne
montre pas d’effet protecteur des EPCs et des HUVECs administrées avec du Matrigel® vis a vis
de la dégénérescence musculaire.La coloration des coupes de muscles de la cuisse avec le
Trichrome de Masson montre que les muscles ne présentent pas de traumatisme visuel ou
structural consécutif a ’administration de Matrigel® contenant les cellules (Figure 24). Seule
une chape cellulaire fibreuse se forme en périphérie de la matrice. Sur les coupes histologiques le

Matrigel® apparait en vert, couleur identifiant le collageéne.

24.

Ischémie (J14) Matrigel® + EPCs (J14)

Matrigel® Chape cellulaire fibreuse

Figure 24 : Histologie structurale des muscles de la cuisse (J14 post-ischémie). Administration i.m d’EPCs et ’HUVECs avec du Matrigel®.
Coupes transversales, coloration Trichrome de Masson.

EPCs : endothelial progenitor cells, HUVECs : human umbilical vein endothelial cells.

3-1-3-2 Détection des cellules injectées

Nous avons utilisé la sonde ALU en ISH pour visualiser les EPCs et les HUVECs au
niveau des tissus murins. Apres 14 jours, les cellules humaines administrées avec du Matrigel®
sont détectées au sein du tissu musculaire (cellules bleu foncé). Le marquage en IHC de la
protéine CD31 humaine (cellules brunes) confirme la détection de cellules humaines et montre

qu’elles ont bien un phénotype des cellules endothéliales (Figures 25a et 25b).

=75 -



25a. Chape fibreuse Matrigel®

! "E?{%

“vl.‘
\‘1!«‘.

® + EPCs

Matrigel

Cellules hCD31 positives

25h. Chape fibreuse Matrigel®

HUVECs

R) 4
[x]
b
T
0
=
[
[
=
=
]
=
]
=z
=
=
2
@
2
H]
=
g
=
=
z

S
=)
£
®
=

hCD31

Cellules hCD31 positives

Figures 25 : Détection des EPCs humaines (a) et des HUVECs (b) administrées avec du Matrigel® au niveau des muscles de la cuisse (14
jours post-ischémie). Coupes transversales, hybridation in sifu avec la sonde ALU et IHC avec un anticorps anti-CD31 humain.

EPCs : endothelial progenitor cells, hCD31 : CD31 humain, HUVECs : human umbilical vein endothelial cells, IHC : immunohistochimie.
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Notons que le Matrigel® qui a fixé la DAB (substrat de révélation de I’'THC) est coloré en
marron. Les EPCs et les HUVECs s’organisent en périphérie du Matrigel® et colonisent la
couche fibreuse sous jacente mais elles ne diffusent cependant pas entre les fibres musculaires, et
elles n’intégrent pas les vaisseaux sanguins natifs. Seules les HUVECs semblent s’organiser en

tubules aux interfaces du Matrigel® et des composantes fibroblastiques.

L utilisation de Matrigel® pour administrer les EPCs et les HUVECs est bien tolérée par notre
modele d’AOMI. Les cellules sont viables, néanmoins elles n’apportent pas de bénéfice vis-a-vis
de la reperfusion post-ischémique. Apres 14 jours, les cellules s’organisent au niveau de la
couche fibreuse qui entoure le Matrigel®. Les EPCs et les HUVECs n’infiltrent cependant pas
les fibres musculaires et ne sont pas mobilisées vers le site d’ischémie pour intégrer le réseau
vasculaire natif. Nous avons donc décidé d’utiliser une autre matrice protéique : [’acide

hyaluronique.

3-2 Acide hyaluronique

L’acide hyaluronique (HA) est un composant de la matrice extracellulaire formé d’une
répétition d’unités disaccharidiques sulfatées (glycosaminoglycane). Sa présence naturelle dans
de nombreux tissus fait de cette matrice protéique un support biocompatible et biodégradable
utilisé en recherche biomédicale, et notamment dans le cadre de la reconstruction vasculaire’.
Grace a son fort pouvoir de fixation de 1I’eau (1000 fois son volume), I’HA est un hydrogel a la
structure trés souple qui favorise la prolifération et la migration cellulaire’®. Par ailleurs, les
formes courtes de I’HA (clivage endogéne) stimulent la prolifération des cellules endothéliales et
les protége de 1’apoptose, favorisant ainsi I’angiogenése. Selon Tang et al, ’HA améliore le
bénéfice thérapeutique de ’administration d’HUVECs chez un modéle murin d’AOMI’’. Nous
avons ainsi choisi d’administrer des EPCs humaines avec de I’HA au niveau des muscles de la
cuisse, un jour apres la ligature de ’artére fémorale de souris Balb/c nude de 10 semaines. Nous
avons évalué pendant 28 jours I’innocuité et le bénéfice thérapeutique de cette approche vis-a-vis

de la régénération vasculaire.

3-2-1 Reperfusion post-ischémique

Aprées 28 jours, les EPCs n’améliorent pas la récupération du flux sanguin distal de notre
modele d’AOMI : pourcentage de perfusion I/C de 56,6 + 4,3 % contre 65,4 + 10,6 % pour les
souris ayant recu que de I’'HA (Figure 26). L’injection d’HA n’a pas d’effet sur la reperfusion

=77 -



post-ischémique mesurée par imagerie Doppler. En effet, rappelons que 28 jours aprés une

injection i.m de PBS le pourcentage de perfusion I/C est de 61,5 + 3,1 %.
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Figure 26 : Suivi de la reperfusion distale post-ischémique par imagerie Doppler. Administration
locale des EPCs avec de I’acide hyaluronique. Pourcentage de perfusion I/C + sem. AH (n=4) et AH +
EPCs (n=5).

AH : acide hyaluronique, AH + EPCs : acide hyaluronique + endothelial progenitor cells, JO(T0) : mesure avant 1’opération, JO(T1) :
mesure juste apres I’induction de I’ischémie, sem : standard error of mean.

3-2-2 Analyse macroscopique

L’administration de HA seul ou avec des EPCs (HA+EPCs), au niveau des muscles de la
cuisse ne modifie pas 1’évolution pondérale post-ischémique des souris et n’entraine pas
d’augmentation du poids de la rate aprés 28 jours par rapport aux souris témoins : 134 £ 8 mg
(PBS) contre 141 = 11 mg (HA) et 125 + 8 mg (HA+EPCs). Aucun effet délétére n’est observé
au niveau des muscles injectés.

Des nécroses se limitant au niveau des ongles apparaissent au bout de la premicre semaine chez
20% des souris ayant regu des EPCs avec I’HA et restent stables pendant 28 jours (Figure 27).
Par contre, les altérations nécrotiques de la patte des souris ayant recu une administration
intramusculaire d’HA sont observées au niveau des ongles chez 25% des animaux aprés une
semaine d’ischémie. Apres 14 jours, 25% de souris présentent en plus des nécroses qui atteignent
le stade des doigts gonflés, puis I’incidence (50%) et la sévérité des nécroses (grades 1 et 2) se

8iéme :

stabilisent jusqu’au 2 jour.
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Figure 27 : Estimation de la survie de la patte ischémiée. Administration locale des EPCs avec de I’acide hyaluronique.
Incidence et hiérarchisation des nécroses de la patte en fonction de leur sévérité. Pourcentages cumulés de chaque grade de
nécrose. Analyse descriptive. AH (n=4) et AH + EPCs (n=5).

AH : acide hyaluronique, AH + EPCs : acide hyaluronique + endothelial progenitor cells.

3-2-3 Analyse microscopique

L’analyse des coupes histologiques des muscles de la cuisse et du mollet aprés ISH avec

la sonde ALU ne permet pas de mettre en évidence d’EPCs apres 28 jours post-injection.

L utilisation de I’acide hyaluronique comme vecteur pour administrer les EPCs est bien tolérée
par notre modele d’AOMI. Les EPCs diminuent [’incidence et la sévérité des atteintes
nécrotiques de la patte, sans néanmoins apporter de bénéfice vis-a-vis de la reperfusion post-
ischéemique. Apres 28 jours, les EPCs ne sont pas retrouvées au niveau des muscles, ce qui laisse

penser qu’elles n’ont pas été mobilisées sur le site d’ischémie.

Malgré une bonne tolérance et des effets encourageants vis-a-vis de la protection contre les
nécroses de la patte, les EPCs (et les HUVECs) n’ont pas apporté de bénéfice thérapeutique vis-
a-vis de la reperfusion de notre modele d’AOMI. L utilisation de Matrigel® pour délivrer
localement les cellules a été plus probante que [’acide hyaluronique, en effet, le Matrigel®
permet la survie des cellules au sein du tissu musculaire. L’absence de mobilisation sur le site
d’ischémie montre l'importance de stimuler les capacités vasculogéniques des EPCs avant de les
injecter. Nous avons observé lors de I’analyse phénotypique des EPCs que le récepteur FGFR-4
est plus représenté a leur surface que sur les HUVECs, traduisant une meilleure sensibilité
potentielle au SAR X. On peut ainsi envisager de prétraiter (ou co-administrer) les EPCs avec le
SAR X pour stimuler leur différenciation in vivo en cellules endothéliales matures (preuve de
concept validée in vitro dans le laboratoire) et améliorer leurs capacités vasculogéniques (en

cours d’étude).
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Discussion et perspectives

La médecine translationnelle permet a la recherche fondamentale d’avancer depuis les
découvertes en laboratoire jusqu’aux applications cliniques chez les patients. C’est dans cette
perspective que nous nous sommes attachés a développer un modele d’AOMI qui soit relevant de
la pathologie humaine pour que les bénéfices thérapeutiques mis en évidence sur ce modele

puissent étre prédictifs de la clinique humaine.

Partie 1 : Mise en place d’un modele d’AOMI chez la souris nude.

Nous avons choisi de caractériser notre modele d’AOMI vis-a-vis de la régénération
vasculaire et musculaire chez les souris Balb/c nude. Nous avons choisi le fond génétique Balb/c
pour sa reperfusion post ischémique ralentie par rapport aux souris C57BI16 (autre fond génétique
courant pour la souche nude). Les souris Balb/c sont en effet décrites pour présenter un retard de
reperfusion naturel qui implique un déficit de la voie de signalisation du VEGF, une densité des
arteres collatérales préexistantes moins importante et une plasticité vasculaire réduite par rapport
aux souris C57B16’%”’. Néanmoins, la forte incidence de nécroses de grade élevé lors de
I’excision d’une portion de I’artéere et de la veine fémorale n’est pas éthiquement acceptable et
nous a conduit a envisager une chirurgie moins sévere. Ainsi, la ligature de 1’artére fémorale, qui
préserve I’intégrité du retour veineux, diminue le nombre et la sévérité des atteintes nécrotiques
de la patte sans pour autant affecter le déficit de reperfusion des souris Balb/c. Nos observations
sont confirmées par la littérature. Chez les souris Balb/c la nature et la localisation de
I’obstruction du flux sanguin sur l’artére fémorale n’influence pas la reperfusion post-
ischémique, mais conditionne plutot la sévérité de la souffrance musculaire et des atteintes
nécrotiques de la patte. Les stades de nécrose sont plus avancés lorsque 1’obstruction est tres
proximale (artéres iliaques), lorsque une partie de 1’artére fémorale est excisée, ou encore quand
I’intégrité du retour veineux n’est pas conservée™.

La faible perte de poids consécutive a I’induction de 1’ischémie et la bonne récupération
pondérale des animaux montre que les souris Balb/c nude tolérent bien la chirurgie par ligature
de I’artere fémorale. La reperfusion post-ischémique modérée des souris, qui ne récuperent pas
plus de 35% du flux sanguin distal apres 14 jours d’ischémie, favorise la mise en évidence d’un

potentiel bénéfice thérapeutique li¢ a la stimulation de la néovascularisation.
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Composante inflammatoire

L’induction de I’ischémie provoque une inflammation locale et généralisée qui est
principalement observée pendant les cinq premiers jours qui suivent la ligature de 1’artere
fémorale et qui perdure au jusqu’au 14°™ jour. Le profil inflammatoire des souris des groupes
sham montre que la procédure chirurgicale est en grande partie responsable de 1’augmentation du
nombre de globules blancs circulants. Néanmoins, la forte augmentation du taux de MCP-1
plasmatique et le recrutement des macrophages au niveau des muscles de la cuisse restent quant
a eux spécifiques de la situation ischémique. La chimiokine MCP-1 sécrétée par les cellules
endothéliales activées par 1’ischémie assure la mobilisation des monocytes sur le site de Iésion
tissulaire avant qu’ils soient recrutés dans le tissus ou ils se différencient en macrophages qui
eux-mémes sécréteront MCP-1 pour entrainer un plus grand recrutement. Le statut inflammatoire
dépendant de 1’ischémie est corroboré par 1’aspect (dur, gonfl¢, décoloré) et le poids des muscles
de la cuisse et du mollet qui traduisent la formation d’un cedéme inflammatoire lors des 3
premiers jours consécutifs a I’induction de 1’ischémie.
Les modeles d’AOMI développés chez la souris nécessitent une obstruction chirurgicale du flux
sanguin fémoral qui provoque une inflammation rapide qui n’est pas représentative de la
pathologie ischémique humaine. En effet, chez les patients souffrant d’une I’AOMI, on observe
¢galement une inflammation, mais celle-ci est plus lente et permanente car elle est associée a la
progression de 1’athérosclérose. En plus de marqueurs inflammatoires comme la CRP (C reactive
protein) ou I’Il-6 (interleukine-6) qui sont décrits pour étre augmentés avec la sévérité de
1’AOMI chez ’Homme®, on note une augmentation du nombre des monocytes circulants qui est
diminuée aprés le traitement chirurgical des patients®'. Cette augmentation réversible du nombre
de monocytes montre que I’inflammation n’est pas exclusivement associée au processus
d’athérosclérose, mais qu’elle est aussi directement dépendante de la situation ischémique. La
chimiokine MCP-1 qui est décrite pour étre augmentée chez les patients atteints d’AOMI
pourrait au méme titre que la numération des cellules inflammatoires étre envisagée comme un

biomarqueur de cette pathologie chez I"'Homme®**’.

Souffrance et régéenération musculaire

L’interruption du flux sanguin fémoral entraine des dommages au niveau des structures
tissulaires et cellulaires qui sont plus importants pour les muscles du mollet que pour les muscles
de la cuisse. Cette différence anatomique est a mettre en relation avec la perfusion résiduelle
observée au niveau des muscles de la cuisse aprés 1’induction de I’ischémie et qui n’est pas

observée pour les muscles du mollet qui ne commencent a étre réellement reperfusés qu’apres

-81 -



une semaine. Nos observations sont en accord avec les travaux du Dr Helisch qui montrent qu’au
niveau des muscles du mollet des souris Balb/c, une nécrose et une hypoxie post-ischémique
s’installe contrairement aux muscles de la partie haute de la patte’”. Il serait intéressant de
vérifier que la différence de revascularisation résiduelle que nous observons entre les muscles de
la cuisse et les muscles du mollet est associée a un statut hypoxique anatomiquement différent.
Statut hypoxique que nous pourrions mettre en évidence grace a la détection en IHC de la
protéine HIF1-a sur des coupes histologiques de muscles de la cuisse et du mollet (mise au point
des conditions de marquage déja réalisée au laboratoire).

La privation en oxygene consécutive a I’ischémie est associée a une souffrance musculaire qui
est reflétée par D’atrophie des muscles du mollet aprés deux semaines (fonte musculaire
d’environ 40%). La perte de poids des muscles est détectée a partir du 14™ jour, masquée
vraisemblablement dans les temps plus précoces par un cedéme inflammatoire. Cette présence
d’atrophie et de dégénérescence musculaire précoce est mise en évidence par |’analyse
structurale des muscles du mollet qui montre une hétérogénéité de la taille et de la forme des
cellules musculaires des le premier jour post-ischémie. En effet, les cellules musculaires qui sont
initialement anguleuses s’arrondissent et deviennent nécrotiques (opacification du cytoplasme).
La migration des noyaux au centre des cellules musculaires (gros noyaux vésiculaires) signe de
I’état de souffrance et de future régénération des cellules. Les cellules musculaires altérées sont
remplacées par des adipocytes qui colonisent les zones l€sées. L’infiltration cellulaire accrue
autour des fibres Iésées refléte I’inflammation locale qui aboutie aprés deux semaines d’ischémie
a une fibrose du tissu musculaire mise en évidence par I’augmentation de la syntheése de
collagéne. Pour compléter cette analyse structurale, on peut proposer de mesurer 1’activité
proliférative des cellules infiltrées par la détection en IHC de la protéine nucléaire Ki-67 qui est
spécifiquement exprimée pendant les phases actives du cycle cellulaire. Notons que la
régénération musculaire qui est également reflétée par la récupération des capacités motrices de
la patte aprés une semaine d’ischémie s’accompagne de la synthése de protéines contractiles
comme 1’actine et la myosine qui pourraient étre mises en évidence au niveau musculaire par
dosage ELISA et/ou IHC. L’acidose tissulaire post-ischémique mise en évidence par la
coloration bleue/violette des muscles du mollet traduit un changement de statut métabolique des
muscles qui est corroboré par I’augmentation plasmatique des taux d’acide lactique. En effet, la
privation en oxygeéne ne permettant plus aux cellules musculaires de produire de 1’énergie sous
forme d’ATP par dégradation aérobie du pyruvate produit par la glycolyse (cycle de Krebs), elles
basculent vers un métabolisme anaérobie faisant intervenir I’enzyme qui catalyse la dégradation

du pyruvate en lactate (lactate déshydrogénase).
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Chez ’Homme, la diminution de I’apport sanguin aux tissus est également associée a une
dégénérescence des muscles du mollet qui se caractérise par des modifications morphologiques
comme D’atrophie™, ’apoptose® et 1’augmentation du nombre de fibres qui évoluent d’un type
oxydatif (type I) vers un type glycolytique (type II)*. Cette derniére modification structurale et
les dommages relevés au niveau de ’ADN mitochondrial®’ signent du changement de statut
métabolique des muscles qui s’accompagne notamment de 1’augmentation des concentrations

- - . 88,89
circulantes d’acide lactique™

. Notons que I’atrophie musculaire observée dans le cadre de
I’AOMI chez ’Homme pourrait étre mise en relation avec le statut inflammatoire généralisé, et
plus particuli¢rement avec [’augmentation de la concentration d’Il-6 consécutive a
I’inflammation. En effet, les taux d’Il-6 et de TNF-a (tumor necrosis factor-a) sont augmentés

dans le plasma des individus atteints d’atrophie musculaire liée a 1’age™.

Angiogenese, artériogenese et vasculogenése

Le suivi de la reperfusion par imagerie Doppler montre une revascularisation distale
progressive et modérée qui refléte la formation de néo-vaisseaux sanguins au niveau des muscles
de la patte ischémiée. La revascularisation mise en évidence au niveau des muscles de la cuisse
et du mollet grace a I’injection systémique d’isolectine fluorescente refléte la fonctionnalité des
vaisseaux sanguins formés apres la ligature de 1’artére fémorale. Aprés 14 jours d’ischémie, les
muscles de la cuisse et du mollet montrent une augmentation du nombre de vaisseaux sanguins
de petite taille, alors que des vaisseaux sanguins de gros diamétre sont uniquement observés au
niveau des muscles de la cuisse. Ces observations sont en accord avec les travaux du Dr Schaper
qui montrent que chez la souris la revascularisation post-ischémique des muscles du mollet est
dépendante de I’angiogenese (augmentation de la densité vasculaire) alors que le rétablissement
du flux sanguin des muscles de la cuisse est plutdét dépendant du processus d’artériogenése
(augmentation de diamétre vasculaire)’. L’augmentation des quantités de CD105 déterminée au
niveau des muscles de la cuisse traduit I’activation des cellules endothéliales qui est responsable
de la néovascularisation, et confirme par ailleurs la formation de néo-vaisseaux fonctionnels.
Notons que nous pourrions envisager un co-marquage de 1’isolectine ou de CD105 (marqueurs
des cellules endothéliales) avec 1’a-SMA (marqueur des cellules murales) pour vérifier la
maturation vasculaire et s’assurer de la pérennité du nouveau réseau vasculaire formé. Chez
I’Homme les marquages IHC sont peut réalisés pendant les études cliniques car ils nécessitent
une biopsie de muscle qui s’avere douloureuse pour le patient et qui de plus pourrait influencer
les critéres de reperfusion mesurés. Dés lors, ces échantillons musculaires sont obtenus a partir

de muscles prélevés chez des patients décédés ou amputés. Les données qui sont néanmoins
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collectées au niveau des muscles du mollet (Figure 1) mettent en évidence une revascularisation
plutot dépendante de 1’angiogenése qui est caractérisée par une augmentation de la densité

vasculaire™ et notamment des vaisseaux sanguins de petite taille (artérioles et capillaires)™.

A Marrow-implanted limb Control limb

Figure 1 : Analyse immunohistochimique de nouveaux vaisseaux sanguins (muscle du mollet).

A/ Le nombre de vaisseaux sanguins CD31 positifs (marron) est augmenté dans le muscle ischémié d’un patient ayant re¢u une injection de PB-
MNCs en comparaison de son muscle contrdle ayant regu une injection de NaCl 0,9% (X200). B/Les fléches montrent les cellules positives pour
Ki-67, CD31 et DAPI (X400). Tateishi-Yuyama®.

DAPI : 4-6-diamidino-2-phenylindole, Nacl : chlorure de sodium, PB-MNCs : peripheral blood mononuclear cells.

Le développement du systéme vasculaire chez ’Homme a longtemps été exclusivement associé
aux processus d’angiogenése et d’artériogenese. Cependant ce dogme a été remis en question a la
fin des années 90 lors de la découverte de cellules mononuclées dérivées du sang humain qui
sont capables de se différencier en cellules endothéliales et de participer a la revascularisation
aprés leur administration chez des modeles précliniques d’ischémie. Ces cellules, les EPCs,
présentent des marqueurs de surface endothéliaux et sont incorporées au niveau du site
d’ischémie. Ainsi, avant d’envisager un projet de thérapie cellulaire qui prévoit la greffe d’EPCs,
nous avons voulu vérifier I’implication du processus de vasculogenése dans la revascularisation

post-ischémique de notre modele d’AOMI.
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Dans un premier temps nous avons cherché a identifier les EPCs dans le sang de souris Balb/c
nude ischémiées. Nous nous sommes basés sur une caractérisation morphologique et
phénotypique pour identifier les EPCs a cause du faible nombre de PB-MNCs adhérentes. De
plus, la grande majorité des cellules présentent un phénotype Ac-LDL"/isolectine”. Nous pensons
que dans nos conditions expérimentales, les PB-MNCs qui adhérent a la fibronectine aprés 7
jours de culture sont majoritairement des monocytes et des macrophages (nos conditions de
culture n’étant pas favorable aux lymphocytes). En effet, la revue de la littérature montre que les
monocytes et les macrophages sont également capables de fixer ’isolectine et d’incorporer 1’ Ac-
LDL’'™*. Nous avons néanmoins mis en évidence, parmi une population cellulaire hétérogéne
(PB-MNCs), des cellules fusiformes ayant un phénotype Ac-LDL "/isolectine” qui présentent les
caractéristiques des EPCs décrites par Kalka et al’* (Figure 2).

Figure 2 : Mise en évidence des EPCs isolées a partir de MNCs issues de sang humain. Incorporation de I’Ac-LDL (dil : rouge) et fixation
membranaire de "'UEA (FITC : vert). PB-MNCs mises en culture 7 jours sur un support fibronectine. Kalka et al’*.

Ac-LDL : LDL acétyl¢, Dil: Dil: 1,1'-dioctadecyl-3,3,3",3'- tetramethylindocarbocyanine perchlorate, EPCs : endothelial progenitor cells, FITC : Fluorescein isothiocyanate, PB-MNCs :
peripheral blood mononuclear cells, UEA : Ulex europaeus agglutinin.

Dans un deuxiéme temps, 1’utilisation des souris NSGh nous a permis de mettre clairement en
évidence I’implication du processus de vasculogeneése dans le cadre de la reperfusion post-
ischémique chez la souris apres ’interruption du flux sanguin fémoral. Des cellules médullaires
humaines au phénotype endothélial sont spécifiquement recrutées au niveau du site d’ischémie
pour intégrer le réseau vasculaire natif murin. Ces observations signent de la participation active
de la vasculogenese dans le cadre de la reperfusion post-ischémique de notre modele, mais elles
demandent néanmoins a étre complétées par I’identification phénotypique des cellules humaines
qui sont mobilisées et qui intégrent le réseau vasculaire natif de la souris par IHC avec la

détection de CD31 et/ou du VEGFR2.
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L’induction de l’ischémie de la patte par ligature de I’artere fémorale est bien tolérée par les
souris Balb/c nude. La reperfusion post-ischémique reproductible et modéré permet I’évaluation
de [lactivité thérapeutique de facteurs pro-angiogéniques. Les altérations post-ischémiques
comme la dégénérescence du tissu musculaire, le changement du statut métabolique des muscles
et l'inflammation généralisée (cependant dépendante du geste chirurgical dans sa phase
précoce) qui sont observées sur notre modele sont comparables a la situation pathologique
humaine. De plus, les mécanismes physiologiques de revascularisation (I’angiogenese,
[’artériogeneése et la vasculogenése) que nous avons mis en évidence chez les souris Balb/c nude
sont également impliqués lors de la régénération vasculaire chez [’Homme. Ainsi, notre modele
d’AOMI autorise [’évaluation de thérapies comme [’administration de facteurs de croissance ou
de cellules souches (indépendamment ou en association) en vu de transposer les résultats a la

pathologie humaine et étre prédictif d 'un éventuel bénéfice clinique pour les patients.

Partie 2 : Evaluation du bénéfice thérapeutique de la stimulation de la voie FGF.

L’angiogenese thérapeutique représente une approche possible pour traiter les patients
atteints d’une AOMI. Le but de cette thérapie étant de restaurer et de maintenir dans le temps la
reperperfusion des territoires ischémiés en stimulant les processus de néovascularisation. Les
études précliniques et cliniques (Tableau 1 de la partie introduction de ce mémoire) montrent la
faisabilité et I’innocuité de 1’administration de facteurs de croissance, et notamment du FGF au
niveau du site d’ischémie. En effet, le FGF est largement décrit comme un acteur majeur de
I’angiogenese. Il stimule la néovascularisation par un effet direct ou en induisant la production
de VEGF. Le FGF favorise la dégradation enzymatique de la matrice extracellulaire, il stimule la
prolifération et la migration des cellules endothéliales et les protége de I’apoptose. Son bénéfice
thérapeutique vis-a-vis de la revascularisation est d’autant plus important qu’il est également
impliqué au niveau des processus d’artériogenese et de vasculogenese.

Les patients atteints d’une AOMI sont des patients pour lesquels les mécanismes de
revascularisation sont déficients. Le diabéte et le vieillissement sont deux causes majeures de ce
retard de néovascularisation qui est en partie dépendant d’une altération de la voie du FGF. En
effet, le diabéte entraine la glycation du FGF-2 qui diminue son activité biologique vis-a-vis des
cellules endothéliales bovines™. Le vieillissement est associé & une baisse des taux endogénes et

a Pabsence d’induction des ARNm du FGF-2 dans le cadre de la cicatrisation chez la souris’®.
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D’ou I’intérét de promouvoir la revascularisation chez ces patients en activant le systeme FGF
par I’intermédiaire de molécules exogenes. Le SAR X est une molécule hétérocyclique formée
par ’association de deux antagonistes des récepteurs aux FGF (Annexe 1). Il a ét¢ montré que
son activité vis-a-vis des cellules endothéliales est dépendante de 1’activation du FGFR-4. Le
SAR X active le récepteur en induisant sa dimérisation par rapprochement mécanique de deux

monomeres qui sont chacun reconnus par les deux antagonistes.

Innocuité du traitement

L’administration intramusculaire de SAR X ne modifie pas I’évolution pondérale des
souris et les muscles de la cuisse ne présentent pas de traumatismes pouvant étre liés a la voie
d’injection. Le SAR X présente une bonne durée de vie in vivo, il est encore détecté apres 7 jours
dans le muscle d’injection (cuisse) et montre une bonne distribution au niveau des muscles du
mollet. La non détection de SAR X au niveau circulant renseigne sur sa spécificité d’action au
niveau des muscles de la patte et 1éve ainsi I’inquiétude des putatifs effets pro-cancéreux pouvant
étre associés aux concepts thérapeutiques qui visent a stimuler la synthése de nouveaux
vaisseaux sanguins. Ces données pharmacocinétiques nous ont permis d’envisager un schéma de
traitement avec une exposition réduite qui est proche de celui réalis¢é chez I’'Homme lors de
I’administration de facteurs de croissance recombinants : administration intramusculaire, faibles

doses et fréquence d’injection réduite.

Bénéfice thérapeutique

Au cours d’un premier protocole d’évaluation, le SAR X (Img/kg) protége la patte
ischémiée des nécroses dés la premiere semaine de traitement et améliore la reperfusion distale
mesurée apres 21 jours d’ischémie. Notons que la dose de 0,3 mg/kg n’a pas apporté de bénéfice
vis-a-vis de ces deux critéres. A la dose de 1 mg/kg, le SAR X augmente 1’expression de CD105
dans les muscles de la cuisse de la patte ischémiée et n’a pas d’effet sur la patte controlatérale.
Cette augmentation qui traduit une activité angiogénique locale, nous a conduit a réaliser un
deuxieme protocole pour étudier la pérennité de la revascularisation. Dans cette expérience, nous
avons pu montrer que la vascularisation reste stable pendant 35 jours (récupération du flux
sanguin distal), soit 21 jours apres la derniére administration du produit. Ce paramétre est fort
intéressant par rapport a la situation clinique. En effet, la revascularisation produite chez les
patients en réponse a la stimulation de la néovascularisation est la plus part du temps transitoire
et demande a étre améliorée dans le temps. Pour valider sur notre modele d’AOMI que le

mécanisme d’action in vivo du SAR X est dépendant de 1’activation du FGFR-4, nous prévoyons
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d’étudier au niveau des muscles de la cuisse la phosphorylation du FGFR-4 et de protéines
impliquées dans la transduction du signal comme la PKB par exemple. De plus, la mise en
évidence de la phosphorylation du FGFR-4 pourrait étre un biomarqueur de I’activité du SAR X.
L’efficacité thérapeutique du SAR X vis a vis de la régénération vasculaire pourrait néanmoins
étre améliorée en envisageant une délivrance progressive via 1’utilisation de biomatériaux qui
nous permettraient de se rapprocher des conditions physiologiques en reproduisant le gradient de
facteurs de croissance consécutif au gradient d’hypoxie’”.

L’incidence et la sévérité¢ des nécroses apparaissent indépendantes du niveau de reperfusion chez
la souris®, mais également chez I’Homme, pour qui I’amélioration des ulcérations ischémiques
ne passe pas forcément par 1’augmentation de la vascularisation™>*. Ainsi, I’effet protecteur du
SAR X vis-a-vis des atteintes nécrotiques de la patte pourrait ainsi étre attribué a la diminution
de I’apoptose via la stimulation du systéme FGF. Ce bénéfice vis-a-vis de la diminution de la
mort cellulaire au niveau des tissus ischémiques pourrait étre mis en évidence par le marquage
IHC des caspases ou d’autres marqueurs d’apoptose tels que les PARP clivées (Poly ADP-ribose
polymerase). Le SAR X pourrait également protéger le tissu musculaire de la nécrose grace a
I’activation du récepteur FGFR-4 qui est impliqué dans le développement et la régénération

%% " En effet, la stimulation du FGFR-4 induit la prolifération des cellules satellites

musculaire
myogéniques. Ces cellules progénitrices musculaires résidentes sont des cellules a la capacité
proliférative qui contribuent au développement musculaire et a la régénération des myocytes en

souffrance (Figures 3a et 3b)'%°.
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Figures 3 : a- localisation musculaire des cellules satellites. (Barre échelle = 1 um). Les cellules satellites quiescentes sont localisées dans un
dédoublement de la lame basale et elles sont préférentiellement situées a proximité des capillaires et des plaques motrices. Elles ont un rapport
nucléo-cytoplasmique élevé, peu d’organites cellulaires et une hétérochromatine riche. Elles sont dépourvues de ramifications. Les cellules
satellites activées sont également localisées dans un dédoublement de la lame basale mais peuvent migrer a distance de leur localisation initiale.
Ces cellules présentent une activité mitotique qui s’accompagne de ’enrichissement en organites cellulaires, d’'une diminution du rapport
nucléocytoplasmique, de ’appauvrissement en hétérochromatine et de 1’acquisition de ramifications du corps cellulaire. b-Contréle de
I’évolution phénotypique des cellules satellites. Les facteurs de transcription MyoD et myf-5 régulent la détermination du phénotype
myogénique des précurseurs des cellules satellites. La myogénine et le facteur de transcription MRF-4 contrdlent quant a eux la différenciation
terminale des cellules satellites en myofibrilles. Hawke et al. 2001".

mMRF-4 : muscular regulatory factor-4, myf-5 : myogenic factor-5, MyoD : myogenic differentiation.
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Nous pourrions ainsi mettre en évidence la prolifération de cellules satellites via la détection en
IHC de la desmine (protéine structurale) ou des facteurs de transcription comme myf5 et MyoD

qui sont spécifiques de cette population cellulaire.

L’injection intramusculaire de SAR X montre que la stimulation exogene du systeme FGF
améliore la revascularisation fonctionnelle et la survie de la patte ischémiée de notre modeéle
d’AOMI. La pérennité de la revascularisation que nous observons permet d’espérer une
néovascularisation durable chez [’Homme. Nous avons cependant conscience que le SAR X
pourrait étre confrontée aux mémes problemes que lors de [’administration de facteurs de
croissance exogenes (dégradation, choix de la juste dose pour limiter la saturation du systeme).
Ainsi, nous pensons que l’optimisation du potentiel thérapeutique du SAR X pourrait passer par

son association avec la thérapie cellulaire.

Partie 3 : Evaluation du bénéfice thérapeutique de la greffe d’EPCs.

Depuis la mise en évidence des EPCs dans le sang humain, les recherches cliniques se
sont orientées vers leur utilisation pour promouvoir la revascularisation dépendante de la
vasculogenése. La thérapie cellulaire utilisant les EPCs bénéficie des avancées scientifiques sur
les cellules souches et nourrit ainsi pour les patients I’espoir d’une médecine régénérative. La
faible proportion des EPCs circulantes conduit néanmoins les recherches cliniques a utiliser une
population cellulaire plus large qui inclue les EPCs : les cellules CD34+ issues du sang ou de la
moelle osseuse. Ces cellules font 1’objet de nombreuses études en thérapie cellulaire pour
promouvoir la régénération vasculaire des patients atteints d’'une AOMI (Tableau 2, page 19).
Cette approche montre sa faisabilité et son innocuité. Néanmoins, comme pour | utilisation
thérapeutique des facteurs de croissance, les résultats encourageants restent a étre stabilisés dans
le temps. Nous avons ainsi voulu au travers de notre projet en thérapie cellulaire (administration
d’EPCs humaines) mettre au point des conditions expérimentales optimisées dans la perspective
d’évaluer leur potentiel thérapeutique aprés avoir amélioré leur capacité a promouvoir la

revascularisation.

Sélection de la voie d’administration : systémique ou locale
Nous avons voulu tout d’abord déterminer la meilleure voie d’administration des EPCs.

Pour ce faire, nous avons comparé la voie intramusculaire (i.m) et la voie intraveineuse (i.v).
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L’injection i.m a ¢été réalisée en différents points pour se rapprocher des conditions cliniques,
multiplier les sites potentiels d’intégration au niveau du réseau vasculaire, et limiter les
traumatismes liés a la présence de liquide entre les fibres musculaires. est bien tolérée par notre
modele d’AOMI : I’évolution pondérale des souris n’est pas modifiée et nous n’observons pas de
signe d’inflammation locale ou généralisée. De plus les cellules ne sont pas détectées au niveau
des poumons. Indépendamment de la voie d’administration, les EPCs n’améliorent pas la
récupération post-ischémique évaluée vis-a-vis de la survie de la patte ischémiée, la reperfusion
distale et la dégénérescence des muscles du mollet. Nous pensons que ce manque d’effet peut
s’expliquer par I’absence de mobilisation des cellules sur le site d’ischémie. En effet, les EPCs
ne sont pas détectées au niveau du muscle ou du réseau vasculaire de la patte ischémiée.
Soupg¢onnant une dégradation systémique et/ou locale, nous avons décidé d’évaluer le bénéfice
thérapeutique de I’administration intramusculaire d’EPCs en utilisant des matrices protéiques qui
seraient susceptible de préserver les cellules de la dégradation endogene : le Matrigel® et 1’acide
hyaluronique. Nous avons choisi de poursuivre nos investigations avec la voie i.m car cette voie

est utilisée dans la grande majorité des études cliniques.

Administration locale via une matrice protéique

Notre modele murin d’AOMI tolére bien I’administration i.m de Matrigel® et d’EPCs.
De plus, le Matrigel® reste une matrice inerte vis-a-vis de la régénération vasculaire ou
musculaire consécutive a I’ischémie. Notons que le volume de Matrigel® pourrait néanmoins
étre réduit au vu de la place qu’il occupe au sein du tissu musculaire. L.’administration des EPCs
n’a pas montré de bénéfice thérapeutique vis-a-vis de la reperfusion post-ischémique et de la
régénération des muscles du mollet. Les cellules ont néanmoins survécu pendant les 14 jours.
Elles se sont organisées en périphérie du Matrigel® ou ont migré au niveau de la chape
conjonctive (collagéne, fibroblastes...) qui borde la matrice, mais elles n’intégrent cependant pas
le réseau vasculaire existant. Un prétraitement préalable des EPCs avant de les administrer
pourrait améliorer leur capacité vasculogénique. Le SDF1-a est par exemple montré comme un

101 par ailleurs, 14

facteur qui favorise la capacité des EPCs a s’organiser en tubules endothéliaux
jours n’est peut-&tre pas une durée suffisante pour que les EPCs migrent et s’organisent en
tubules. En effet, Zhou et al ont mis en évidence la capacité des PB-MNCs a former des tubules
endothéliaux sur un modele d’implant sous-cutané¢ de Matrigel® chez la souris nude apres 21

102

jours . Nous avons donc décidé d’évaluer le bénéfice thérapeutique des EPCs sur notre modéle

d’AOMI au cours d’un protocole de 28 jours, en utilisant une matrice visqueuse et
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biodégradable : I’acide hyaluronique (HA). Nous avons profité de cette nouvelle expérience pour
doubler la quantité de cellules injectées et pour diminuer le volume de matrice injecté.

Les souris Balb/c nude tolérent bien I’administration i.m d’acide hyaluronique et d’EPCs. Les
EPCs n’ont pas d’effet bénéfique vis-a-vis de la reperfusion post-ischémique mesurée par
imagerie Doppler. Les cellules ne sont pas détectées aprés 28 jours au niveau de la zone
d’injection, ni au niveau du réseau vasculaire existant laissant penser que les EPCs sont tout de
méme dégradées malgré 1’utilisation de HA. Les EPCs améliorent diminuent néanmoins
I’incidence et la sévérité des nécroses de la patte ischémiée, peut-étre via un effet sécrétoire
pendant les temps précoces qui suivent leur administration.

Pour les deux protocoles de thérapie cellulaire les EPCs ont été administrées aprés un jour
d’ischémie, au moment de la phase inflammatoire qui suit I’induction de I’ischémie. La réponse
immunitaire pourrait ainsi étre responsable de la dégradation des EPCs qui sont administrées
avec I’HA (ou sans matrice lors de 1’évaluation des voies d’administration i.m et i.v) alors que
I’utilisation d’une matrice protéique comme le Matrigel® protégerait les cellules mais limiterait
par la méme occasion leur migration vers les tissus environnants et la diffusion des facteurs
trophiques sécrétés. Ainsi, nous pouvons proposer d’administrer les cellules apres le cinquiéme
jour qui suit I’induction de I’ischémie. Cependant la néovascularisation étant initiée pendant
cette période précoce, le bénéfice de la greffe d’EPCs perdrait son intérét. Il faudrait donc
envisager I’utilisation d’une matrice qui garantirait la diffusion des cellules, mais plus
particulierement des facteurs sécrétés, tout en assurant une relative protection vis-a-vis de
I’environnement inflammatoire. L’utilisation de Matrigel® moins concentré (tests de dilution)
pour ¢élargir le maillage protéique pourrait étre une premiere solution avant d’envisager de tester
une autre matrice de délivrance que nous déterminerons selon la littérature. Notons par exemple
que Maguire et al ont montré que 1’encapsulation de cellules souches dans des billes d’alginate
poly-(L-lysine) permet de développer un systetme qui favorise leur différenciation en
hépatocytes, tout en assurant leur viabilité et le maintient de leur phénotype différencié'®™.

Le contexte physiopathologique des patients souffrant d’AOMI pose un probléme conceptuel
concernant 1’administration autologue d’EPCs. Les pathologies comme le diabéte ou
I’hypercholestérolémie diminuent les capacités vasculogéniques des EPCs'**'®. Les EPCs
utilisées dans nos études expriment le récepteur au FGFR-4 qui est la cible de notre FGFR
agoniste de synthése. Cette caractéristique phénotypique est intéressante dans le cadre d’un
traitement in vitro avec le SAR X sur des cellules isolées a partir de la moelle osseuse ou du sang
périphérique avant leur ré-administration chez le patient. Cette étape préliminaire pourrait

favoriser la prolifération et la migration des EPCs, les protéger de I’apoptose, ou encore
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augmenter leur d’adhésion au mur vasculaire via I’expression des E et P-sélectines (preuve de
concept en cours d’évaluation in vitro). De plus si on envisage un traitement in vivo consécutif a
la greffe pour maintenir 1’amélioration des capacités vasculogénique des EPCs, on pourrait
profiter du bénéfice thérapeutique du SAR X vis-a-vis de 1’angiogenése via la stimulation du

systeme FGF.

L’administration d’EPCs n’a pas eu le bénéfice escompté vis-a-vis de la régénération post-
ischémique de notre modéle. 1l nous est donc impossible pour ['instant d’évaluer le bénéfice du
SAR X en prétraitement ou en association. Ainsi, nous proposons en perspective a ce travail, un
nouveau protocole expérimental optimisé qui nous permettrait de montrer la participation active
des EPCs dans la revascularisation de notre modele. Nous prévoyons d’administrer chez des
souris Balb/c nude (ischémie induite par ligature de [’arteére fémorale) des EPCs humaines
prétraitées avec le SAR X pour augmenter leur potentiel vasculogénique et notamment leur
capacité a former des tubules endothéliaux. Les souris seront suivies pendant 21 jours :
évolution pondérale, incidence et sévérité des nécroses de la patte, et reperfusion post-
ischemique distale (imagerie Doppler). Le protocole pourra étre continué en fonction de
I’évolution de la reperfusion pour s’assurer de la pérennité de la revascularisation. Nous
prévoyons une étude histologique des muscles de la cuisse et du mollet (coloration Trichrome de
Masson) pour vérifier l'innocuité et le bénéfice thérapeutique de I’administration des EPCs vis-
a-vis de la dégenérescence musculaire qui sera complétée par de I'IHC en vu de regarder la
prolifération (Ki-67) et [’apoptose cellulaire (Caspase-3). La mobilisation des EPCs humaines
sur site d’ischémie, leur arrangement en tubules endothéliaux et leur intégration aux vaisseaux
sanguins natifs pourra étre mise en évidence par ISH avec la sonde ALU associée a la détection

de marqueurs endothéliaux murins comme CD31 et/ou CD105.
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Conclusion

Nous avons développé un modéle murin d’AOMI qui intégre bon nombre de critéres de
médecine translationnelle. Notre modeéle prend en considération des parameétres cliniques tels que
la quantification de la reperfusion distale par imagerie Doppler, I’estimation des altérations
nécrotiques du membre ischémié ou encore la mesure de I’atrophie des muscles. De plus, la
dégénérescence musculaire qui est caractérisée par des altérations structurales et un changement
du statut métabolique des muscles rappellent les manifestations cliniques de I’AOMI. Par
ailleurs, nous avons mis en évidence la participation de I’angiogencse, de 1’artériogencse et de la
vasculogenése lors de la revascularisation de notre modele qui sont également des processus
physiologiques apparentés a la néovascularisation chez ’Homme.

L’induction de I’ischémie de la patte par ligature proximale de I’artére fémorale chez la souris
Balb/c nude permet d’obtenir un modele d’étude qui présente des nécroses éthiquement
acceptables et pour lequel la reperfusion post-ischémique fonctionnelle et modérée autorise
I’évaluation de stratégies qui visent a stimuler la néovascularisation. Nous avons ainsi pu
montrer le potentiel thérapeutique de la stimulation de la voie du FGF par le SAR X. Néanmoins,
la greffe d’EPCs n’ayant pas montré de bénéfice sur notre modele, nous projetons d’optimiser les
conditions expérimentales pour associer ce concept de thérapie cellulaire a un prétraitement et/ou
un co-traitement avec le SAR X.

Cependant, il faut noter des limites a notre modele qui sont valables pour I’ensemble des
modeles d’AOMI développés dans la littérature. Tout d’abord, nous utilisons des animaux sains
qui présentent une ischémie aigue alors que les patients ayant une maladie artérielle souffrent de
divers troubles métaboliques menant a une ischémie chronique qui touche de nombreux
territoires des membres inférieurs et qui est souvent bilatérale. Par ailleurs, dans la pathologie
humaine les vaisseaux sanguins les plus exposés a 1’occlusion sont principalement les vaisseaux
de petit calibre comme les capillaires et les artérioles, mais plus rarement les grosses artéres
comme D’artére fémorale. Enfin, il semble intéressant de noter que dans le cadre des recherches
cliniques, le traitement de I’AOMI est associ¢é a une activit¢ physique pour favoriser la
récupération post-ischémique des patients. Ca parametre d’étude reste cependant difficile a
mettre en place avec des animaux de petite taille comme la souris.

Les modeles d’étude développés chez I’animal sont des modéles prédictifs de 1’activité
biologique chez I’Homme. Néanmoins, les origines multifactorielles de la pathologie ischémique

et la complexité des régulations mise en jeu pour compenser le déficit vasculaire complique les
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mises au point expérimentales. La composante inflammatoire dépendante du geste chirurgical et
la brutalité de I’interruption du flux sanguin restent ¢loignées de la pathologie humaine. En effet,
chez I’Homme 1’obstruction du flux sanguin est un phénomeéne qui progresse lentement dans le
temps. Il nous semble important de s’attacher a recréer une ischémie chronique pour évaluer le
bénéfice de nouvelles stratégies thérapeutiques dans un cadre plus relevant de la pathologie
humaine. Ainsi, nous prévoyons de caractériser (surement chez les souris Balb/c nude) un
modele d’AOMI chronique utilisant des anneaux constricteurs longtemps réservés pour les
modeles développés chez le gros animal, mais depuis quelques années envisageables chez le
rongeur' °. Ces anneaux dont le diamétre diminue lorsqu’ils sont hydratés par les fluides
biologiques permettent d’obtenir une constriction progressive de l’artére qui on 1’espére
diminuerait la composante inflammatoire locale responsable d’une sécrétion accrue de facteurs
de croissance qui n’est pas représentative de la situation ischémique constatée pendant

P’installation d’une AOMI chez ’'Homme.
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Annexes

Annexe 1 : Souris NOD/SCID/ILZRy'/ “humanisées (NSGh).

Initialement des souris NOD/SCID adultes étaient irradiées de fagon subléthale avant de
recevoir une greffe de cellules CD34 humaines. Nous avions déterminé que les meilleures prises
de greffe étaient obtenues avec des cellules de cordon ombilical fraichement préparées (non
congelées). Mais la proportion des cellules humaines parmi les cellules murines était faible,
transitoire et hétérogéne d'une souris a l'autre. Nous avons donc décidé d’utiliser des souris
NOD/SCID/ILZRV'/' (NSG) pour limiter le rejet de greffe. Cette souche immunodéprimée en
lymphocytes T, B et NK est décrite en 2008 comme étant révolutionnaire dans le domaine des
xénogreffes. Au méme moment, le laboratoire de Léonard Schultz a développé les premiers
essais de greffe de cellules CD34 humaines chez la souris NSG'’. Ainsi, aprés prise de contact et
échange d’informations avec son équipe, nous avons envisagé de greffer des cellules CD34
humaines fraichement prélevées a partir de cordon ombilical chez des souriceaux irradiés depuis
un jour. Sanofi n’étant pas habilité a préparer des cellules issues de coron ombilical humain et a
manipuler des souriceaux nouveau-nés, nous avons décidé de collaborer avec la société
Oncodesign pour générer cette souche souris humanisées (NSGh). Deés leur naissance, les
souriceaux sont irradiés (1,8 Grays) pour détruire les cellules souches natives (Figure 1). Des
cellules souches hématopoiétiques fraichement purifiées (24 heures, CD34+) a partir de sang de
cordon ombilical sont administrées par voie intracardiaque aux souriceaux irradiés la veille.
Apres validation du chimérisme au niveau des différentes populations sanguines (globules
rouges, globules blancs et plaquettes), la détection du marqueur de surface CD45 par cytométrie
en flux a été sélectionné comme étant suffisamment représentatif du chimérisme global. La prise
de greffe est ainsi controlée a I’age de 6 semaines (sang) par la détermination de la proportion de

cellules CD45 humaines par rapport aux cellules CD45 murines.

Figure 1 : Génération des souris
NOD/SCID/IL2Ry™ humanisées.
Collaboration avec Oncodesign.

1,8 Grays

— @

Irradiation des souris Injection intracardiaque de CSH humaines Souris NOD/SCID/ILZR ¥ -/- humanisées

NODISCIDI/IL2R Y - aprés leur naissance (CD34+) chez des souriceaux de 1 jour
Veérification du chimerisme

Proportion de cellules hématopoiétiques
CD45 humaines versus CD45 murines

o
o)

Prele de cellules h Cellules souches hématopoiétiques
hématopoiétiques a partir humaines purifiées (CD34+)
de sang de cordon ombilical
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Annexe 2 : Le SAR X, un FGFR agoniste de synthése.

Le SAR X est une petite molécule issue de la synthése chimique des laboratoires Sanofi-
Aventis qui a été¢ développée pour activer la voie de signalisation du FGF et promouvoir ainsi la
néovascularisation. Cette molécule hétérocyclique est formée par deux antagonistes des
récepteurs aux FGF qui sont reliés par une structure chimique de petite taille (Figure 2). Le SAR
X agit comme une "pince a sucre" qui induit la dimérisation du FGFR par rapprochement

mécanique de deux monomeres du récepteur qui sont chacun reconnus les deux antagonistes.

2 Figure 2 : Structure imagée du SAR X.

FGFR E i FGFR

antagoniste antagoniste

Le SAR X présente une forte affinité pour les FGFR-4a, -2a et -3a (de I’ordre du nanomolaire)
et une faible affinité pour le FGFR-1a (sans liaison au récepteur FGFR-1p). Etant donné que les
cellules endothéliales expriment uniquement les récepteurs FGFR-4 et FGFR-1p, les effets pro-
angiogéniques du SAR X sont dépendants de la voie de transduction du FGFR-4. L’ absence
d’activation de la composante FGFR-1 évite la stimulation de la prolifération cellulaire et limite

ainsi les effets pro-cancéreux attribués aux thérapies qui visent a stimuler la néovascularisation.

La spécificit¢ du SAR X pour le FGFR-4 est confirmée in vitro sur des cellules endothéliales
(HUVECs) en comparant son activité au FGF-19 et au FGF-4 qui sont respectivement des
ligands spécifiques des récepteurs FGFR-4 et au FGFR-1. Les études mécanistiques montrent
que le SAR X induit la phosphorylation du récepteur FGFR-4 et de la protéine Akt, et qu’il
stimule ’internalisation des EEA1 (early endosome antigen 1) associés a 1’internalisation du
récepteur. Le SAR X montre des effets biologiques associés a ’activation du récepteur FGFR-
4 endothélial : il stimule la sécrétion de VEGF, la migration haptotactique et la formation de
tubules. Enfin, le SAR X protége les HUVECs de I’apoptose. Les capacités pro-angiogéniques
du SAR X observées in vitro sont confirmées chez la souris. Il stimule la néovascularisation sur
un modéle murin d’implant sous-cutané¢ (modele éponge) et favorise la cicatrisation et la

reperfusion post-ischémique (AOMI) dans un contexte diabétique (souris db/db).
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Annexe 3 : Liste d’exclusion des agents pathogénes recommandée par la FELASA.
(Federation of Laboratory Animal Science Associations).

38 FELASA Working Group on Health Monitoring of Rodent and Rabbit Colonies

Appendix 3 Health monitoring reports

Health Monitoring in Accordance with FELASA recommendations

Date of issue:
Location: Housing: (Barrier/Non-Barrier/IN C/lsolator):

Species: Mouse Strain: (Strain)

Species and strains present within the unit:

Historical
Test Latest Latest Testing Test results
frequency test date results laboratory method (= 18 months)

Viruses

Mouse hepatitis virus 3 months

Mouse rotavirus (EDIM) 3 months

Parvoviruses

Minute virus of mice 3 months

Mouse parvovirus 3 months

Pneumonia virus of mice 3 months

Sendai virus 3 months

Theiler's murine 3 months
encephalomyelitis virus

Ectromelia virus Annually

Lymphogytic Annually
choriomeningitis virus

Mouse adenovirus type 1 (FL) Annually

Mouse adenovirus type 2 (K87) Annually

Mouse cytomegalovirus Annually

Reovirus type 3 Annually

Additional organisms tested:

Bacteria, mycoplasma and fungi

Citrobacter rodentium 3 months
CUostridium piliforme 3 months
(Tyzzer's disease)
Corynebacterium kutscheri 3 months
Mycoplasma spp. 3 months
Pasteurellaceae 3 months
Salmonella spp. 3 months
Streptococci 3 months
B-haemolytic (not group D)
Streptoco ccus pneumoniae 3 months
Helicobacter spp. Annually
Streptobacillus moniliformis Annually

Additional organisms tested:

Parasites

Ectoparasites: 3 months
Species designation

Endoparasites: 3 months

Species designation

Pathological lesions observed 3 months

Data are expressed as number positive/number tested
Positive findings in other species in the same unit:
Abbreviations used in this report:

ELISA =enzyme linked immunosorbent assay, MICR = microscopy, IFA =immunofluorescence assay, CULT = culture,
PATH = gross pathology, PCR = polymerase chain reaction, HIST = histopathology, NT =not tested

Laboratory Animals (2002) 36
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Annexe 4 : Traitements des tissus et des coupes histologiques.

e Inclusion des tissus en paraffine : Automatisé¢ (ASP300, Leica).

Les échantillons sont déshydratés pour que 1’eau soit remplacée par de la paraffine (Tissue-Tek®
[T embedding wax, Sakura, ref 4502) :

- Alcool 70° pendant 1 heure,

- Alcool 90 ° pendant 1 heure,

- Alcool 95 ° pendant 1 heure (X2),

- Alcool 100 ° pendant 1 heure (X2),

- Xyléne pendant 1 heure (X3),

- Paraffine pendant 1h30 a 58°C (X3).

Pour finir, les tissus sont inclus en bloc de paraffine (Histoembedder, Leica).

e Déshydratation des coupes de tissu : Automatisée (Jung Autostainer XL, Leica).

Les lames sont plongées dans des bains successifs :
- Ethanol 50° pendant 2 minutes,
- Ethanol 70° pendant 2 minutes,
- Ethanol 90° pendant 2 minutes,
- Ethanol 100° pendant 2 minutes,

- Xyléne pendant au moins 2 minutes.

e Déparaffinage des coupes de tissu : Automatisée (Jung Autostainer XL, Leica).

Dans le cadre de I’histologie associée a l’injection in vivo d’isolectine fluorescente.
Les lames sont plongées dans des bains successifs :

- Xyléne pendant 2 minutes (X2),

- Ethanol 100° pendant 2 minutes,

- Ethanol 90° pendant 2 minutes,

- Ethanol 70° pendant 2 minutes,

- Ethanol 50° pendant 2 minutes,

- PBS pendant au moins 2 minutes.

-08 -



Annexe 5 : Protocoles d’immunohistochimie.

Les Ac I sont dilués dans le Discovery AB Diluent (Ventana, ref 760-108) et les Ac 1l dans le Dako REAL AB Diluent (Dako, ref $2022).

IHC - CD105 murin

Prélévement [Selectionné]

Paraffine [Sélactionnd)

Déparaffinage [Sélactionns]

Cell Conditioning [Sélectionné]

avec tampon CC2 (Cell Conditioner #2) [Sékectionng)

CC2Z Court [Sélectionné]

CC2 Standard [Sélactionné]

Anticorps [Sélectionnd]

Distribution aulomatique de l'anticorps [Sélectionné)

Incubation Ac standard [Sélectionné]

Déposer une goutte de [ANTIBODY 8] { Anticorps ), et incuber [60 Minutes]

Anticorps Secondaire [Sélectionnd]

Disriribution autornatique de I'Ac secondaire [Séectionné]

Déposer une goutte da [DETECTION 6] { Détection 2 ), et incuber [32 Minutes]

Déposar una goutte de [UMap ant-Rb HRP] { Multimer HRP ), Appliquer Coverslip, et incuber [16 Minutes)
Contre-coloration [Sélectionng]

Standard [Sélactionné)

Déposar une goutte de [HEMATOXYLIN IIf { Contre-coloration ), Appliquer Coverslip, et incuber [4 Minutes]
Post Contre-Coloration [Sélectionné]

Déposer une goutts de [BLUING REAGENT] ( Post Contre-Coloration ), Appliquer Coversiip, et incuber [4 Minutes]
Natloyage das lames [Sélectionné]

CC2 (Ventana, ref 760-107), Coverslip (Ventana, ref 250-009), Antibody 8 = Ac I = Goat anti-mouse endoglin AB (R&D Systems,
ref AF1320), Detection 6 = Ac Il = AffiniPure Rabbit Anti-Goat IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch, ref 305-005-045), Chromo
MAP DAB kit (Ventana, ref 760-159), OMNI MAP anti-rabbit HRP (Ventana, ref 760-4311), Hematoxylin II (Ventana, ref 790-
2208) et Bluing reagent (Ventana, ref 760-2037).

IHE - F4-80 murin

Pralavament [S&lectionnd]
Paraffing [Sélectionng]
Déparaffinage [Sélectionné]
Enzyme [Sélectionné]
Déposer une goutte do [PROTEASE 3] ( Enzyme ), Appliquer Coverslip, et incubaer [4 Minutes]
Blocage des biotines endogénes [Sélectionné]
incuber [32 Minutes] (Syvidina)
Incuber [22 Minutes] (Bioting)
8 Anticorps [Sélectionnié)
10  Distribution aulomatique de Fanticorps [Sélectionnéd)
11 Incubation Ac standard [Sélectionnd]
12 Déposer une goutle de [ANTIBODY 2] ( Anticorps ), et incuber [32 Minutes)
13 Anticorps Secondaire [Sékecticnng)
14 Disrtribution avtomatique de 'Ac secondaine [Sélectionné]
15 Déposer une goutte de [DETECTION 2] { Déleclion 2 ), et incuber [32 Minutes]
16 Contre-coloralion [Selectionng]
17 Standard [Sélectionné)
18 Déposer une goutte de [HEMATOXYLIN II] { Contre-coloration ), Appliquer Coverslip, et incuber [4 Minutes]
19  Pest Contrg-Coloration [Sélectionnd]
20 Déposer una gouths de [BLUING REAGENT] { Post Contre-Coloration ), Applquer Coverslip, &t incuber [4 Minutes)
21 Nefloyage des lames [Sélectionné]
Protease 3 (Ventana, ref 760-2020), Coverslip (Ventana, ref 250-009), Endogenous biotin blocking kit (Ventana, ref 760-050),
Antibody 2 = Ac I = Rat anti-mouse F4-80 antigen clone BM8 (Clinisciences, ref 14-4801), Detection 2 = Ac II = Biotin-SP-

AffiniPure Donkey Anti- Rat IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch, ref 712-065-150), IHC DAB MAP (Ventana, ref 760-124),
Hematoxylin II (Ventana, ref 790-2208) et Bluing reagent (Ventana, ref 760-2037).
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IHC - €031 humain

U= I« I R L 5

i
O DM =00 kWM =0

Prélévement [Sélactionné]

Paraffing [Sélectionna]

Déparaffinage [Sélectionng]

Cell Conditioning [Sébaclionné]

avec tampon CC1 (Cell Conditioner #1) [Sélectionné]

CC1 Court [Sélectionng]

Anticomps [Sélectionna]

Distribution automatiqua de l'anticorps [Sélectionnd)

Incubation Ac standard [Sélectionng]

Déposer une goutte de [CD31 (JCTO)] ( Anlicorps ), et incuber [60 Minutes]

Anticonps Secondaire [Sélectionné)

Disrtribufion automatique de FAc secondaire [Sélectionné)

Déposer une goutte de [DETECTION 4] { Détection 2 ), et incuber [32 Minutes]

Dépaser une goutte de [UMap anti-Rb HRP] { Multimer HRP ), Appliguer Coverslip, et incuber [8 Minutes]
Contre-coloration [Sélectionné]

Standard [Sélectionné]

Déposer une goutte de [HEMATOXYLIN 1] { Contre-coloration ), Appliquer Coverslip, et incuber [8 Minutes]
Paost Contre-Coloration [Sébectionné]

Déposer une goutte de [BLUING REAGENT] { Post Contre-Coloration ), Appliquer Covarsiip, et incuber [4 Minutes]
Mettoyage des lames [Sélectionné)

CCI1 (Ventana, ref 950-124), Coverslip (Ventana, ref 250-009), CD31 = Ac I = Mouse anti-human CD31 clone JC70 (Ventana, ref
760-4378), Detection 4 = Ac Il = Anti-Mouse IgG1 rabbit monoclonal AB clone M1gG51-4 (Epitomics, ref 3030-1), Chromo MAP
DAB kit (Ventana, ref 760-159) et OMNI MAP anti-rabbit HRP (Ventana, ref 760-4311), Hematoxylin II (Ventana, ref 790-2208)
et Bluing reagent (Ventana, ref 760-2037).

IHC - CD105 humain

0 Em o= @ AW R

Fal

Prélevament [Sélectionnd]

Paraffine [Sélectionng)

Déparaffinage [Sélectionnd]

Enzyme [Sélectionné]

Déposer une goutta de [PROTEASE 1] ( Enzyme ), Appliquer Coverslip, et incuber [B Minutes)
Blocage des biotines endogénes [Sélectionné)

Incuber [16 Minutes] (Avidine)

Incuber [16 Minutes] (Bioting)

Anticorps [Sélecticnné)

Distribution automatique da Manticorps [S&lactionné]

Incubation Ac prolongé [Salactianné]

Déposer une goutte da [ANTIBODY 11] { Anticorps ), el incuber (8 Heures]

Anticorps Secondaire [Sélectionné]

Dierribution automatique de I'Az secondaire [Sélactionné)

Déposer une goutte de [DETECTION 10] ( Détection 2 ), el incuber [32 Minutes]
Caontra-coloration [Séectionna)

Standard [Sélectionné]

Déposer une goutte de (HEMATOXYLIN 1] { Gontre-coloration ), Appliguer Coverslp, et incuber [8 Minutes)
Fost Contre-Coloration [Sélectionné]

Déposer une goutte de [BLUING REAGENT] ( Post Contre-Coloration ), Appliquer Coverslip, el incuber [4 Minutes]
Nettoyage des lames [Sélectionné]

Protease 1 (Ventana, ref 760-2318), Coverslip (Ventana, ref 250-009), Endogenous biotin blocking kit (Ventana, ref 760-050),
Antibody 11 = Ac I = Rabbit anti-human CD105 receptor (Thermo Lab Vision, ref RB-9291), Detection 10 = Ac II = Biotin-SP-
AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 1gG (H+L) (Jackson Immunoresearch, ref 711-065-152), DAB MAP kit (Ventana, ref 760-124),
Hematoxylin II (Ventana, ref 790-2208) et Bluing reagent (Ventana, ref 760-2037).

- 100 -



Annexe 6 : Protocole d’hybridation in situ avec la sonde ALU.

L’Ac II est dilué dans le Dako REAL AB Diluent (Dako, ref S2022).

ISH - Sonde ALU

s
(=T '« = T T TR &R N 5 T
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= D2 O o = @ M & o b =

BERRRRER
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O =]

S58B4 RER
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RiboPrep, RiboClear et RiboFix : RiboMAP kit (Ventana, ref 760-102), EZ buffer (Ventana, ref 750-100), Coverslip (Ventana, ref
250-009), CC2 (Ventana, ref 760-107), Reaction buffer (Ventana, ref 950-300), Protease 3 (Ventana, ref 760-2020), ALU = ALU
positive control probe (Ventana, ref 800-2845), Wash : Ribowash (Ventana, ref 760-105), Antibody 4 = Ac II = Biotin-SP-conjugated
IgG fraction monoclonal mouse anti-fluorescein FITC (Jackson Immunoresearch, ref 200-062-037 ), BlueMAP kit (Ventana, ref 760-

Prélédvament {Sétectionné]

Paraffine [Sélectionné]

Déparaffinage [Sélectionné]

Fixative [Sélactionné]

Déposer une goutte de [RiboPrep] ( Fixaiive ), Appliquer Coverslip, et incuber 4 Minutes
Chauffer fa lame & [37 Deg C], et Incuber [32 Mnutes] {(Standard)

Prétraitement 1 [Sélectionné]

Utifiser Tampon EZ pour PT1 [Sélectionna]

Chauffage das lames pour PT1-EZ [S&lectionné)

Chauffer la lame & [37 Deg C], et Incuber 4 Minutes (Prétraiternent 1 Temp EZ)

Déposer une goutte de [RiboClear] { Prétraiternent 1 ), Appliquer Coverslip, et incuber [12 Minutes)
Cell Conditioning [Sélectionné]

avec tampon CC2 (Cell Conditioner £2) [Sélectionné]

CC2 Court [S&lectionné]

Prétraiternent 2 [S&lectionng]

Utiliser Reaction Buffer pour PT2 [Séfectionné]

Chauffage des lames pour PT2-RE [Sélectionné]

Chauffer la lame a [37 Deg C), et Incuber 4 Minutes (Prétraiternent 2 Temp RB)

Déposer une goutte de [PROTEASE 3] ( Enzyma ), Appliquer Coverslip, et incuber [20 Minutes)
Sonde [Sélectionné]

Dépit autematique de [a aonde [Sélectionné]

Déposer une goutte de [Alu FOS CTL) [ Sonde ), Appliguer Coverslip, et incuber 4 Minutes
Chauffer 1a lame & [85 Deg C], et Incuber [8 Minutes] (Dénaturation)

Chauffer 1a lame & [47 Deg C], et Incuber 4 Minuies (Hybridation)

Incuber [1 Heura] (Hybridation)

Lavage de Stringence 1 [Sélectionna]

Rincer avec User Wash #1 [2,0x §3C)

Chauffer la lame a [45 Deg C], &t Incuber [4 Minutes] (Lavage de Stringence 1)

Lavage de Stringence 2 [Sélectionna]

Rincer avec User Wash #2 {2,0X §85C])

Chauffer la lama a {45 Dag C], et Incuber [4 Minutes] (Lavage de Stringenca 2)

Past Fixation [Sé&lectionng]

Déposer une goulte de [RiboFix] { Post Fixation ), Appliquer Coverslip, et incuber [20 Minutes]
Anticorps [Sélectionng]

Distribution automatigue de fanticorps [Sélectionné]

Incubation Ac standard [S&lectionng]

Déposer une goutte de [ANTIBODY 4] { Anticorps ), et incuber [32 Minutes]

Incuber [1 Heure] (Substrat)

Contre-coloration [Sélactionng)

Standard [Sélectionng]

Déposer une goutte de [Red Stain II] { Contra-coloration ), Appliquar Coversiip, et incuber [8 Minutes]
Nettoyage des lames [Sélectionné]

120), Red stain Il (Ventana, ref 780-2218).
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Annexe 7 : Protocoles des colorations structurales.

e Trichrome de Masson : Automatis¢ (Jung Autostainer XL, Leica).

Le déparaffinage des tissus est réalisé au début du protocole (bains de xyléne et d’éthanol).

Coloration Trichrome de Masson

Xyléne pendant 2 minutes (x2),

Ethanol 100° pendant 2 minutes (x2),
Ethanol 95° pendant 2 minutes (x2),

Eau distillée pendant 2 minutes,

Hémalun de Mayer pendant 10 minuies,
Ringage i I'eau courante pendant 5 minuies,
Fushine Ponceau 1% pendant 5 minutes,
Eau distillée pendant 5 minutes (x2),

L= - - B B - T B T I

Acide phosphomolyhdique 1% pendant 5 minuies,

ot
=

Vert lumiére 1% pendant 5 minuies,

ot
=

Eau acétigue 1% pendant 5 minuies
Ethanol 100° pendant 2 minutes (x2),
Xylene pendant 2 minutes (x2).

-
|7

Acide phosphomolybdique (Fluka, ref 79560), Fushine Ponceau (Reactif RAL, ref 313200-0025), Hemalun de Mayer (Reactif RAL, ref 320550-
1000), Vert lumiere (Reactif RAL, ref 32077-6).

e Hématoxyline : La coloration est réalisée en utilisant le module de contre-coloration du

Discovery XT (Ventana). Le déparaffinage des tissus est réalisé par la chaleur.

Coloration hématoxyline

Prélevement [Sélectionné)

Paraffine [Sélectionns)

Déparaffinage [Sélectionnd]

Contre-coloration [Sélectionnéa)

Standard [Sélectionné)

Déposer une goutte de [HEMATOXYLIN 11] { Contre-coloration ), Appliquer Coverslip, etincuber [8 Minutes]

Post Contre-Coloration [Sélectionné]

Déposer une goutte de [BLUING REAGENT] ( Post Contre-Coloration ), Appliquer Coverslip, et incuber [4 Minutes)
Nettoyage des lames [Sélectionné]

W o - OB WK -

Coverslip (Ventana, ref 250-009), Hematoxylin II (Ventana, ref 790-2208) et Bluing reagent (Ventana, ref 760-2037).
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Annexe 8 : Conditions de culture des EPCs et des HUVECs.

Les EPCs d’origine humaine (4BCell-Bio, ref PEC-CT-CG) sont cultivées en flasques ventilées
T25 (Falcon, ref 35-3109) dans du milieu EBM-2 (Lonza, ref CC-3156) auquel nous rajoutons
de ’EGM-2 SingleQuots® (Lonza, ref CC-4176). Le milieu EBM-2 complet, contient ainsi du
sérum de veau feetal (2%), de I’hydrocortisone, du hFGF, du VEGF, du hEGF, du R’ -IGF-1, du
GA-1000 (gentamicine, amphotéricine B), de 1’acide ascorbique et de 1’héparine. Les EPCs sont

ensemencées a 20000 cellules/cm?.

Les HUVECs (Lonza, ref C-12200) sont cultivées en flasques ventilées T75 coatées collagéne
(BD Biocoat, ref 356485) dans du milieu EBM (Lonza, ref CC-3129) + SingleQuots® (Lonza,
ref CC-4133). Parmi les différents SingleQuots®, nous rajoutons seulement le sérum de veau
feetal (2%) et le hEGF. Le milieu est enrichi par I’ajout extemporané d’héparine a 100 pg/mL
final (Sigma-Aldrich, ref H3393) et de 1’endothelial cell growth supplement a 30 ug/mL (BD
Biosciences, ref 356006). Les HUVECs sont ensemencées a 25000 cellules/cm?2.

Récupération des cellules pour I’entretien de la lignée ou leur utilisation in vivo.

Le tapis cellulaire est lavé avec du PBS avant d’ajouter de 1’accutase (Sigma-Aldrich, ref A6964)
qui permet le décollement des cellules. Les flasques sont incubées 5 minutes a 37°C. L’action
enzymatique de I’accutase est inhibée par ajout de milieu de culture. Les cellules sont ensuite
culotées par centrifugation (température ambiante, 5 minutes, 400 g). Selon leur utilisation, les
cellules sont reprises dans du PBS (expérimentations in vivo) ou du milieu de culture spécifique

(entretien de la lignée). Un comptage cellulaire est réalisé en cellule de Malassez.
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