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myocardique diminuent la taille de l’infarctus (D). Les exosomes administrés par voie intra-
myocardique mais pas par voie intra-coronaire préservent les volumes ventriculaires 
gauches télé-diastolique (VTDVG, E) et télé- systolique (VTSVG, F) ainsi que la fraction 
d’éjection du ventricule gauche (FEVG, G). Le suivi par bioluminescence de la distribution 
d’exosomes marqués avec un traceur infra-rouge (H) montre une intensité de signal plus 
importante avec la voie intra-myocardique (panneau de droite) qu’avec la voie intra-
coronaire (panneau de gauche). Valeur de P pour la comparaison des 3 groupes en haut à 
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gauche de chaque figure ; valeur de P pour les comparaisons de groupes 2 à 2 en regard des 
barres. 

Figure 28 : Etude en phase aiguë d’infarctus : apoptose et inflammation. (A) Images 
représentatives du marquage TUNEL mettant en évidence l’apoptose chez un animal 
contrôle, un animal traité par exosomes intra-coronaire (IC XO) et un animal traité par 
exosomes intra-myocardiques (IM XO) (zone bordante). (B) l’apoptose est diminuée dans les 
zones infarcie (B) et bordante (C) chez les animaux traités par voie intra-myocardique 
comparés au placebo et aux animaux traités par voie intra-coronaire. (D) Images 
représentatives du marquage CD45 mettant en évidence l’infiltration leucocytaire chez un 
animal contrôle, un animal traité par exosomes intra-coronaire et un animal traité par 
exosomes intra-myocardiques (zone bordante). L’infiltration leucocytaire est diminuée dans 
les zones infarcie (E) et bordante (F) chez les animaux traités par voie intra-myocardique 
comparés au placebo et aux animaux traités par voie intra-coronaire. Valeur de P pour la 
comparaison des 3 groupes en haut à gauche de chaque figure ; valeur de P pour les 
comparaisons de groupes 2 à 2 en regard des barres. 

Figure 29 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué. (A) Image 
représentative d’une cartographie NOGA. Les points noirs représentent les sites d’injection. 
(B) Localisation de colorant au niveau de la zone bordante de la zone infarcie, validant la 
technique d’injection. 

Figure 30 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué (A) Images 
représentatives de coupes IRM télé-diastoliques et télésystoliques avant et après traitement 
dans les 2 groupes. (B) Les volumes télé-diastolique et télé systolique sont préservés dans le 
groupe exosomes alors que le volume télé-systolique augmente dans le groupe placebo. (C) 
La fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) est identique dans les 2 groupes avant 
traitement mais plus élevée dans le groupe exosomes après traitement. Cette différence est 
liée à une dégradation significative de la fraction d’éjection dans le groupe placebo mais pas 
dans le groupe exosomes (D). (E) Images représentatives des courbes de déformation 
myocardique circonférentielle après traitement dans les 2 groupes. Les valeurs de 
déformation sont identiques dans les 2 groupes au départ (F) mais augmentent dans le 
groupe traité uniquement (variation absolue (G), variation relative (H)). 

Figure 31 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué. (A) Image 
représentative de séquences IRM de rehaussement tardif avant et après traitement chez un 
animal traité par placebo et un animal traité par exosomes. La masse (B) et l’étendue (C) de 
la nécrose sont identiques dans les 2 groupes avant traitement puis diminuent dans le 
groupe exosomes mais pas dans le groupe placebo. Dans le groupe exosomes, la diminution 
relative de masse nécrosée est associée à une augmentation de masse viable (D). 

Figure 32 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué. (A) Images 
représentatives de l’ensemble des sections de cœurs d’un animal traité par placebo et d’un 
animal traité par exosomes. La masse de la nécrose tend à être inférieure et son l’étendue 
(C) et sa transmuralité (D) sont significativement inférieures dans le groupe exosomes à 1 
mois post-traitement, alors que la masse viable tend à être plus importante (E). 

Figure 33 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué.  
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(A) Zone infarcie colorée au rouge Sirius. Le contenu en collagène des zones infarcie (B), 
bordante (C) et non infarcie (D) est diminuée chez les animaux traités par exosomes. (E) 
Surface transverse des cardiomyocytes. La surface des cardiomyocytes de la zone infarcie (F) 
est diminuée chez les animaux traités par exosomes alors qu’elle ne change pas dans la zone 
non infarcie (G). (H) Densité vasculaire dans les zones infarcie et bordante. La densité 
vasculaire des animaux traités par exosomes et supérieure dans les zones infarcie (I) et 
bordante (J), mais pas dans la zone non infarcie (K). (L) Prolifération de cardiomyocytes. La 
proportion de cardiomyocytes proliférant est supérieure chez les animaux traités par 
exosomes dans la zone peri-infarctus (M) mais pas dans la zone non infarcie (N). 

Figure 34 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué. (A) La réaction 
immunitaire au niveau du site d’injection ainsi que dans la zone non infarcie et non injectée 
n’est pas différente entre les animaux traités et les animaux contrôles. (B) Données 
représentatives de la quantification des allo-anticorps circulants (contrôle négatif en bleu, 
sérum de l’animal en rouge). Des allo-anticorps ont été détectés dans les 2 groupes avec un 
taux plus élevé dans le groupe exosomes. 

Figure 35 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué : changement de 
fonction et d’étendue de la cicatrice. Les variations de de fraction d’éjection du ventricule 
gauche (FEVG, A), de masse de la cicatrice (B) et d’étendue de la nécrose (C) mesurées par 
IRM des animaux traités par exosomes intra-coronaires ne sont pas différentes des animaux 
contrôles. En revanche la FEVG est préservée et la taille ainsi que l’étendue de la nécrose 
diminuent chez les animaux traités par exosomes intra-myocardiques. * P<0.05 vs. controle 
et IC exosomes. 

Figure 36: Extravasation d’une cardiosphère à travers un vaisseau. A 10 minutes, la 
cardiosphère est bloquée dans le vaisseau. Puis à 24 heures, une poche endothéliale se 
forme autour de la cardiosphère permettant le passage de la cardiosphère dans le milieu 
extra-vasculaire à 72 heures par rupture de la paroi vasculaire (d’après Cheng et 
collaborateurs). 

Figure 37 : Comparaison rétrospective des variations de fraction d’éjection et de taille de la 
cicatrice d’infarctus après l’administration de cardiosphères par voie intra-coronaire, de 
CDCs par voie intra-coronaire (résultats non publiés de Malliaras et collaborateurs) et d’une 
dose équivalente de cardiosphères par voie intra-myocardique (Yee et collaborateurs). 

Figure 38 : Comparaison rétrospective de de l’effet des exosomes par voie intra-
myocardique à l’effet des CDCs par voie intra-coronaire. Modèle d’infarctus aigu : les 
diminutions de no-reflow (A) et de taille d’infarctus (B) semblent équivalentes. Modèle 
d’infarctus constitué : la préservation de la fraction d’éjection (C) et la diminution de la taille 
de la cicatrice d’infarctus semblent au moins équivalentes. Comparaison aux résultats de 
Kanazawa et collaborateurs pour l’infarctus à la phase aiguë et à des résultats non publiés de 
Malliaras et collaborateurs pour l’infarctus constitué. 

Figure 39 : Représentation schématique de l’action des exosomes de cellules souches sur les 
fibroblastes d’après Tseliou et collaborateur). 
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Tableau 1 : Principales stratégies cardioprotectrices pharmacologiques testées chez 
l’Homme. D’après Leffer et collaborateurs. 

Tableau 2 : Exemples d’effets cardio-vasculaires des exosomes. D’après Barile et 
collaborateurs. 

Tableau 3 : Caractéristiques IRM des porcs avant traitement (3-4 semaines après infarctus). 
(Csp : cardiosphères. VTDVG : volume télé-diastolique du ventricule gauche ; VTSVG : volume 
télé-systolique du ventricule gauche ; FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche). 

Tableau 4 : Caractéristiques hémodynamiques des animaux traités et contrôles avant 
traitement et 1 mois après traitement. (PTDVG : pression télé-diastolique du ventricule 
gauche ; QC : débit cardiaque ; PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pressions artérielle 
diastolique ; FC : fréquence cardiaque). 
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INTRODUCTION 

 

Les maladies cardio-vasculaires (et notamment l’infarctus du myocarde) sont la première 

cause de mortalité dans le monde (Figure 1)1. En France on dénombre environ 120000 

Infarctus du myocarde par an parmi lesquels 15% seront fatals. Cette maladie est donc une 

vraie priorité de santé publique et ce d’autant plus que la nécrose myocardique post-

infarctus va, chez de nombreux patients, être responsable d’une insuffisance cardiaque à 

l’origine d’hospitalisations répétées. Les facteurs de risque de la maladie coronaire et de 

l’infarctus du myocarde sont maintenant bien connus et identifiés grâce notamment à 

l’étude Framingham. La diminution de la prévalence de certains de ces facteurs de risque 

(tabac) est actuellement contrebalancée par l’augmentation d’une part des facteurs de 

risques « métaboliques » liés au mode de vie occidental et l’augmentation importante de la 

prévalence de l’obésité, et d’autre part par le vieillissement de la population, si bien que le 

nombre d’infarctus du myocarde survenant en France diminue moins qu’attendu. 

L’avènement de la reperfusion myocardique a permis une diminution importante de la 

mortalité liée à l’infarctus. Néanmoins la mortalité et la morbidité de l’infarctus tendent à 

diminuer moins ces dernières années (Figure 2), rendant nécessaire le développement de 

traitements adjuvants2.   
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Figure 1 : Principales causes de décès dans le monde (à gauche) et en France (à droite) 

  

 

 

 

Figure 2 : Evolution de la mortalité à 30 jours et à 1 an de l’infarctus du myocarde au 

Royaume Uni (à gauche)2. Evolution de la mortalité hospitalière de l’infarctus du myocarde 

en Ile de France (à droite) (registre CardioARSIF). 
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Parmi les principaux facteurs de risque d’évolution défavorable à long terme se trouvent 

la taille de l’infarctus et l’étendue de l’obstruction micro-vasculaire3-5. L’amélioration de la 

prise en charge visant à diminuer ces deux éléments pourrait permettre une réduction de la 

mortalité et de la morbidité de l’infarctus du myocarde. Ceux-ci étant étroitement liés aux 

conditions de prise en charge initiale et de reperfusion, les actions à mener concernent les 

premières heures suivant la survenue de l’occlusion coronaire. Malheureusement, depuis 

l’avènement de la reperfusion, la quasi-totalité des stratégies adjuvantes visant à réduire la 

taille de l’infarctus se sont soldées par un échec6.  

Dans ce contexte une stratégie innovante, la thérapie cellulaire, a émergé il y a quelques 

années7. Cette stratégie pourrait permettre d’une part de diminuer la taille de l’infarctus lors 

de la prise en charge à la phase aiguë mais également de diminuer la taille de la zone 

cicatricielle dans un infarctus constitué. Un des types cellulaires étudiés dans cette indication 

est issu du tissu cardiaque8. Cette population cellulaire peut se présenter comme des 

assemblages tridimensionnels de cellules appelés les cardiosphères ou sous la forme de 

cellules uniques appelées les cellules dérivées des cardiosphères. Ces cellules sont 

prometteuses mais certaines incertitudes demeurent concernant d’une part la possibilité 

d’utilisation de ces groupement cellulaires tridimensionnels et d’autre part les mécanismes 

d’action de ces cellules et notamment le rôle des exosomes. 

Dans ce contexte, notre objectif a été dans un premier temps d’évaluer la faisabilité et 

l’efficacité de l’administration de ces cardiosphères tridimensionnelles. Dans un deuxième 

temps, nous avons évalué la possibilité d’utiliser uniquement les exosome secrétés par cette 

population cellulaire. Toutes les expériences ont été réalisées sur des modèles pré-cliniques 

porcins d’infarctus du myocarde. 
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CHAPITRE 1 : PHYSIOPATHOLOGIE DE L’INFARCTUS 

DU MYOCARDE ET DE SES CONSEQUENCES 

1. Phase précoce : ischémie et reperfusion 

L’infarctus du myocarde est généralement lié à l’occlusion d’une artère coronaire, en 

rapport avec la rupture d’une plaque d’athérosclérose, entraînant la libération de matériel 

pro-thrombotique en provenance du cœur de la plaque. La libération de ce matériel pro-

thrombotique va activer l’hémostase primaire puis secondaire et entraîner une occlusion de 

la lumière artérielle. L’occlusion de l’artère coronaire va être responsable d’une ischémie 

myocardique liée à l’interruption de l’apport en oxygène au myocarde du fait de l’occlusion 

coronaire. Cette ischémie va rapidement aboutir à une mort cardiomyocytaire dès quelques 

minutes d’occlusion9. La nécrose va tout d’abord intéresser les couches les plus 

endocardiques, plus vulnérables (car aux capacités d’adaptation moindre à la baisse de 

pression de perfusion et à la consommation en oxygène plus élevée) puis s’étendre vers les 

couches myocardiques épicardiques. Elle va être liée à l’absence de possibilité de synthèse 

d’ATP et à des déséquilibres de l’homéostasie cellulaire aboutissant notamment à une baisse 

du pH et à l’accumulation de calcium aboutissant à la mort cellulaire. A ces phénomènes 

vont s’associer un état pro-inflammatoire rendant les cellules plus vulnérables10,11. 

Dans les 24 heures suivant l’infarctus et sa reperfusion va survenir une phase 

inflammatoire impliquée dans un processus de réparation tissulaire11,12. Cette phase 

inflammatoire va être liée au recrutement de polynucléaires neutrophiles et de 

macrophages qui vont initialement avoir une activité pro-inflammatoire permettant la 

détersion de la zone endommagée. Si cette phase est nécessaire à la cicatrisation de la zone 

infarcie, l’accumulation de ces cellules inflammatoires va entraîner une réaction locale 

importante pouvant conduire à la mort de cardiomyocytes supplémentaires directement ou 

par apoptose. 
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2. Les lésions d’ischémie reperfusion 

Le meilleur moyen de limiter les dommages myocardiques est de réouvrir l’artère 

occluse afin de reperfuser le territoire ischémié. Néanmoins, cette reperfusion va dans de 

nombreux cas être responsable de lésions qui lui sont propres, appelées lésions de 

reperfusion9,13,14. Ces lésions d’ischémie reperfusion sont donc définies comme des lésions 

myocardiques induites par la restauration du flux coronaire après un épisode ischémique. 

Ces lésions vont induire la mort de cardiomyocytes qui étaient viables avant la reperfusion, 

de sorte que certains auteurs proposent que jusqu’à 50% des lésions myocardiques 

survenant lors d’un infarctus pourraient être liées à la reperfusion (Figure 3). Ce phénomène 

explique en partie pourquoi malgré les progrès de la médecine et l’amélioration notable des 

délais de reperfusion, la mortalité et la morbidité de l’infarctus du myocarde restent élevées. 

 

 

 

Figure 3 : Contribution des lésions de reperfusion à la taille finale de l’infarctus. 

D’après Yellon et collaborateurs9. 
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2.1. Mécanismes 

La réalité des lésions de reperfusion a longtemps été débattue jusqu’aux études de post-

conditionnement ischémique démontrant que la modification des conditions de reperfusion 

pouvait modifier la taille de l’infarctus 15,16 . 

Ces lésions de reperfusion vont être liées à plusieurs facteurs intriqués parmi lesquels 

figurent au premier plan la surcharge calcique, l’accumulation de dérivés radicalaires de 

l’oxygène et l’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale9-11. 

 Lors de l’ischémie, le métabolisme de la cellule va basculer du mode aérobie vers le 

mode anaérobie. Ceci va entraîner in fine la genèse d’acide lactique responsable d’une 

diminution du pH intra-cellulaire. Cette diminution du pH va être en partie contrebalancée 

par l’activité de pompes ioniques H+/Na+ et Na+/Ca2+ permettant de sortir des ions H+ de la 

cellule mais au prix d’une surcharge sodique importante qui devient secondairement 

calcique du fait de l’intervention de la pompe Na+/Ca2+9-11,17. 

Lors de la réoxygénation du myocarde, plusieurs phénomènes vont se produire 

(Figure 4). De l’oxygène va être de nouveau fourni aux mitochondries. Or celles-ci ayant été 

endommagées par la période d’ischémie seront incapables d’utiliser correctement cet 

oxygène et au lieu de fournir de l’ATP, vont générer des dérivés radicalaires de l’oxygène18. 

En parallèle, le rétablissement de l’activité normale des pompes échangeuses d’ions va 

aboutir à une normalisation très rapide du pH intra-cellulaire qui sera associée à une 

aggravation de la surcharge calcique19. Cette surcharge calcique massive associée à la 

présence de dérivés radicalaires de l’oxygène va entraîner l’ouverture dans la membrane 

externe du pore de transition de perméabilité mitochondriale. L’ouverture de ce pore sera à 

l’origine d’un gonflement puis d’une altération des mitochondries puis de la mort cellulaire 

par apoptose ou nécrose. A ces phénomènes vont se surajouter des phénomènes 

inflammatoires ; en raison de l’infarctus mais également de la genèse des espèces 

radicalaires de l’oxygène à la reperfusion, il va se produire un afflux de cellules 

inflammatoires (polynucléaires neutrophiles et macrophages) qui vont, d’une part, entraîner 

un cercle vicieux en synthétisant à leur tour des dérivés radicalaires de l’oxygène, et d’autre 

part provoquer une inflammation locale importante12,20. Cette inflammation locale va avoir 

des conséquences sur les vaisseaux (vasospasme, œdème, micro-emboles), en participant au 
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phénomène d’obstruction micro-vasculaire ou no-reflow en association notamment avec les 

phénomènes emboliques, thrombotiques et spastiques14,21. Par ailleurs, cette inflammation 

va entraîner l’apoptose des cardiomyocytes. La quantité de cellules inflammatoires 

localisées principalement au niveau de la zone bordante entre tissu nécrosé et tissu sain va 

croître jusqu’à la fin de la première semaine, puis décroître. 

 

 

Figure 4 : Mécanismes impliqués dans les lésions d’ischémie-reperfusion d’après Hausenloy et 

collaborateurs17. 

 

2.2. Conséquences fonctionnelles 

Outre l’aggravation de la nécrose par mort directe de cardiomyocytes liée aux 

phénomènes décrits précédemment, la reperfusion va être à l’origine de trois autres 

phénomènes.  Le premier est la sidération myocardique. Cette sidération myocardique est 

définie comme la persistance d’une dysfonction myocardique malgré l’absence de 

dommages irréversibles et la restauration d’un flux coronaire22. Cette sidération peut être 

due en partie à la surcharge calcique importante altérant les propriétés contractiles et de 

relâchement du myocarde. L’évolution de la sidération myocardique est généralement 
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favorable en plusieurs heures ou jours. La seconde conséquence clinique est la survenue de 

phénomènes d’obstruction micro-vasculaire ou no-reflow, définis par l’absence de 

reperfusion d’une zone ischémique malgré la levée de l’obstacle14,21,23. Ce phénomène est lié 

à l’obstruction et la perte de perméabilité de tous les vaisseaux formant la micro-circulation 

en rapport avec plusieurs facteurs parmi lesquels l’embolisation distale de fragments 

thrombotiques, le spasme artériel lié à l’inflammation, les dommages endothéliaux, la 

surcharge calcique, l’œdème des tissus périphériques et la disparition de la perméabilité 

endothéliale. Cette obstruction va aboutir à l’aggravation des lésions de par la mauvaise 

reperfusion induite, ce qui en fait un des principaux facteurs de mauvais pronostic dans 

l’infarctus du myocarde. Enfin la reperfusion fait le lit d’arythmies de reperfusion pouvant 

dans les cas extrêmes conduire à l’arrêt cardiaque par trouble du rythme ventriculaire ou 

asystolie24. 

3. Prolifération cellulaire et fibrose 

Suite à la phase inflammatoire ayant permis la détersion des débris cellulaires, va 

survenir une phase proliférative associée à la différentiation de fibroblastes en 

myofibroblastes25-29. En effet, sous l’influence de facteurs de croissance et de cytokines 

sécrétés par les monocytes (notamment le TGF-β), les fibroblastes vont proliférer et se 

différencier en myofibroblastes qui vont synthétiser du collagène pour reformer une matrice 

extracellulaire ayant pour but de consolider la paroi nécrosée afin d’éviter sa rupture26,30,31. 

Un mois après l’infarctus, on ne retrouve pratiquement plus de cellules inflammatoires et les 

myofibroblastes ont envahi la totalité de la zone infarcie. Cette phase va aboutir à la 

constitution d’une zone cicatricielle dense non contractile composée majoritairement de 

matrice extra-cellulaire riche en collagène de type 1, de myofibroblastes et de néo-vaisseaux 

(liés au recrutement de progéniteurs endothéliaux). Si cette phase de réparation est 

nécessaire à la solidification de la zone infarcie afin d’éviter une déformation anévrismale 

ou, dans le pire des cas, une rupture de paroi, elle va former une zone non contractile et 

amincie. Cette zone amincie va également s’étirer du fait de la dilatation du ventricule 

gauche. Ce phénomène d’étirement-amincissement est appelé expansion de la zone 

infarcie32-34. 
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4. Le remodelage inverse  

Le remodelage cardiaque va consister en des modifications de taille, de forme et de 

fonction du cœur dans les suites de l’infarctus. 

Le remodelage inverse va se faire en plusieurs phases. La première étape survient très 

précocement, dans les premières heures suivant l’infarctus. On assiste à un étirement de la 

zone infarcie associé à son amincissement, ce phénomène étant appelé expansion de 

l’infarctus32-34. La dysfonction ventriculaire gauche induite par la perte de fonction 

contractile d’une partie du myocarde entraîne une dilatation du ventricule gauche visantà 

maintenir le débit cardiaque. Celle-ci provoque une augmentation des contraintes pariétales 

entraînant un étirement des zones nécrosées et non nécrosées. Sur le plan architectural, on 

observe une extension de la zone infarcie et  un remaniement de la matrice extra-cellulaire 

liée à l’activation des métalloprotéinases28,35. En effet, dans les premiers jours qui suivent 

l’infarctus, la nécrose des myocytes et leur détersion par les cellules inflammatoires 

prédominent29. Ces phénomènes impliquent la dégradation de la matrice extracellulaire 

(MEC) et la mise en place d’une fibrose substitutive28,35. La dégradation précoce de la 

matrice par les métallo-protéinases permet l’infiltration des cellules inflammatoires 

participant à la détersion du tissu nécrotique et à la cicatrisation.  

En parallèle on observe une baisse de la pression artérielle moyenne liée à la baisse du 

débit cardiaque et des résistances. Elle s’accompagne d’une activation des systèmes neuro-

hormonaux (catécholamines et système rénine-angiotensine-aldostérone) dont le but 

principal est de maintenir la pression à un niveau normal. Les facteurs mécaniques et neuro-

hormonaux déclenchent presque immédiatement le remodelage des régions nécrosées et 

non nécrosées. Si les processus adaptatifs l’emportent, l’activation neuro-hormonale décroît 

et l’on entre dans une phase de remodelage compensé au cours de laquelle les contraintes 

sont plus ou moins normalisées. A plus long terme, notamment en cas d’infarctus sévère, on 

va observer une poursuite de la dilatation ventriculaire et ce, malgré la cicatrisation de la 

zone infarcie qui est alors devenu résistante à l’étirement. Si, au contraire, la dilatation 

ventriculaire et la baisse de la pression artérielle moyenne persistent, l’évolution se fait vers 

l’insuffisance cardiaque chronique, caractérisée par la persistance de l’élévation des 

contraintes mécaniques, de l’activation des systèmes neuro-hormonaux et l’exacerbation du 
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remodelage. Toutes les interventions thérapeutiques de la phase aiguë des syndromes 

coronariens et ultérieures tentent de diminuer le processus fibrosant, de normaliser les 

contraintes mécaniques et de bloquer l’activation des systèmes neuro-hormonaux ou leurs 

effets délétères sur le myocarde. Ceci a pour but d’éviter l’évolution vers l’insuffisance 

cardiaque où l’élévation des contraintes altère encore davantage la fonction ventriculaire, 

avec comme conséquence une majoration de l’activation des systèmes neuro-hormonaux, et 

donc une aggravation des contraintes mécaniques et du remodelage délétère.  
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CHAPITRE 2 : TRAITEMENT PHARMACOLOGIQUES 

ET MECANIQUES 

1. Phase aiguë 

1.1. La reperfusion 

Jusqu’à l’avènement de la reperfusion précoce, le pronostic de l’infarctus du 

myocarde était dramatique. En effet, en l’absence de reperfusion par réouverture de l’artère 

occluse, la nécrose va augmenter jusqu’à concerner la quasi-totalité du territoire « à 

risque », c’est-à-dire en aval de cette occlusion. Au milieu-fin des années 80, l’apparition de 

la reperfusion par et surtout le développement de la thrombolyse pré-hospitalière ont 

permis de diminuer drastiquement la mortalité de l’infarctus du myocarde36. Cette 

fibrinolyse réalisée par RTPase ou Tenecteplase, n’est efficace que dans les premières heures 

suivant l’occlusion artérielle, et permet de limiter la perte de cardiomyocytes par un 

rétablissement du flux sanguin. Les inconvénients de la fibrinolyse sont qu’elle n’est pas 

systématiquement efficace, que son efficacité diminue avec la durée de l’occlusion, et 

surtout que ces agents thrombolytiques très puissants exposent à risque non négligeable de 

complications hémorragiques sévères. Pour pallier à ces problèmes, une autre stratégie 

qu’est l’angioplastie primaire a été développée. Cette dernière consiste en la réouverture 

mécanique en urgence de l’artère par aspiration du caillot ou gonflement d’un ballon. Cette 

technique a montré de meilleurs résultats que la fibrinolyse conduisant la mise en place de 

circuits de prise en charge dédiés visant à réduire au maximum le délai de réouverture de 

l’artère37,38. En association à ces techniques, une association de traitement anti-agrégants 

plaquettaires et anti-coagulants est administrée afin de réduire au maximum le risque de 

réocclusion. 

1.2.  La cardioprotection 

Comme décrit précédemment, la réouverture de l’artère et la réoxygénation brutale 

du myocarde qui va en découler va être à l’origine de lésions de reperfusion. La prévention 
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et le traitement de ces lésions de reperfusion sont un des objectifs et des enjeux majeurs de 

la cardiologie depuis l’avènement de la reperfusion.  Plusieurs stratégies ont été testées 

jusqu’à présent avec, dans la plupart des cas, des résultats décevants lors de la translation à 

l’Homme. 

1.2.1. Stratégies mécaniques 

1.2.1.1. Conditionnement ischémique 

1.2.1.1.1. Pré-conditionnement 

Le pré-conditionnement ischémique a été mis en évidence pour la première fois par 

Murry et collaborateurs en 1986 qui ont montré que la réalisation de 5 cycles d’occlusion 

coronaire alternés avec 5 cycles de reperfusion avant une occlusion coronaire de 40 minutes 

diminuait de façon importante la taille de l’infarctus39. Néanmoins, le bénéfice de ce pré-

conditionnement ischémique était perdu si la durée de l’occlusion coronaire était de 3 

heures confirmant la nécessité d’une reperfusion rapide. Les mécanismes biologiques et 

moléculaires impliqués dans le phénomène de pré-conditionnement ont depuis été 

largement étudiés et il y a maintenant des milliers d’études décrivant >100 molécules et 

mécanismes impliqués6,40. De façon globale, il y a trois étapes de transmission de ces signaux 

cardioprotecteurs : le signal initial, la cascade d’amplification et l’effecteur final. Le signal 

initial déclenchant est un ou plusieurs médiateurs tels que l’adénosine, la bradykinine ou des 

opiacés, qui sont synthétisés et libérés par plusieurs types cellulaires (cardiomyocytes, 

cellules endothéliales et cellules inflammatoires). Ces médiateurs vont activer le récepteur 

membranaire sarcolemnal déclenchant ainsi une cascade de signalisation intra-cellulaire qui 

va au final agir sur certains composants intra-cellulaires tels que les mitochondries et le 

cytosquelette, stabilisant ainsi ces structures fragilisées par l’ischémie et prévenant la mort 

cellulaire. Malgré la multiplicité des mécanismes décrits, trois cascades d’activation intra-

cellulaires prédominent. Tout d’abord la voie RISK (Reperfusion Injury Signaling Kinase) qui 

est activée par un récepteur couplé à une protéine G aboutissant entre autres à l’activation 

de la PI3K et à la phosphorylation d’Akt et Erk1/2. La deuxième voie est la voie SAFE (Survival 

Activating Factor Enhancement) qui est activée par le TNFα et va aboutir à l’activation de 

plusieurs facteurs de transcription par le biais de STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription) qui vont notamment agir sur les mitochondries. Enfin, la troisième voie 
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recoupe la première et implique le NO ainsi que la protéine kinase G. Elle peut être activée 

entre autres par les peptides natriurétiques et débouche sur l’activation de Akt. 

 

1.2.1.1.2. Post-conditionnement 

Le principal inconvénient du pré-conditionnement est son absence d’applicabilité à la 

pratique clinique. En effet, le principe même de la technique nécessite de réaliser le 

conditionnement dans les minutes précédant la survenue d’un infarctus, évènement 

impossible à prévoir et anticiper. Pour pallier à cette absence de possibilité de translation, 

Vinten-Johansen et collaborateurs ont émis l’hypothèse que la reperfusion graduelle pouvait 

apporter le même bénéfice41. Il s’agit du post-conditionnement qui consiste en la réalisation 

d’épisodes répétés d’ischémie brève par gonflement d’un ballon dans les minutes suivant la 

réouverture de l’artère. La capacité du post-conditionnement à diminuer la taille de 

l’infarctus a été démontré dans plusieurs espèces y compris chez l’Homme mais les études 

cliniques n’ont pas montré d’effet probant42,43.  

1.2.1.1.3. Per-conditionnement à distance 

Pour essayer de combiner les avantages du pré-conditionnement avec la faisabilité 

du post-conditionnement, une autre approche a été développée. Il s’agit du per-

conditionnement à distance qui consiste à appliquer des périodes d’ischémie brèves et 

répétées dans une zone autre que la zone ischémique (en général un des membres)43. 

Certaines des voies de signalisation activées lors du per-conditionnement à distance 

pourraient être communes à celles du pré- et du post-conditionnement permettant 

d’obtenir un bénéfice sur la taille de l’infarctus40,44. D’autres voies sont également 

impliquées (voie neuronale, action des micro-ARN contenus dans les exosomes…) 45. 

Néanmoins, les résultats des grandes études sont encore une fois décevants en termes de 

bénéfice clinique46,47. 

1.2.1.2. Décharge ventriculaire gauche 

Une des stratégies mécaniques de réduction de la taille de l’infarctus est d’utiliser des 

dispositifs d’assistance ventriculaire gauche pour diminuer la charge ventriculaire gauche, la 

contrainte pariétale et la consommation ventriculaire gauche en oxygène. Deux types de 
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dispositifs ont été testées jusqu’à présents chez l’animal. Il s’agit de l’«Extra Corporal 

Membran Oxygenation » (ECMO) et de la pombe co-axiale avec visse d’Archimède 

(Impella®)48-52. Ces deux dispositifs permettent de réduire la taille de la nécrose 

myocardique lorsque le ventricule gauche est déchargé avant la reperfusion.  Néanmoins, le 

caractère invasif de ces 2 dispositifs rend la translation de ces techniques difficile. 

1.2.2. Stratégie pharmacologique  

1.2.2.1. Ciclosporine A 

Comme décrit précédemment, l’ouverture du pore de transition de perméabilité 

mitochondriale est un des phénomènes majeurs impliqué dans la survenue des lésions de 

reperfusion. Par conséquent, il semble raisonnable de penser que l’inhibition de l’ouverture 

du pore de transition pourrait permettre une diminution des lésions de reperfusion. Une des 

stratégies proposée pour atteindrez ce but repose sur l’inhibition d’un de ses modulateurs, 

la cyclophiline D. Dans des modèles animaux, l’inhibition génétique ou pharmacologique de 

la cyclophiline D diminue les lésions de reperfusion. D’un point de vue translationnel, la 

ciclosporine A est un inhibiteur de la cyclophiline D. Ce médicament déjà utilisé et 

commercialisé chez l’Homme comme immunosuppresseur dans les greffes d’organes 

notamment a donc pu être facilement évalué dans la prévention des lésions d’ischémie 

reperfusion. Si les résultats de l’étude de phase II étaient prometteurs avec une diminution 

de la taille d’infarctus (mesurée par IRM et par l’élévation des enzymes)53, les résultats d’une 

étude de phase III randomisée multicentrique en double aveugle sont négatifs54. En effet la 

ciclosporine administrée per-reperfusion ne réduisait pas l’incidence des évènements cardio-

vasculaires. Néanmoins cette voie n’est pas complétement enterrée puisque des inhibiteurs 

plus sélectifs de la cyclophiline D sont actuellement en développement. 

1.2.2.2. β-bloquants 

Stratégie de choix avant l’ère de la reperfusion, les β-bloquants connaissent 

actuellement un regain d’intérêt à la phase aiguë d’infarctus. En effet, plusieurs études 

récentes ont démontré que l’administration de métoprolol en phase aiguë d’infarctus 

permet de diminuer la taille de la nécrose55,56. De plus, il semble que le bénéfice est d’autant 

plus important que le métoprolol est administré précocement. Le mécanisme par lequel le 

métoprolol diminue la taille de l’infarctus est probablement lié à plusieurs phénomènes. 
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D’une part, le métoprolol pourrait réduire les dommages liés à l’ischémie en diminuant la 

consommation myocardique d’oxygène. D’autre part le métoprolol diminue les lésions de 

reperfusion en diminuant les interactions plaquettes polynucléaires-neutrophiles à la 

reperfusion par une action directe sur ces derniers dont il va inhiber la migration et les 

modifications de structures57.   

1.2.2.3. Agonistes de GLP-1 

Les agonistes de GLP-1 au premier rang desquels l’exénatide, ont montré leur 

capacité à diminuer la taille de l’infarctus dans des modèles animaux mais également chez 

l’Homme58-61. Pour obtenir cet effet, l’administration d’exénatide doit être débuté 15 

minutes avant la reperfusion et poursuivie plusieurs heures après la reperfusion. Plusieurs 

mécanismes sont potentiellement impliqués dans les effets cardioprotecteurs de 

l’exénatide. Tout d’abord, l’exénatide va entraîner un passage du métabolisme cardiaque 

des acides gras vers le métabolisme du glucose. Le métabolisme du glucose étant plus 

efficace en termes de consommation d’oxygène, ce changement de métabolisme entrainera 

une diminution de la consommation myocardique en oxygène. Par ailleurs, l’exénatide va 

potentiellement réduire l’apoptose des cardiomyocytes ainsi que le stress oxydant. En effet, 

Il a été observé un effet cardioprotecteur de la GLP-1 sur des cœurs de rats par le biais d’une 

activation des kinases protectrices PI3K/Akt, p42/44, PKA et P70s6K.  

1.2.2.4. Autres 

Comme le montre le tableau 1, plusieurs autres stratégies ont été testées chez 

l’Homme avec comme principal point commun, l’échec de réduction de la taille de l’infarctus 

dans des larges populations humaines. Parmi ces stratégies, il convient de citer les 

substances vasodilatatrices telles que l’adénosine, les dérivés nitrés et les inhibiteurs 

calciques.  

1.2.3. Stratégies non mécaniques et non pharmacologiques 

Il convient de citer parmi ces stratégies l’hypothermie dont les effets sur la taille de 

l’infarctus sont nets lorsque cette hypothermie est induite en amont de la reperfusion62. 

Néanmoins les contraintes médicales (nécessité d’une anesthésie générale) et techniques 

(nécessité de refroidissement pré-hospitalier) de cette approche rendent sa translation pour 

l’heure difficile.  
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Tableau 1 : Principales stratégies cardioprotectrices pharmacologiques testées chez 

l’Homme. D’après Leffer et collaborateurs7. Références présentées : 54,63-77  
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2. Infarctus constitué  

Dans l’infarctus constitué, les traitements vont avoir comme principal objectif de lutter 

contre la survenue et les conséquences du remodelage inverse. 

2.1. β-bloquants 

Les β-bloquants sont des antagonistes compétitifs qui vont se fixer sur les récepteurs 

β-adrénergique à la place des catécholamines. Leur utilisation a par conséquent été 

longtemps contre-indiquée dans l’insuffisance cardiaque en raison de leurs propriétés 

inotropes, chronotropes et lusitropes négatives.   Cependant, la stimulation permanente des 

récepteurs β-adrénergique nécessaire pour maintenir le débit cardiaque va aboutir à une 

dérégulation et une désensibilisation de ces récepteurs, aboutissant à une nouvelle 

augmentation de la stimulation sympathique. L’hypothèse a donc été émise que les β-

bloquants pouvaient stopper ce cercle vicieux.  Dans cette indication, ce sont des β-

bloquants avec activité vasodilatatrice (anti-α1-adrénergique, carvedilol ou via le NO, 

nébivolol) ou des β-bloquants sélectifs des récepteurs β -1-adrénergiques (bisoprolol) qui 

ont été testés . Ces molécules ont permis une réduction de 35% de la mortalité et de 20% du 

taux d’hospitalisation78 . 

2.2. Inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine et antagonistes du 

récepteur AT1 de l’angiotensine II 

Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion et les antagonistes du récepteur AT1 de 

l’angiotensine II vont s’opposer aux actions de l’angiotensine II qui a une activité 

vasoconstrictrice importante et favorise la rétention hydro-sodée en induisant la libération 

d’aldostérone. L’inhibition de l’action de l’angiotensine II va également diminuer la sécrétion 

de noradrénaline ainsi que réduire la stimulation et la croissance des fibroblastes. Ces 

molécules vont donc avoir plusieurs intérêts en pratique. Leur action vasodilatatrice 

artérielle et veineuse va permettre une diminution à la fois de la post-charge et de la pré-

charge, et ralentir ainsi le développement de l’hypertrophie et de la dilatation myocardique. 

De plus, leur action sur les fibroblastes va permettre une diminution de la fibrose 

myocardique. Au total, par cette diminution de la fibrose et de l’hypertrophie/dilatation 
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ventriculaire gauche, ces molécules vont permettre une diminution du remodelage inverse 

d’autant plus importante qu’ils sont débutés précocement79. Il convient de noter que les 

antagonistes du récepteur AT1 de l’angiotensine II n’ont pas démontré de façon cohérente 

une diminution de la mortalité et sont réservés aux patients ne tolérant pas les IEC. 

Récemment, un nouveau traitement (LCZ696) associant un antagoniste du récepteur de 

l’angiotensine II (valsartan) et un inhibiteur de la néprilysine (sacubitril) a montré une 

supériorité par rapport aux inhibiteurs de l’enzyme de conversion en termes de diminution 

de la mortalité et des hospitalisations80. Cette association est donc maintenant 

recommandée chez les patients restants symptomatiques alors qu’ils sont traités par des 

inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine. 

2.3. Anti-aldostérone 

La spironolactone et l’éplerénone bloquent le récepteur de l’aldostérone et inhibent 

donc les effets de cette dernière. Ils vont avoir une action anti-fibrosante, diminuer les 

concentrations noradrénaline circulante et augmenter la production de NO endothéliale81. 

Les anti-aldostérones sont associés à une diminution de mortalité dans l’insuffisance 

cardiaque82.  
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CHAPITRE 3 : THERAPIE CELLULAIRE CARDIAQUE 

1. Définition 

Le principe de la thérapie cellulaire cardiaque est d’introduire dans le muscle cardiaque 

lésée des cellules multi- ou pluri-potentes ayant des capacités de prolifération, de 

différentiation et de sécrétion permettant d’améliorer l’architecture et la fonction de ce 

cœur. L’idée initiale était que ces cellules allaient s’ancrer dans le muscle lésé, proliférer puis 

se différencier notamment en cardiomyocytes et en cellules vasculaires permettant de 

« régénerer » le muscle cardiaque. On sait maintenant que ce mécanisme n’a pour l’instant 

pas lieu (ou peu) et que les résultats obtenus actuellement sont liés à d’autres phénomènes. 

 

Les cellules utilisées en thérapie cellulaire sont des cellules souches. Ces cellules ont 

comme caractéristiques des propriétés d’auto-renouvellement et de différentiation en 

plusieurs lignées cellulaires permettant de reformer in vivo du tissu fonctionnel. Les 

propriétés d’auto-renouvellement sont définies par la capacité de la cellule à se diviser en 

obtenant au moins une cellule fille identique à la cellule mère, conservant ainsi toutes ses 

propriétés. Concernant les capacités de différenciation, elles sont généralement guidées par 

l’environnement. La présence de facteurs de croissances, cytokines ou autre va modifier 

l’expression génique de la cellule aboutissant à une modification de son phénotype83.  

 

En thérapie cellulaire cardiaque, les caractéristiques que l’on attend des cellules utilisées 

sont les suivantes : 

- être sans danger, c’est-à-dire dans le cas présent, ne pas provoquer de tumeur ou 

d’arythmie ; 

- améliorer la fonction cardiaque ; 

- créer du tissu musculaire et vasculaire fonctionnel ; 

- être facile à cultiver, cultivable en grands nombres et délivrables par des méthodes 

les moins invasives possible ; 
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- être disponible en routine (intérêt de la thérapie allogénique) ; 

- ne pas provoquer de réaction immunitaire ; 

- ne pas être sujettes à des problèmes éthiques éventuels. 

2. Types cellulaires utilisés 

Plusieurs types cellulaires ont été utilisés pour la thérapie cellulaire jusqu’à présent, avec 

des avancées variables dans le développement et les bénéfices obtenus. 

2.1. Cellules souches embryonnaires 

Les cellules souches embryonnaires sont issues de la masse cellulaire profonde de 

l’embryon au stade blastocyte et sont les cellules souches modèles. Elles sont toti-potentes, 

peuvent se renouveler et être expandues. Elles sont ainsi capables de se différencier en 

n’importe quelle cellule de l’organisme et donc en cardiomyocytes à l’aide de protocoles 

définis84. Il a été démontré dans des modèles animaux que les cellules cardiaques formées à 

partir de cellules souches embryonnaires vont s’intégrer architecturalement mais aussi 

électriquement dans le cœur du receveur85,86. De plus ces cellules souches embryonnaires 

vont également agir sur le myocarde ischémique et améliorer sa structure et sa fonction. 

Néanmoins le développement clinique des cellules souches embryonnaires n’en est qu’à ses 

débuts pour plusieurs raisons. Premièrement, des considérations éthiques liées à leur 

provenance ont longtemps freiné leur développement. De plus, leur caractère toti-potent 

est à double tranchant puisque ces cellules pourraient être responsables de la formation de 

tumeurs et notamment de tératomes lorsqu’elles sont injectées dans le myocarde. Enfin, 

comme toutes les thérapies allogéniques, il existe un risque de rejet de ces cellules par 

l’organisme hôte. 

Deux principales études réalisées chez le gros animal ont fait date. La première a été 

publiée il y a une dizaine d’année et impliquait l’injection de cellules souches embryonnaires 

murines différenciées vers un phénotype cardiomyogénique chez des moutons86. La 

différence de fraction d’éjection mesurée 1 mois après injection de ces cellules était de 

16,5% (P=0.02) entre les animaux traités et les animaux contrôle. Plus récemment des 

cardiomyocytes dérivés de cellules souches embryonnaires humaines ont été produits en 



37 
 

grande quantité puis injectés chez des primates quelques jours après l’induction d’un 

infarctus reperfusé85. Les résultats ont montré que ces cardiomyocytes étaient capables de 

repeupler la zone infarcie et de former du nouveau tissu musculaire fonctionnel. De plus, il 

n’existait pas de signe de rejet mais les singes recevaient un traitement immunosuppresseur. 

Ces deux études ont confirmé les résultats obtenus chez le petit animal. Néanmoins, il 

convient de noter que dans une de ces études réalisée chez le rat, la formation de tératomes 

était observée après traitement.  

2.2. Cellules souches pluripotentes induites (IPSc) 

Il a été démontré il y a une dizaine d’année, que des cellules somatiques peuvent être 

reprogrammées en cellules toti-potentes grâce à l’utilisation de cocktails de facteurs de 

transcription inverse87. Ces cellules appelées cellules souches pluri-potentes induites ont les 

mêmes propriétés de pluri-potence que les cellules souches embryonnaires et peuvent être 

différenciées en tous types cellulaires et notamment en cardiomyocytes88. Ces cellules ont 

par rapport aux cellules souches embryonnaires l’avantage de s’affranchir des considérations 

éthiques et offrent la possibilité de faire des thérapeutiques autologues. Néanmoins, 

certaines contraintes freinent pour l’instant l’expansion de cette technique. Le premier est le 

temps très long (4 mois) et le rendement faible pour obtenir des cellules souches pluri-

potentes induites à partir d’un patient. De plus le risque de tératome est toujours présent 

(puisque lié à la pluri-potence), auquel s’ajoute celui de mutagénèse liée aux manipulations 

génétiques. Par ailleurs, la différenciation en cardiomyocytes est difficile et souvent 

décevante puisque l’on observe une population cellulaire hétérogène ne comprenant pas 

que des cardiomyocytes. Enfin, il faut noter le coup très élevé de ces approches. 

2.3. Myoblastes squelettiques 

Les myoblastes squelettiques sont les cellules progénitrices impliquées dans la 

régénération du muscle squelettique. Ces cellules sont dérivées des cellules satellites, une 

population de cellules musculaires progénitrices située sous la membrane basale des fibres 

musculaires. Lors d’une lésion musculaire, ces cellules satellites prolifèrent puis se 

différencient en myotubes et en nouvelles fibres musculaires, régénérant ainsi le muscle.  
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Il n’est donc pas surprenant que ces cellules aient été parmi les premières à être 

étudiées comme moyen potentiel de régénération cardiaque. En effet, ces myoblastes 

squelettiques ont un phénotype contractile, peuvent se différencier en myotubes in vitro et 

ont donc la capacité de régénérer du muscle. De plus elles peuvent être facilement obtenues 

par prélèvement autologue et sont résistantes à l’ischémie89. Elles peuvent donc 

potentiellement survivre dans le milieu hostile dans lequel elles sont amenées à être 

injectées. La capacité des myoblastes à réparer le muscle cardiaque et améliorer sa fonction 

a été démontrée dans des modèles de petits90,91 et gros animaux d’infarctus92-94 mais 

également dans des modèles de cardiomyopathie dilatée non ischémique95. Leur effet a été 

attribué à une action sur la matrice extra-cellulaire (diminution de la fibrose par 

augmentation de la dégradation du collagène et diminution de sa synthèse) ainsi qu’à une 

stimulation de la prolifération endogène des cardiomyocytes95,96. Après ces étapes 

rigoureuses de développement pré-clinique, les myoblastes squelettiques ont été les 

premières cellules à être testées en clinique humaine, dans la cardiopathie dilatée d’origine 

ischémique. Si les résultats des études préliminaires étaient plutôt encourageants97,98, la 

première étude randomisée contre placebo (MAGIC) étudiant les effets de l’injection de 

myoblastes squelettiques par voie intra-myocardique au cours d’une chirurgie cardiaque a 

jeté un froid sur les espoirs portés par cette thérapie99. Outre l’absence de bénéfice clinique 

conduisant à l’arrêt prématuré de l’étude, une tendance en faveur d’une incidence plus 

élevée d’arythmies ventriculaires était observée, questionnant par conséquent la sécurité de 

ces cellules. Plusieurs études ont par la suite rassuré sur la securité de ces cellules mais sans 

apporter de preuve supplémentaire d’une éventuelle efficacité, sonnant ainsi le glas de 

l’utilisation des myoblastes squelettiques83. 

2.4. Cellules dérivées de la moelle osseuse (hors cellules stromales mésenchymateuses) 

Le développement et l’utilisation des cellules dérivées de moelle osseuse ont été 

accélérés et amplifiés par l’accessibilité relativement facile de la moelle osseuse et 

l’expérience importante en termes de transplantation de moelle osseuse dans les indications 

hématologiques. De plus, la possibilité d’obtenir de très grandes quantités de cellules de la 

moelle (non triées) permet leur utilisation éventuelle sans pré-traitement ou expansion 

préalable, autorisant donc leur utilisation très précocement après l’infarctus. 
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La moelle osseuse contient une population hétérogène de cellules incluant des 

cellules progénitrices hématopoïétiques, endothéliales et des cellules stromales 

mésenchymateuses (MSCs). La population la plus étudiée jusqu’à présent est la population 

de cellules de moelle osseuse mononuclées. Il convient de noter que cette population de 

cellules contient très peu de cellules souches (2-4% de cellules progénitrices 

hématopoïétiques et endothéliales ; 0.1% de MSCs) et contient essentiellement des cellules 

hématopoïétiques à différents stades de maturation100. La fraction de cellules souches 

présentes peut être augmentée par un tri des cellules en fonction des marqueurs de surface 

(CD133+, CD34+ ou encore ckit+). Les résultats de l’utilisation de ces cellules dans des 

modèles pré-cliniques de gros animaux sont plutôt décevants101,102. En effet, chez le mouton 

et le porc en insuffisance cardiaque post-infarctus, ces cellules ne produisent pas 

d’amélioration de la fonction ventriculaire gauche. 

En termes de translation clinique humaine, les cellules mononuclées de la moelle 

osseuse sont les cellules ayant été de loin les plus utilisées chez l’Homme. Elles le sont telles 

qu’elles, triées ou enrichies en progéniteurs et l’ont le plus souvent été en post-infarctus 

proche103,104. Ces nombreuses études ont permis de dégager deux messages importants. 

Premièrement, la perfusion de cellules souches par une artère récemment réouverte est 

sûre, que ce soit en aigu (pas d’aggravation des lésions ischémiques, pas d’arythmie) ou à 

plus long terme (pas d’augmentation de l’incidence de la resténose intra-stent qui était à 

craindre notamment avec l’utilisation de progéniteurs endothéliaux). Deuxièmement, 

l’efficacité a été jusqu’ici limitée et inconsistante. En effet, si un grand nombre de petites 

études ont montré un bénéfice sur la fraction d’éjection et les volumes ventriculaires, les 

études randomisées en double aveugle avec des critères cliniques dits « durs » ont jusqu’ici 

été majoritairement négatives. 

2.5. Cellules stromales mésenchymateuses 

Outre la moelle osseuse, les cellules stromales mésenchymateuses (MSCs) peuvent 

être isolées à partir de tissu adipeux. Ces cellules peuvent se différencier en cellules de la 

lignée mésenchymateuse telles que les cardiomyocytes ou les myoblastes squelettiques. 

Néanmoins leur différentiation in vivo en cardiomyocytes est très limitée et leur effet 

principal est de nature paracrine avec la sécrétion de multiples facteurs agissant sur les 
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cellules résidentes afin d’augmenter leur survie, leur prolifération et leur différentiation. 

Leur caractère immuno-privilégié permet une utilisation relativement simple en thérapie 

allogénique. Chez le rat porteur de cardiomyopathies ischémiques et non ischémiques, il a 

été montré que les MSCs amélioraient la fonction cardiaque, augmentaient l’angiogénèse et 

diminuaient la fibrose myocardique105-108. Dans les modèles pré-cliniques porcins, les MSCs 

ont montré leur capacité à améliorer la fonction cardiaque, diminuer l’étendue de la 

cicatrice d’infarctus et augmenter la densité vasculaire109-115. La plupart des études actuelles 

utilisent des MSCs non triées, c’est-à-dire la couche de cellules adhérentes obtenues après 

leur mise en culture. Cette population comprend plusieurs types de MSCs exprimant 

généralement les antigènes de surface CD105, CD90, CD166 et Sro1. 

2.6. Cellules d’origine cardiaque 

Le cœur a longtemps été considéré comme un organe sans capacité de 

renouvellement. Il a été prouvé que ce concept n’était pas exact et que les cardiomyocytes 

subissaient un renouvellement (0,5-1% par an) et qu’environ 40% du cœur adulte était 

composé de cardiomyocytes qui en étaient issus116. A partir de ce constat, plusieurs 

populations de cellules cardiaques progénitrices ont été identifiées en fonction de leurs 

antigènes de surface. Parmi elles, on peut citer les cellules exprimant c-Kit (ou CD117, 

récepteur du facteur de cellule souche)117-119, celles exprimant Sca-1+ (stem cell antigen 

1)120, les cardiosphères et les cellules dérivés des cardiosphères. Toutes ces cellules 

présentent comme caractéristiques communes d’être des cellules résidentes du cœur, de 

pouvoir être obtenues par biopsie endomyocardique et d’avoir la capacité de se différencier 

en cardiomyocytes mais également en d’autres types cellulaires comme les cellules 

endothéliales. Il est possible que ces cellules progénitrices résidentes aient pour fonction de 

compenser la perte de cardiomyocytes durant la vie (en association avec un autre 

mécanisme impliquant la reprogrammation de cardiomyocytes adultes). Néanmoins la très 

faible proportion de ces cellules progénitrices présentes dans le cœur (environ 1/10000 

cardiomyocytes) explique pourquoi ces cellules sont insuffisantes pour réparer des 

dommages massifs tels qu’ils surviennent lors d’un infarctus du myocarde par exemple. 

Néanmoins, ces cellules cardiaques résidentes semblent programmées pour réparer le cœur, 

et leur isolement puis expansion ex-vivo avant leur réinjection est une stratégie 
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thérapeutique attractive pour traiter les dommages cardiaques. Nos travaux de thèse ont 

porté sur l’une de ces populations cellulaires et ses dérivés, à savoir les cardiosphères et 

cellules dérivées des cardiosphères (CDCs), dont les principales caractéristiques et propriétés 

vont faire l’objet d’un paragraphe dédié. 

3. Thérapie cellulaire autologue et allogénique 

A l’origine et pendant de nombreuses années, la thérapie cellulaire n’a été qu’autologue. 

Les cellules étaient prélevées chez le patient (biopsie de moelle, biopsie endomyocardique 

ou autres), éventuellement triées ou expandues in-vitro, puis réinjectées à distance. Cette 

technique a comme principal avantage de s’affranchir de toutes considérations 

immunologiques quant à un éventuel rejet. Néanmoins la thérapie cellulaire autologue 

présente au moins deux inconvénients majeurs. Le premier est la présence d’un délai entre 

le prélèvement des cellules et leur injection. Ce délai est par exemple de 2 à 3 semaines pour 

les cellules stromales mésenchymateuses et supérieur à 3 semaines pour les cellules 

dérivées des cardiosphères. Ce temps nécessaire à l’isolement de la population d’intérêt et à 

son expansion empêche toute possibilité de traitement en phase précoce pendant le post-

infarctus. Le deuxième inconvénient est la variabilité inter-individuelle majeure des 

thérapeutiques reçues par chaque patient. En effet, il a été démontré que les cellules 

obtenues chez différents patients peuvent être très différentes en termes de sécrétion de 

cytokines et de facteurs de croissance et par conséquent en termes d’efficacité 

thérapeutique121. Ainsi dans les études de thérapie cellulaire autologue, on peut, en forçant 

le trait, présumer que chaque patient du groupe thérapie cellulaire reçoit un traitement 

différent, introduisant de fait une variabilité importante de l’effet thérapeutique éventuel, et 

limitant ainsi la puissance de l’étude et la possibilité de mettre en évidence une différence 

entre les groupes.  

Pour pallier à ces inconvénients, le concept de thérapie cellulaire allogénique a été 

introduit il y a quelques années. Ce changement de stratégie a été facilité par la mise en 

évidence du caractère immuno-privilégié de certaines populations cellulaires (notamment 

les cellules stromales mésenchymateuses et les CDCs) lié à leurs propriétés 

immunomodulatrices122. Il a en effet été démontré dans plusieurs études pré-cliniques 
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réalisées sur des rongeurs puis sur des porcs que la thérapie cellulaire allogénique par 

cellules stromales mésenchymateuses ou CDCs n’induisait quasiment pas de réponse 

immunitaire et ce, même en l’absence de traitement immunosuppresseur112,115,123-126. Ainsi 

des études utilisant la thérapie cellulaire allogénique ont été mises en route chez l’Homme, 

avec pour espoir de gagner en reproductibilité des traitements administrés et donc en 

puissance statistique. Par ailleurs, la thérapie cellulaire allogénique permet d’avoir un 

produit prêt à l’emploi et donc à utiliser dès que souhaité. Cela a permis la mise en route 

d’études pré-cliniques dans la phase aiguë de l’infarctus ayant pour objectif de cibler les 

lésions de reperfusion127,128.  

4. Modes d’administration 

4.1. Voie intra-coronaire 

La voie d’injection intra-coronaire est l’une des voies d’administration les plus simples à 

utiliser en salle de cathétérisme cardiaque. En effet, cette voie a été utilisée chez des milliers 

de patients et sa sûreté est maintenant bien établie129. De plus, l’accès aux artères 

coronaires est relativement aisé et peut être répété en cas de nécessité d’injection multiple. 

Pour toutes ces raisons, l’injection intra-coronaire est une voie de choix pour 

l’administration des thérapies cellulaires. Cette injection était initialement réalisée lors 

d’interruptions du flux coronaire avec des cycles de 2 minutes d’occlusion coronaire par un 

ballon coaxial130. Les cellules sont injectées dans la lumière du ballon pendant ces phases 

d’occlusion coronaire afin d’éviter un lavage trop rapide par le flux sanguin. Ces périodes 

d’occlusion sont entrecoupées de phase de reperfusion de 3 minutes. Il a été démontré 

depuis que l’injection en continu dans un microcathéter sans occlusion coronaire était 

comparable en termes de rétention et de bénéfice thérapeutique131.  

Le pourcentage de rétention intra-myocardique avec l’administration intra-coronaire 

semble être plus faible qu’avec les injections intra-myocardiques directes, néanmoins les 

différentes études ne sont pas unanimes132,133. De plus, la corrélation entre l’importance de 

la rétention et l’intensité de l’effet reste controversée. En revanche, cette voie est attractive 

dans le post-infarctus précoce en raison des signaux émis par cette zone qui vont avoir 

tendance à attirer les cellules injectées. Enfin, il convient de noter que dans le cadre du 
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traitement de pathologies myocardiques diffuses, l’injection intra-coronaire des trois 

vaisseaux coronaires peut être réalisée sans danger comme démontré dans un travail 

satellite de cette thèse131. 

4.2. Injection intra-myocardique par voie trans-endocardique 

L’injection par voie trans-endocardique est réalisée par voie endovasculaire grâce à 

un cathéter déflectable muni à son extrémité distale d’une aiguille creuse permettant 

d’injecter par un orifice situé à l’autre extrémité du cathéter. Avant de réaliser des 

injections, les zones à injecter sont repérées par la réalisation d’une cartographie exhaustive 

du ventricule gauche. Cette cartographie est réalisée au moyen d’un cathéter permettant 

d’enregistrer d’une part la dépolarisation myocardique (en uni- ou bipôlaire) et d’autre part 

le déplacement myocardique en systole, permettant ainsi d’identifier les zones saines, les 

zones infarcies et la zone bordante, cette dernière étant habituellement la zone choisie pour 

l’injection. En effet les injections dans la zone saine sont le plus souvent inutiles car trop 

éloignées des tissus lésé, et les injections en zone infarcie n’ont pas d’efficacité en raison 

d’une part du faible nombre de cellules restantes à « sauver » et d’autre part de 

l’environnement très hostile rendant encore plus délicate la survie des cellules injectées. Le 

système NOGA a été utilisé dans plusieurs études ces 15 dernières années133. La procédure 

est plutôt sûre malgré deux risques principaux qui sont la tamponnade par perforation 

ventriculaire gauche et le risque d’arythmie. Pour ces raisons la répétition de cette 

procédure est discutable. Concernant l’efficacité, le choix entre l’injection intra-coronaire ou 

l’injection intra-myocardique trans-endocardique reste actuellement une affaire de 

préférence et d’habitude des équipes. En effet les résultats des petites études réalisées sont 

contradictoires. Le faible nombre de patients traités jusqu’à présent, ainsi que les différents 

protocoles et types cellulaires testés rendent toutes comparaisons ou conclusions 

prématurées. A l’heure où les plus larges études de thérapie cellulaire incluent uniquement 

quelques centaines de patients, la question reste loin d’être résolue. 

4.3. Abord chirurgical 

L’injection des cellules au cours d’une chirurgie thoracique est un des premiers 

modes d’administration à avoir été utilisé en raison de son évidence. Initialement réalisée 
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par des injections disséminées dans ou autour de la zone à traiter, la délivrance et la survie 

des cellules ont été optimisées par la suite grâce à l’administration de biomatériaux. Ces 

techniques d’administration permettent une bonne survie des cellules mais leur utilisation 

est limitée par la nécessité d’une indication de chirurgie cardiaque, cette technique lourde 

ne pouvant être réalisée dans le cas contraire.  

4.4. Voie intra-veineuse cardiaque 

Certaines équipes ont injecté des cellules par voie rétrograde veineuse coronaire134. 

Cette technique se fait par la cathétérisation du sinus coronaire via un abord veineux. Les 

cellules sont injectées soit en flux libre, soit en hyperpression en occluant la veine en amont 

et en aval de l’injection. L’hyperpression permet théoriquement d’accroître l’extravasation 

des cellules à travers la paroi veineuse. Cependant ces procédés semblent en cours 

d’abandon, les résultats n’étant pas supérieurs à ceux des autres approches. 

4.5. Voie intra-veineuse périphérique 

 L’injection intra-veineuse périphérique a également été testée. Si certaines études 

récentes montrent une amélioration fonctionnelle135,136, d’autres décrivent une 

extravasation et une rétention intra-cardiaque quasi nulle, principalement à cause de la 

rétention pulmonaire137-139. 

5. Principaux résultats dans l’infarctus du myocarde et la cardiopathie ischémique  

Les données concernant les cardiosphères, cellules dérivées des cardiosphères et les 

autres thérapies cellulaires d’origine cardiaque  seront présentées dans un chapitre dédié. 

5.1. Infarctus du myocarde à la phase aiguë 

5.1.1. Cellules mononuclées de moelle osseuse  

La première observation d’une amélioration de la fonction ventriculaire gauche après 

l’administration précoce (105±29 heures) de cellules souches a été le fait de l’étude 

TOPCARE-MI publiée en 2002 qui a évaluée les effets de l’administration de cellules 
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mononuclées de moelle ou de cellules progénitrices circulantes140. Cette étude préliminaire 

incluant un faible nombre de patients (n=19) a montré que cette administration de cellules 

souches était associée à une amélioration de la fraction d’éjection avoisinant 10% par 

rapport aux patients contrôles (groupe de patients appariés) et une amélioration de la 

réserve coronaire. Ces résultats prometteurs ont entraîné la réalisation de l’étude BOOST 

(Bone Marrow Transfer to Enhance ST-Elevation Infarct Regeneration) qui a randomisé 60 

patients entre un traitement médical standard et l’administration de cellules souches 

mononuclées de moelle dans les jours suivant un infarctus revascularisé141. Dans le groupe 

recevant les cellules, la fraction d’éjection était significativement accrue à 6 mois mais cette 

amélioration n’était plus observée lors du suivi à long terme, sauf chez les patients les plus 

graves (très large infarctus ou dysfonction ventriculaire gauche avant traitement). Cette 

étude a été suivie par l’étude REPAIR-MI (Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and Infarct 

Remodeling in Acute Myocardial Infarction) qui a randomisé 37 patients entre une thérapie 

cellulaire par des cellules mononuclées de moelle ou un placebo142,143. Une amélioration plus 

importante de la fraction d’éjection était observée à 6 mois. Ces résultats favorables étaient 

préservés à 2 ans de suivi et étaient associés à une diminution du nombre 

d’évènements144,145. Comme dans l’étude BOOST, les patients les plus sévères semblaient 

bénéficier le plus de la thérapie cellulaire. Malgré ces résultats prometteurs, plusieurs 

études ultérieures n’ont pas retrouvé de bénéfice associé à l’utilisation des cellules souches 

mononuclées de moelle dans les suites d’un infarctus aigu. Si l’étude de Janssens et 

collaborateurs montrait un bénéfice sur la taille de l’infarctus et la perfusion myocardique 

malgré l’absence d’effet sur la fraction d’éjection145, plusieurs études, dont celle de Lunde et 

collaborateurs ayant inclus 100 patients, étaient totalement négatives146. De même, l’étude 

BONAMI réalisée en France par Roncalli et collaborateurs sur 101 patients était négative 

aussi bien sur les critères de fonction ventriculaire gauche que sur la taille d’infarctus147, tout 

comme les études TIME et Late-TIME ayant testé l’injection intra-coronaire de cellules 

mononuclées de moelle respectivement quelques jours et 2 à 3 semaines après un 

infarctus148,149.  Au final, le nombre d’études négatives avec les cellules mononuclées de 

moelle osseuse est supérieur à celui des études positives. 
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5.1.2. Cellules de moelle osseuse sélectionnées et cellules stromales 

mésenchymateuses 

Concernant les cellules de moelle sélectionnées, plusieurs études ont évalué la 

fraction de cellules CD34+. Tendera et collaborateurs ont étudié les effets de l’injection 

intra-coronaire de cellules CD34+ chez des patients en post-infarctus montrant une fraction 

d’éjection du ventricule gauche inférieure à 40%150. Ils n’ont observé aucune différence pour 

ce paramètre ou la survenue d’évènements entre les deux groupes. Plus récemment l’étude 

Preserve-AMI a randomisé 161 patients entre cellules CD34+ et placebo151. Le critère de 

jugement principal était la perfusion myocardique à 6 mois et aucune amélioration 

significative n’a été détectée. Cependant, après ajustement sur la durée d’ischémie, un effet 

dose dépendant de la thérapie cellulaire était observé sur la taille de l’infarctus et l’évolution 

de la fraction d’éjection. 

 La première étude ayant évalué les MSCs a été publiée en 2004 par Chen et 

collaborateurs152. Ils ont randomisé 69 patients entre injection intra-coronaire de MSCs et 

celle de sérum physiologique dans les 12 heures suivant un infarctus revascularisé et ont 

montré une augmentation significative de la fraction d’éjection à 3 et 6 mois (18% à 6 mois 

contre 5% chez les contrôles) qui était associée à une amélioration de la perfusion 

myocardique. Par la suite Hare et collaborateurs ont testé l’administration de MSCs par voie 

intra-veineuse en comparaison au placebo chez des patients ayant eu un infarctus du 

myocarde revascularisé avec succès153. L’administration des cellules était sans risque mais la 

fraction d’éjection n’était pas améliorée dans l’étude. Seules des analyses en sous-groupes 

portant uniquement sur les patients avec un infarctus antérieur permettait d’objectiver une 

amélioration de la fraction d’éjection. Ces deux études ont utilisé des MSCs dérivées de 

moelle osseuse. D’autres études ont utilisé des MSCs dérivées de tissus adipeux. Houtgraff 

et collaborateurs ont étudié la faisabilité de l’injection intra-coronaire de MSCs dérivées 

d’adipocytes dans les 24 heures suivant un infarctus antérieur revascularisé. Quatorze 

patients ont été randomisés entre les cellules et un placebo154. L’injection intra-coronaire a 

été bien tolérée par les 9 patients recevant les cellules. Par ailleurs, dans cette étude 

préliminaire de faisabilité, la taille de l’infarctus et la perfusion myocardique s’améliorait 

significativement chez les 9 patients traités par MSCs mais pas chez les 5 patients traités par 

placebo. Néanmoins, étant donné le très faible échantillon de cette étude, ces résultats sont 
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à prendre avec précautions, et une étude de plus grande ampleur est actuellement en cours 

(Advance study, NCT01216995). Plus récemment, Gao et collaborateurs ont évalué 

l’injection intra-coronaire de MSCs dérivés de sang de cordon ombilical155. Chez 116 patients 

randomisés en 1 :1, la fraction d’éjection et la perfusion myocardique étaient améliorées par 

la thérapie cellulaire à 4 mois de l’injection. Concernant la fraction d’éjection, le bénéfice 

était conservé jusqu’à 18 mois après traitement. 

Toutes ces études convergent pour donner un signal positif en faveur de la thérapie 

cellulaire par MSCs en post infarctus précoce. Il convient néanmoins de noter deux choses. 

Premièrement, toutes ces études sont des études préliminaires de phase II ayant inclus un 

faible nombre de malades et n’étudiant à aucun moment des critères cliniques dits « durs ». 

Elles n’étudient que des marqueurs pronostics ou mécanistiques tels que la fraction 

d’éjection ou la perfusion myocardique. Deuxièmement, toutes ces études ont inclus les 

patients précocement en post infarctus mais toujours au minimum 6 heures après la 

revascularisation. Les mécanismes mis en jeu dans ce contexte pourraient potentiellement 

n’être pas liés à la prévention des lésions d’ischémie reperfusion, mais plutôt à la prévention 

du remodelage inverse et à la myogenèse et angiogenèse.  

5.1.3. Infarctus constitué et insuffisance cardiaque post infarctus 

L’hypothèse initiale de « régénération myocardique » permise par les cellules 

injectées a fait de l’insuffisance cardiaque post-infarctus une indication de choix pour les 

études de thérapie cellulaires. 

 Les premières études ont utilisé les myoblastes squelettiques en raison de leur 

facilité d’obtention et des résultats pré-cliniques prometteurs. Néanmoins les résultats 

négatifs de la première grande étude randomisée ainsi que les effets pro-arythmogènes 

suspectés ont diminué l’enthousiasme concernant l’utilisation de ces cellules99. Plusieurs 

études ont par la suite été rassurantes concernant l’arythmogénicité de ces cellules mais 

aucune n’a mis en évidence de bénéfice associé à leur utilisation. 

Concernant les cellules issues de la moelle osseuse, une des premières études a été 

publiée par Perrin et collaborateurs qui ont inclus 21 patients recevant une injection trans-

endocardique de cellules mononuclées de moelle ou de placebo156. Il y avait chez les 
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patients traités par les cellules une amélioration de presque 10% de la fraction d’éjection 

comparé au placebo. Suite à ces résultats rassurants sur le plan de la sécurité et prometteurs 

sur l’efficacité, deux études plus larges ont été menées. Dans la première, Assmus et 

collaborateurs ont randomisé 92 patients présentant une cardiopathie dilatée post-

infarctus157. Ils ont reçu soit des cellules progénitrices circulantes, soit des cellules 

mononuclées de la moelle soit un placebo, par voie intra-coronaire. Les résultats ont mis en 

évidence une augmentation modeste mais significative de la fraction d’éjection après 

l’administration de cellules mononuclées de la moelle osseuse, amélioration qui n’était pas 

observée avec les cellules progénitrices circulantes ou le placebo. Cependant, ces résultats 

n’ont pas été confirmés par une deuxième étude publiée plusieurs années plus tard. En 

effet, l’étude FOCUS-CCTRN a randomisé 92 patients entre une thérapie cellulaire par des 

cellules mononuclées de la moelle et le placebo (2 :1) injectés par voie trans-

endocardique158. Les résultats à 6 mois n’ont montré aucune différence significative que ce 

soit sur le remodelage ventriculaire, la taille d’infarctus, la perfusion myocardique ou les 

symptômes. Plusieurs méta-analyses vinrent par la suite confirmer ces résultats en ne 

montrant pas de bénéfice sur la fraction d’éjection avec l’utilisation des cellules 

mononuclées de moelle comparées au placebo. 

 Plusieurs études ont également étudié les MSCs dérivés de moelle osseuse. En 2014, 

Heldman et collaborateurs ont comparé les effets de l’injection trans-endocardique de 

cellules mononuclées de la moelle, de MSCs et de placebo chez 59 patients159. La taille de 

l’infarctus, la cinétique segmentaire du ventricule gauche et le test de marche de 6 minutes 

étaient améliorés uniquement chez les patients ayant reçu des MSCs. En revanche, le taux 

d’évènement était le même dans les 3 groupes. Etant donné les bénéfices potentiels de la 

thérapie allogénique décrits précédemment, des MSCs autologues et allogéniques ont été 

comparées dans l’étude POSEIDON160. Ces deux types cellulaires ont été comparés chez 30 

patients (15 par groupe) sans groupe placebo. Les deux types cellulaires étaient associés à 

une diminution de la taille de l’infarctus mais seules les MSCs autologues amélioraient les 

symptômes. En 2014, Perrin et collaborateurs ont évalués les MSCs dérivés de tissus adipeux 

chez 27 patients (21 traités par cellules, 6 contrôles) ayant une cardiopathie dilatée post-

infarctus161. Dans cette étude, la tolérance à l’effort, la masse ventriculaire gauche mais pas 

la fraction d’éjection étaient améliorés après thérapie cellulaire. Récemment une des plus 
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larges études de thérapie cellulaire a été publiée. L’étude CHART-1 a testé des MSCs 

modifiées vers un phénotype cardiopoiétique162. Cent cinquante-sept patients ont reçu les 

cellules par voie trans-endocardique et ont été comparés à 158 contrôles randomisés. Cette 

étude était négative pour le critère de jugement principal qui était un critère composite 

incluant les évènements, la fraction d’éjection et des scores de symptômes.   

 Au total, ces nombreuses études permettent de dégager deux messages importants. 

Le premier est que l’administration de cellules souches, qu’elle soit réalisée par voie intra-

coronaire ou trans-endocardique semble être sans danger puisque plus de 1000 patients ont 

été traités jusqu’à présent sans évènement indésirable. Le deuxième est que les MSCs 

semblent être potentiellement plus prometteuses que les cellules mononuclées de la 

moelle.  

Une seule étude a évalué des cellules souches cardiaques autres que les CDCs chez 

des patients163. Les cellules injectées dans cette étude sont une population comprenant 

uniquement des cellules c-Kit positive purifiées. Vingt-trois patients ont été traités dans 

cette étude, 16 par cellules c-Kit+ et 7 par placebo. Tous ces patients ont bénéficié d’un 

pontage aorto-coronarien au cours duquel l’auricule droit a été prélevé pour obtention des 

cellules souches. Les cellules ont été mises en cultures puis la fraction c-kit+ isolée. Ces 

cellules ont ensuite été injectées par voie intra-coronaire environ 4 mois après le pontage. 

Les résultats de cette étude ont été très rassurants en termes de sécurité et prometteurs en 

termes d’efficacité avec une amélioration de la fraction d’éjection du ventricule gauche et 

une diminution de la taille de la cicatrice d’infarctus chez les patients traités par cellules 

souches mais pas chez les patients traités par placebo. De plus, sur un plan fonctionnel, la 

classe NYHA ainsi que le score de qualité de vie de l’insuffisance cardiaque étaient 

significativement améliorés par la thérapie cellulaire. 
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6. Cardiosphères et cellules dérivées des cardiosphères 

6.1. Historique 

La première description des cardiosphères date de 2004. Messina et collaborateurs 

ont montré que l’on pouvait isoler à partir de biopsies cardiaques une population cellulaire 

hétérogène, formée d’une part de cellules souches cardiaques exprimant c-kit et Sca-1 et, 

d’autre part, d’une population de cellules CD34+ et CD31+ correspondant possiblement à 

des cellules progénitrices endothéliales et d’une population exprimant les marqueurs de 

cellules mésenchymateuses CD90 et CD105164. Lorsque ces cellules sont mises en culture en 

suspension dans un milieu comprenant initialement du facteur de croissance des 

fibroblastes, du facteur de croissance épidermique, de la cardiotrophine-1, de la thrombine 

et du B27 comme substitut de sérum, elles s’organisent spontanément en groupements 

multicellulaires sphériques appelés cardiosphères. Ces sphères s’organisent autour des 

cellules c-kit, qui se situent au centre et dont la proportion augmente avec la durée de 

prolifération cellulaire, les autres cellules s’organisant en périphérie8,165. La population 

cellulaire monocouche obtenue après la mise en culture de ces cardiosphères sur un milieu 

adhérent (fibronectine) a été appelée cellules dérivées des cardiosphères (CDCs, 

cardiosphere derived cells). Il a été démontré que ces cellules ont des propriétés de 

clonogénicité, de renouvellement spontané et de muli-potentialité, rejoignant ainsi la 

définition de cellules souches. De plus la capacité de ces cellules à se différencier en 

cardiomyocytes a été montrée de plusieurs façons. Tout d’abord les marquages immuno-

histochimiques ont révélé l’expression de protéines spécifiques du sarcomère telles que la 

chaîne lourde de la myosine ou la troponine I166. Plus important, l’observation de 

cardiosphères battantes (ce qui n’avait été observé qu’avec les cellules embryonnaires) a 

achevé de démontrer la différenciation possible en cardiomyocytes164. 

6.2. Méthodes d’obtention et culture cellulaire  

Les cardiosphères et cellules dérivées des cardiosphères sont obtenues à partir de 

fragments cardiaques (Figure 5). Initialement, les premières cellules obtenues l’ont été à 

partir de fragments obtenus chirurgicalement, rendant très difficile l’application clinique de 

cette technique en thérapeutique autologue164. Une autre technique a donc été développée, 
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permettant d’obtenir les cellules à partir de biopsies ventriculaires droites réalisées par voie 

per-cutanée, de façon similaire à la réalisation des biopsies à visée diagnostique ou de suivi 

chez les patients transplantés cardiaques167. 

Une fois obtenues, ces fragments sont disséqués pour éliminer les gros fragments de 

tissu conjonctif puis hachés avant de subir une digestion enzymatique partielle par 

collagénase. Ces « explants » sont ensuite mis en culture dans des boîtes de cultures 

couvertes de fibronectine. Après plusieurs jours, on assiste à la formation d’une mono-

couche de cellules ressemblant à des cellules stromales, appelées cellules dérivées des 

explants. Arrivées à confluence, ces cellules sont collectées par digestion enzymatique à la 

trypsine puis mises en suspension dans des boîtes couvertes de poly-D lysine. Quelques jours 

après, les cellules s’organisent en cardiosphères. Ces cardiosphères sont récupérées alors 

que les cellules restant adhérentes à la poly-D lysine sont jetées. Ces cardiosphères sont 

ensuite mises en culture dans des boîtes couvertes de fibronectine pour donner naissance à 

une mono-couche de CDCs en quelques jours.  

 Initialement relativement complexes, les milieux de cultures utilisées pour cultiver 

ces cellules à chaque étape se sont simplifiés et uniformisés avec le temps. Actuellement le 

milieu utilisé est composée d’ « Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium » (Invitrogen, 

Carlsbad, California), associé à 20% de sérum de veau foetal, 1% de pénicilline ou 

streptomycine, 1% de L-glutamine et 0,1 mM de 2-mercaptoethanol. 

 

 

Figure 5 : Méthode d’isolement des cardiosphères et des CDCs 
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6.3. Etudes pré-cliniques impliquant les cardiosphères et cellules dérivées des 

cardiosphères 

6.3.1. Preuve de concept 

La première description de l’utilisation des CDCs dans un modèle animal a été faite 

par Smith et collaborateurs en 20078. Dans cette étude validant par ailleurs le protocole de 

production, ces CDCs ont été administrées chez des souris SCID en post infarctus immédiat. 

Ces souris étaient ensuite suivies pendant 20 jours. La fonction ventriculaire gauche était 

évaluée par échographie et la taille de l’infarctus par histologie. Outre la confirmation du 

phénotype des cardiosphères et des CDCs et de leur capacité à se différencier en 

cardiomyocytes dans des conditions particulières, cette étude a pour la première fois mis en 

évidence les possibilités d’amélioration de la fraction d’éjection et de réduction de la 

cicatrice d’infarctus liée à l’administration de CDCs. En effet, dans cette étude, les souris 

traitées avaient après 20 jours une fraction d’éjection à 42±3% contre 25±2% chez les souris 

contrôles. En parallèle, le pourcentage de zone viable au sein de l’infarctus était plus 

important chez les souris traitées par CDCs que chez les souris contrôle. Ces effets étaient 

liés aux propriétés propres des CDCs puisque qu’il existait également un groupe traité par 

des fibroblastes dont les résultats étaient superposables à ceux des souris contrôles.  

 Les résultats de cette étude ont motivé la mise en route d’une étude pré-clinique sur 

un modèle porcin (Figure 6)130. Cette étude publiée dans Circulation en 2009 par Johnston et 

collaborateurs avait plusieurs objectifs. D’une part optimiser le mode d’administration des 

CDCs et choisir la dose utilisée avant le transfert chez l’Homme, et d’autre part confirmer la 

preuve de concept obtenue chez la souris. Plusieurs informations ont été obtenues dans 

cette étude. Tout d’abord, il était nécessaire d’ajouter de l’héparine aux cellules avant leur 

injection intra-coronaire en raison d’une élévation de la troponine très importante en cas 

d’injection sans héparine. En ce qui concerne le choix de la dose, des doses croissantes de 

CDCs ont été administrées par voie intra-coronaire avec une quantification concomitante du 

nombre de cellules « greffées » dans le myocarde et de la  troponine pour évaluer le risque 

lié à l’injection. Il a été démontré qu’à partir de 25 millions de cellules, le risque d’infarctus 

lié à l’injection des cellules augmentait de façon importante et ce pour un bénéfice en 

termes de « greffe » limité. La greffe à long terme a également été étudiée et des cellules 

marquées ont été retrouvées 8 semaines après une injection de 10 millions de cellules. 
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Après avoir optimisé les conditions d’administration et démontré la capacité de « greffe » 

des cellules, une étude pré-clinique randomisée a été réalisée. Un infarctus a été créé chez 

des porcs puis, 4 semaines après, les animaux ont été randomisés pour recevoir le placebo 

ou 300000 CDCs/kg. Une IRM a été réalisée avant l’administration du traitement puis les 

animaux ont été suivi pendant 8 semaines et euthanasiés après la réalisation d’une 

deuxième IRM. Des courbes pressions volumes ont également été réalisées. Les résultats ont 

confirmé ceux obtenus chez le petit animal. Il n’existait une diminution significative de la 

taille de l’infarctus que chez les animaux traités par CDCs. De plus, la contraction et la 

relaxation ventriculaires mesurées respectivement par la dP/dtmax et la dP/dtmin étaient 

significativement plus importantes chez les animaux traités. Ces résultats ont conduit 

lancement de l’étude de Phase II CADUCEUS168.  

 

Figure 6 : Principaux résultats de l’étude de Jonhston et collaborateurs ayant étudié les CDCs 

dans l’infarctus constitué chez le porc. La taille de l’infarctus diminue chez les animaux traités 

par CDCs mais pas chez les animaux contrôles (panneau de gauche). La fonction ventriculaire 

gauche systolique s’améliore chez les animaux traités par CDCs mais pas chez les animaux 

contrôles (panneau de droite). D’après Johnston et collaborateurs130. 

 

6.3.2. Comparaison cardiosphère-CDCs 

Dans une perspective translationnelle, le développement des CDCs a été privilégié et 

ce pour plusieurs raisons. Tout d’abord, les CDCs sont de nature plus homogène et sont 

produites de façon plus reproductible que les cardiosphères. En effet, la variabilité de leur 

taille et très limitée comparativement aux cardiosphères. De plus, étant des cellules uniques, 

leur phénotypage, l’étude de leur viabilité et leur quantification sont nettement plus aisés. 

Par ailleurs, la voie intra-coronaire a été privilégiée et il a été présumé que les CDCs, de par 

leur taille inférieure, seraient plus simples et plus sûres à injecter par cette voie. 
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Néanmoins, plusieurs études réalisées sur des modèles animaux suggèrent que les 

cardiosphères pourraient être plus intéressantes à injecter. En effet, il a été démontré que 

les cardiosphères secrètent quantitativement plus de facteurs de croissance que les CDCs. 

Cela a été démontré pour de nombreux facteurs de croissances notamment VEGF, HGF et 

IGF 1, facteurs qui sont impliqués dans la survie cellulaire et la prolifération vasculaire8,165. 

De plus, l’expression des marqueurs de cellules souches (c-Kit, SOX2, Nanog) est plus 

importante à l’état de cardiosphère que de CDCs, tout comme l’expression des gènes 

impliqués dans le phénotype souche des cellules8,169,170. Enfin, les molécules d’adhésion et 

d’interaction avec la matrice extracellulaire sont secrétées en plus grand nombre par les 

cardiosphères que les CDCs165,170. Cette sécrétion plus importante a pour conséquence 

directe, une rétention plus importante des cardiosphères par rapport aux CDCs à 3 semaines 

(5 fois plus dans un modèle de rongeur). Cette rétention plus importante est également la 

conséquence de l’organisation tridimensionnelle pluri-cellulaire puisque lorsque les 

cardiosphères sont dissociées juste avant injection, leur rétention redevient faible et 

comparable à celle des CDCs165,169. D’un point de vue fonctionnel, les cardiosphères et les 

CDCs ont été comparées dans un modèle d’infarctus chez la souris. Les résultats ont 

confirmé les premiers résultats obtenus in-vitro. Ainsi, les cardiosphères permettent une 

augmentation plus importante de la fraction d’éjection après injection dans un modèle 

d’infarctus que les CDCs. En effet, l’augmentation relative de fraction d’éjection du 

ventricule gauche est de 30% avec les cardiosphères contre 10% avec les CDCs ou les 

cardiosphères dissociées165,169. Pour consolider la preuve de concept, les CDCs et les 

cardiosphères ont été comparées dans un modèle d’infarctus chez le porc171. Leur myocarde 

a été infarci, puis, 4-5 semaines plus tard, les animaux ont reçu des CDCs ou des 

cardiosphères via une injection intra-myocardique (20 injections au total réalisées à thorax 

ouvert). Les animaux ont ensuite été suivis pendant 8 semaines. Les résultats ont montré 

que les CDCs et les cardiosphères permettaient de prévenir la dégradation de la fraction 

d’éjection alors que le placebo ne le permettait pas. Là encore, plusieurs résultats 

suggéraient une efficacité plus importante des cardiosphères comparativement au CDCs. En 

effet, les volumes ventriculaires gauches étaient significativement mieux préservés avec le 

traitement par les cardiosphères. En parallèle, plusieurs indicateurs de fonction étaient 

améliorés de façon plus importante par les cardiosphères, tels que l’élastance et 

l’épaississement systolique du myocarde, aboutissant à une pression télé-diastolique moins 
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élevée dans le groupe traité par cardiosphères. Ces différentes études confirment la 

supériorité des cardiosphères par rapport aux CDCs mais avec, à l’heure actuelle un 

inconvénient majeur qui est la nécessité d’une injection par voie chirurgicale ne rendant pas 

éligibles aux cardiosphères tous les patients. 

Une étude a également testé l’injection via le système NOGA, confirmant la rétention 

plus importante des cardiosphères que des CDCs après injection mais avec des résultats plus 

décevants en termes de fonction ventriculaire gauche172. 

6.3.3. Comparaison CDCs, cardiosphères et autres types cellulaires 

Peu d’études ont comparé les différents types cellulaires entre eux jusqu’à présent. 

De plus une des critiques majeures concernant ce type d’étude est qu’elles ne sont en 

général pas réalisées par des laboratoires dits « neutres » rendant les résultats 

potentiellement discutables. En effet, la nécessité d’une expertise particulière pour chaque 

type cellulaire rend ces comparaisons difficiles à réaliser. Ces résultats méritent néanmoins 

d’être discutés. 

Neanmoins, au cours d’une étude, quatre types cellulaires (CDCs, MSCs dérivées de 

moelle osseuse, MSCs derivées de tissu adipeux et cellules mononuclées de moelle osseuse) 

ont été comparés, tout d’abord in vitro puis, in vivo173. Dans un premier temps, les cellules 

ont été comparées sur leurs capacités de sécrétion de facteurs de croissance 

potentiellement impliqués dans l’effet de ces cellules. Les secrétions d’angiopoietine 2, de 

βFGF, d’HGF, d’IGF-1, de SDF-1 et de VEGF ont été comparées. Si pour l’IGF-1 et 

l’angiopoietine 2, les MSCs dérivées d’adipocytes font presque aussi bien que les CDCs, les 

CDCs ont une sécrétion nettement plus importante que les autres types cellulaires pour tous 

les autres facteurs. Il convient de plus de noter que les cellules mononuclées de moelle ont 

des capacités sécrétrices très limitées, ceci pouvant en partie expliquer les résultats cliniques 

décevants avec ces cellules. Dans un second temps, les capacités de différenciation 

myogénique et de capacité d’angiogenèse des cellules ont été comparées. Pour ce faire, 

l’expression de troponine après 7 jours de culture d’une part, et la formation de tubes 

d’autre part ont été quantifiées. Encore une fois, si pour la formation de tubes, les MSCs 

dérivés de tissu adipeux (et à un moindre degré les MSCs dérivées de moelle osseuse) ont 

des résultats légèrement inférieurs à ceux des CDCs, en ce qui concerne la différentiation 
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myogénique mesurée par l’expression de troponine, celle-ci atteint quasiment 10% avec les 

CDCs alors qu’elle reste négligeable (<1%) avec les autres types cellulaires. Il convient à 

nouveau de noter les très mauvais résultats des cellules mononuclées de la moelle qui ne 

permettent pas la formation de tubes et ne présentent aucune différentiation myogénique. 

Ces types cellulaires ont ensuite été comparés in vivo en étant administrés chez des souris 

après un infarctus du myocarde. Tout d’abord la rétention et la différentiation des cellules 

ont été comparées par immunohistochimie et PCR. Bien que les niveaux soient faibles, le 

nombre de cellules humaines trouvées à 3 semaines chez ces souris est nettement plus 

important avec les CDCs qu’avec les autres types cellulaires, quelle que soit la méthode de 

quantification. La diminution d’apoptose in vivo a ensuite été comparée et a montré que si 

tous les types cellulaires diminuent l’apoptose des cardiomyocytes in vivo, cette diminution 

est encore une fois plus importante avec les CDCs. Enfin, les capacités des différentes 

cellules à diminuer la taille de l’infarctus et à augmenter la fraction d’éjection ont été 

comparées avec les mêmes résultats. Si tous les types cellulaires permettent une diminution 

de la taille de la zone infarcie, celle-ci est plus importante avec les CDCs et elle ne 

s’accompagne d’une augmentation significative de la fraction d’éjection du ventricule 

gauche qu’avec les CDCs. En conclusion, cette étude montre une supériorité biologique et 

fonctionnelle des CDCs comparées aux MSCs et aux cellules mononuclées de moelle. Il faut 

néanmoins noter que cette étude a été réalisée dans un laboratoire de référence dans 

l’utilisation des CDCs, ce paramètre pouvant être à l’origine d’un conflit d’intérêt. 

Les MSCs dérivées de moelle osseuse et les CDCs ont également été comparées dans 

un modèle de myocarde hibernant chez les porcs115. Ces deux types cellulaires ont été 

administrés par voie intra-coronaire et l’amélioration fonctionnelle ainsi que la formation de 

nouveaux vaisseaux et de cardiomyocytes ont été comparées. Les résultats ont montré un 

bénéfice fonctionnel similaire. De même, la genèse de nouveaux vaisseaux et la diminution 

de l’hypertrophie cardiomyocytaire étaient comparables. Seule la prolifération de 

cardiomyocytes était plus importante avec les CDCs, mais sans différence de nombre total 

de nouveaux cardiomyocytes in fine. Au total, cette étude réalisée en aveugle est plutôt en 

faveur d’une équivalence d’effet entre les MSCs et les CDCS.  

Une dernière étude a comparé les MSCs dérivées de la moelle osseuse à des cellules 

progénitrices cardiaques114. Il ne s’agissait pas de CDCs mais d’une fraction de cellules c-Kit 
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positive appelée Cardiac Stem Cells. L’objectif initial de cette étude était d’évaluer l’efficacité 

de l’association de MSCs et de cellules souches cardiaques, le rationnel étant que les 

interactions entre ces deux types cellulaires permettraient un bénéfice plus important que 

l’utilisation d’un seul des types cellulaires. Dans le cadre de cette étude, les MSCs, les 

cellules c-Kit+ et l’association des deux ont été comparées au placebo. Les résultats ont 

montré des résultats quasiment identiques pour les deux types cellulaires en termes de 

réduction de la taille de l’infarctus, de préservation des volumes et d’amélioration de la 

fraction éjection. Par ailleurs l’évaluation hémodynamique des performances systoliques 

mais aussi diastoliques du ventricule gauche montrait une amélioration équivalente dans les 

2 groupes. Il convient de noter que dans cette étude (injection chirurgicale trans-

épicardique) et dans une autre publication du même laboratoire (injection trans-

endocardique par NOGA)112, l’association des deux types cellulaires (MSCs et Cardiac Stem 

Cells c-Kit+) permettait une diminution plus importante de la taille de l’infarctus ainsi qu’une 

amélioration fonctionnelle plus conséquente.   

En résumé, peu d’études ont comparé les CDCs aux autres types cellulaires. Dans 

toutes les études réalisées, ces cellules ont été comparées aux MSCs, et, dans la grande 

majorité des cas, une équivalence dans les résultats obtenus avec chacun de ces types 

cellulaires.  

6.3.4.  Thérapie cellulaire allogénique et post-conditionnement cellulaire 

6.3.4.1. Thérapie cellulaire allogénique 

Les premières études de validation animale des CDCs et cardiosphères décrites 

précédemment l’ont été avec des cellules autologues. Or, comme détaillé auparavant, la 

thérapie cellulaire autologue expose à des variations importantes d’effet, liées à l’altération 

potentielle des capacités régénératives des cellules chez des patients âgés aux multiples 

comorbidités121. De plus, cette thérapie nécessite un délai avant injection lié à l’isolement, la 

culture et le conditionnement des cellules, avec le risque rare mais existant d’impossibilité 

d’expansion des cellules du patient. Enfin, en termes de translation et de contrainte 

réglementaire, la thérapie cellulaire autologue est nettement plus compliquée puisque 

toutes les étapes de contrôle doivent être réalisées pour chaque lot de cellules donc pour 

chaque patient traité. Ce n’est pas le cas de la thérapie cellulaire allogénique dans laquelle 
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une banque de cellules est réalisée,  permettant la production d’un grand nombre de lots 

thérapeutiques homogènes.  

Par conséquent plusieurs études ont testé la thérapie cellulaire allogénique avec les 

cardiosphères et les CDCs. Les deux premiers travaux ont étudié respectivement les CDCs et 

les cardiosphères dans un modèle de rat123,126. Les plans expérimentaux des 2 études sont 

quasiment similaires. Un infarctus a été réalisé chez des rats par une ligature permanente de 

l’artère inter ventriculaire antérieure. Les animaux ont ensuite été randomisés entre quatre 

types de traitement : un placebo, des cellules (CDCs ou cardiosphères) syngéniques (même 

race de rat) mimant la thérapie cellulaire autologue, des cellules allogéniques (race de rat 

différente) ou des cellules xénogéniques (cellules humaines). Les réactions immunitaires 

cellulaire et humorale ainsi que l’efficacité du traitement ont été évaluées. Les résultats des 

deux études sont similaires. Concernant l’efficacité de la thérapie cellulaire, le bénéfice sur la 

diminution de la taille d’infarctus et l’amélioration de fonction ventriculaire gauche est 

similaire avec les thérapies cellulaires allogénique et syngénique. En revanche, la thérapie 

cellulaire xénogénique n’a pas d’efficacité avec des tailles d’infarctus et une fonction 

ventriculaire gauche similaires au placebo. Concernant la sécurité, l’infiltration de cellules 

inflammatoires au site d’injection est identique chez les animaux traités par les thérapies 

cellulaires syngéniques et allogéniques alors qu’elle est significativement plus élevée chez les 

rats traités avec des cellules humaines. Parallèlement, la production de cytokines pro-

inflammatoires est également identique entre les groupes syngénique et allogénique et est 

encore une fois plus élevée dans le groupe xénogénique. Enfin, la prolifération 

lymphocytaire en présence des cellules injectées est de la même façon significativement plus 

importante chez les animaux traités par thérapie xenogénique que chez les animaux traités 

par thérapie allogénique ou syngénique. Au total, les résultats de ces deux études sont 

rassurants concernant la sécurité d’utilisation des cellules allogéniques. De plus, il semble 

que l’efficacité de cette thérapie soit équivalente à celle de la thérapie autologue.      

Ces résultats obtenus dans des modèles de rongeurs nécessitaient confirmation dans 

un modèle de gros animal. Cela a été réalisé dans deux études, l’une publiée par Malliaras et 

collaborateurs et ayant étudiée des CDCs et l’autre publiée par Yee et collaborateurs et 

ayant étudié des cardiosphères124,172. Dans ces deux études, les thérapies autologues et 

allogénique n’ont pas été directement comparées. Seule la comparaison des groupes 
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placebo vs thérapie allogénique a été réalisée. L’efficacité de la thérapie allogénique et la 

réaction immunitaire induite par ces approches ont été évaluées. Dans les deux cas, des 

modèles d’infarctus constitué chez le porc ont été utilisés et les animaux suivis pendant 8 

semaines après traitement. Il n’y a eu aucune apparition d’anticorps dirigés contre les 

cellules administrées chez les animaux traités dans les 2 études. En revanche, concernant 

l’infiltration cellulaire inflammatoire, une discrète infiltration lymphocytaire a été observée 

chez plusieurs animaux traités par les cellules allogéniques mais sans induire de dommage 

cardiomyocytaire. Concernant l’efficacité, le bénéfice obtenu sur la diminution de taille de 

l’infarctus et sur la préservation de la fonction ventriculaire gauche était au moins identique 

à ce qui est obtenu avec des thérapeutiques autologues. Ces résultats rassurants ont permis 

d’avancer dans deux axes de recherche, d’une part la mise en route d’une étude de phase II 

chez l’Homme évaluant la thérapie cellulaire allogénique, et d’autre part des études pré-

cliniques de thérapie cellulaire à la phase aiguë d’infarctus. 

6.3.4.2. Infarctus du myocarde à la phase aiguë et post-conditionnement 

cellulaire 

Comme décrit précédemment, la prévention et le traitement des lésions d’ischémie 

reperfusion est pour l’instant l’un des grands échecs de la recherche en cardiologie dans le 

cadre de l’infarctus. Le développement de la thérapie cellulaire allogénique a permis de 

tester la thérapie cellulaire dans cette indication.  

Concernant la thérapie par CDCs, les études pré-cliniques chez le porc et les études 

mécanistiques chez le rat ont été réalisées dans le même temps. Sur le plan de l’efficacité, 

les études ont été réalisées et publiées par Kanazawa et collaborateurs127,128. Un infarctus 

antérieur a été réalisé par une occlusion de l’artère coronaire intra-ventriculaire antérieure 

(IVA) pendant 1H30 chez des porcs. Puis le cœur a été reperfusé. Le traitement a été 

administré 30 minutes après le début de la reperfusion. Le rationnel pour un délai de 30 

minutes repose sur la nécessité en pratique clinique de réouvrir l’artère et de réaliser une 

angioplastie avant administration des cellules. Ces cellules (CDCs allogéniques) ont été 

injectées par voie intra-coronaire par la technique d’interruption de flux. Un groupe SHAM a 

également été réalisé pour être certain qu’un éventuel bénéfice observé n’était pas lié à du 

post-conditionnement ischémique. Les principaux critères évalués ont été la taille de 

l’infarctus et l’étendue de l’obstruction micro-vasculaire mesurées par histologie à 48 heures 
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de l’infarctus. Ces deux mesures ont été pour chaque animal indexées à la taille de la zone à 

risque. Les résultats ont été prometteurs puisque les ratios de la taille de l’infarctus et de 

l’obstruction micro-vasculaire sur la taille de la zone à risque étaient tous les deux 

significativement diminués d’environ 20% (diminution absolue) soit des diminutions relatives 

respectives de 25 et 30% 128. Cet effet cardioprotecteur a été nommé post-conditionnement 

cellulaire par les auteurs. Un des facteurs impliqués dans la diminution de la taille de 

l’infarctus et de l’obstruction microvasculaire était une diminution de l’apoptose 

cardiomyocytaire mise en évidence par marquage TUNEL. Par ailleurs, ce bénéfice persistait 

à long terme avec dans une deuxième étude ayant réalisé un suivi à 2 mois, la persistance 

d’une taille d’infarctus moins importante et d’une fraction d’éjection plus élevée127. 

Les mécanismes impliqués ont été étudiés séparément dans un modèle de rat174. La 

première information de cette étude est qu’un retard trop important du traitement par 

rapport à la reperfusion (120 minutes chez le rat dans cette étude) fait disparaitre cet effet 

cardioprotecteur. Concernant les mécanismes responsables de cet effet, la principale 

population cellulaire impliquée semble constituée de cellules inflammatoires et plus 

particulièrement les macrophages. En effet, l’infiltration macrophagique dans le myocarde à 

48 heures était nettement moins importante chez les rats traités par CDCs que chez les rats 

traités par le placebo. Par ailleurs, la déplétion macrophagique par le clodronate de sodium 

faisait disparaître l’effet cardioprotecteur des CDCs, indiquant de façon assez claire 

l’implication des macrophages dans cet effet cardioprotecteur. Le phénotype de ces 

macrophages a donc été étudié. Il a été mis en évidence que les macrophages des rats 

traités par CDCS et par placebo avaient des profils cytokiniques et d’expression génique 

totalement différents.  L’analyse plus précise de l’expression génique et de la synthèse 

protéique de ces macrophages « traités » par CDCs ainsi que leur comparaison aux 

traditionnels phénotypes M1 et M2 décrits a permis de montrer que ce phénotype appelé 

MCDCs n’était ni un phénotype M1 ni un phénotype M2. 

6.4. Etudes cliniques impliquant les cellules dérivées des cardiosphères  

La seule étude clinique ayant utilisé les CDCs et publiée jusqu’à présent est l’étude 

CADUCEUS (Figure 7)168,175. Dans cette étude de phase II, 31 patients (25 traités au final) ont 

été randomisés (2 :1) entre un traitement par CDCs autologues injectées par voie intra-
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coronaire et un placebo. Les critères de jugements principaux étaient essentiellement des 

critères de sécurité mais des critères de jugement visant à rechercher un signal d’efficacité 

étaient également inclus. Il n’y a eu aucune complication des biopsies endomyocardiques. En 

revanche, il y a eu 3 échecs d’obtention des cellules pour injection : une contamination 

bactérienne, une anomalie chromosomique et l’obtention d’un nombre de cellules 

insuffisants chez un patient. Il n’y a eu aucun évènement indésirable dans les 24 heures 

suivant l’administration. Le flux TIMI n’a pas été modifié par la perfusion et la troponine et 

les CPK n’ont pas augmenté. En termes d’efficacité, l’étendue de la zone infarcie a diminué 

significativement (à 6 mois et 12 mois) chez les patients ayant reçu des CDCs mais pas chez 

les patients traités par placebo. Parallèlement, la quantité de masse myocardique viable a 

augmenté chez ces patients comparativement aux patients contrôles. En termes de fonction 

ventriculaire gauche, une amélioration de la cinétique segmentaire était notée. Enfin on 

notait une tendance à l’augmentation de la distance parcourue lors du test de marche de 6 

minutes et du pic de VO2 max chez les patients traités par CDCs. Une analyse plus détaillée 

des données à 1 an a confirmé l’augmentation de masse viable et a surtout mis en évidence 

une corrélation entre l’importance de la diminution de la taille de la cicatrice d’infarctus et 

l’augmentation de la fraction d’éjection chez les patients traités par CDCs, cette corrélation 

n’existant pas chez les patients recevant de placebo. 
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Figure 7 : Principaux résultats de l’étude CADUCEUS. La taille de l’infarctus est 

diminuée chez les patients traités comparativement au placebo (A). Parallèlement, la masse 

de l’infarctus diminue également alors que la masse viable augmente (B). Chez les patients 

traités cette diminution de taille d’infarctus corrèle avec l’augmentation de masse viable (C) 

aboutissant à une fonction systolique améliorée chez ces patients (D, E et F). D’après 

Malliaras et collaborateurs175. 

 

Plusieurs autres études sont actuellement en cours de réalisation avec des thérapies 

allogéniques. Dans la cardiopathie ischémique, l’étude ALLSTAR étudie la même population 
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que l’étude CADUCEUS mais avec des cellules allogéniques. Quatorze patients ont été 

initialement inclus avec des résultats rassurants en termes de sécurité et une diminution de 

taille de la cicatrice d’infarctus semblant se confirmer. Cette étude a donc été étendue à une 

phase IIb incluant plusieurs centaines de patients. Dans les autres indications de thérapie 

cellulaire cardiaque (cf infra), 3 études sont en cours de réalisation ; l’une porte sur la 

cardiomyopathie dilatée non ischémique, la deuxième sur la cardiopathie associée à la 

maladie de Duchenne, et la troisième sur l’insuffisance cardiaque à fraction d’éjection 

préservée. Ces trois études ont en commun une thérapie par CDCs allogéniques injectées 

dans les 3 vaisseaux coronaires par perfusion sans interruption de flux.  

7. Résultats des études dans les autres indications de thérapie cellulaire 

Tout le développement pré-clinique et les études préliminaires humaines décrites 

précédemment concernent l’infarctus du myocarde, soit à sa phase aiguë, soit constitué 

dans le cadre de l’insuffisance cardiaque post-infarctus. Mais d’autres indications de 

thérapie cellulaire cardiaque sont à des stades de développement plus ou moins avancés. 

7.1. Cardiomyopathie dilatée non ischémique 

L’intérêt de la thérapie cellulaire a été évalué dans les cardiomyopathies dilatées non 

ischémiques. Après plusieurs études prometteuses sur des modèles de rongeurs176-178, ces 

thérapies ont été directement testées chez l’Homme en raison d’un accès limité aux modèles 

pré-cliniques de cardiomyopathie dilatée, les rares modèles étant des modèles canins, chers 

et difficile de mise en œuvre. De plus, la sécurité de la thérapie cellulaire par voie intra-

coronaire ou trans-endocardique ayant été démontrée dans la cardiopathie ischémique, les 

études pré-cliniques de sécurité étaient moins nécessaires. Ainsi plusieurs études sont en 

cours de réalisation ou ont été publiés récemment.  

Comme pour la cardiopathie ischémique, les cellules mononuclées de moelle osseuse 

ont été évaluées en premier. Ces cellules ont été évaluées dans au moins trois études dont 

les résultats sont concordants. Dans l’étude ABCD, 81 patients ont été randomisés entre 

thérapie cellulaire et placebo179. A 3 ans, la fraction d’éjection était améliorée de 5% dans le 

groupe traité alors qu’elle restait inchangée dans le groupe contrôle. En parallèle, les scores 
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de qualité de vie étaient également améliorés. Les études TOPCARE-DCM et Regenerate-

DCM ont confirmés ces résultats140,180. Ces deux études ont inclus respectivement 33 

patients (sans groupe contrôle) et 60 patients (répartis en 4 groupes en fonction de 

l’administration concomitante de G-CSF). Dans ces 2 études, la thérapie cellulaire était 

associée à une amélioration de la fraction d’éjection de 5% et 3% respectivement, ainsi 

qu’une amélioration du NT-pro-BNP et des symptômes.  En revanche, l’étude MiHeart study 

ayant randomisée 106 patients était négative181. 

Les cellules progénitrices circulantes ont également été évaluées dans une étude 

randomisée plus large avec des résultats très prometteurs. Vrtovec et collaborateurs ont 

randomisé 110 patients entre thérapie cellulaire par voie intra-coronaire et placebo, avec un 

suivi relativement long (5 ans)182. Dans cette étude, la thérapie cellulaire était associée à une 

augmentation de la fraction d’éjection, maximale à 3 ans (+8%), associée à une amélioration 

du test de marche de 6 minutes et une baisse du NT-proBNP. De plus, on observait dans 

cette étude une diminution significative de la mortalité liée principalement à une diminution 

de la mortalité par insuffisance cardiaque.  

Les MSCs ont quant à elles été évaluées dans peu d’études jusqu’à présent. L’étude 

POSEIDON-DCM a comparé l’administration trans-endocardique de MSCs autologues et 

allogéniques chez 37 patients. Le traitement allogénique permettait une augmentation 

significative de la fraction d’éjection de 8% ainsi qu’une amélioration significative également 

du test de marche, des scores de qualité de vie et une diminution du NT-proBNP183. Les 

améliorations observées avec la thérapie autologue n’étaient pas significatives. La deuxième 

étude ayant évalué les MSCs dans la cardiopathie dilatée a testé leur administration par voie 

intra-veineuse chez 22 malades (10 traités par MSCs, et 12 traités par placebo). Si une 

amélioration du test de marche et des scores de qualité de vie était observée, il n’existait 

aucune différence en termes de fraction d’éjection et de volume ventriculaire. Néanmoins, 

l’administration intra-veineuse rend difficile l’interprétation de ces résultats concernant 

l’efficacité des cellules utilisée étant donné les problèmes de ciblage et de rétention 

précédemment décrits avec cette approche.  

Enfin, les cellules souches cardiaques sont en cours d’évaluation dans l’étude 

DYNAMIC (phase 2) qui évalue l’administration des CDCs par injection dans les 3 vaisseaux 
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coronaires dans la cardiomyopathie dilatée. Les résultats préliminaires (14 patients) sont 

rassurants concernant l’efficacité et suggèrent une amélioration de la fraction d’éjection de 

16% associée à une amélioration fonctionnelle (test de marche et questionnaires de qualité 

de vie). 

7.2. Angor réfractaire 

 En raison des propriétés pro-angiogéniques des cellules souches et de leur capacité à 

améliorer la perfusion myocardique, la thérapie cellulaire a été testée chez les patients 

présentant un angor dit réfractaire. Ces patients présentent un angor résistant au traitement 

médical et sans possibilité de revascularisation en raison de lits d’aval des artères 

épicardiques très altérés, d’impossibilité technique, ou en raison d’anomalies de la 

microcirculation.  

Dans cette indication, seules les cellules souches médullaires ou circulantes ont été 

testées. Quatre études ont étudié les cellules mononuclées de la moelle injectées par voie 

trans-endocardiques (dans 3 de ces études)184-186, et une étude par voie veineuse rétrograde 

en cathétérisant le sinus coronaire187. Dans ces 4 études, l’injection de cellules mononuclées 

de moelle améliore la perfusion myocardique mesurée par scintigraphie et ceci est associé à 

une meilleure qualité de vie mesurée par des scores, par la classe d’angor et par le stade 

NYHA de dyspnée. Enfin il est également observé une amélioration de la tolérance à l’effort 

et une diminution du nombre de segment ischémique (études de van Ramshorst et 

collaborateurs186 et de Beeres et collaborateurs184).  

Plusieurs études ont étudié l’injection de cellules CD34+. Deux d’entre elles ont 

montré que la thérapie cellulaire était associée à une diminution des symptômes angineux et 

une amélioration de la perfusion respectivement après leur administration par voie trans-

endocardique chez 167 patients188 et intra-coronaire chez 112 patients189. En revanche, 

l’étude RENEW a été arrêtée par le promoteur pour des raisons stratégiques (économiques) 

après inclusion de 112 patients190. Ainsi, le nombre de patients prévus n’ayant pas été inclus, 

la puissance nécessaire pour montrer un effet n’était pas atteinte. 

Enfin, les études REGENT-VSEL et PROGENITOR ont utilisé des cellules CD133+ 

injectées par voie trans-endocardique sur un faible nombre de patients avec des résultats 
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différents191,192. Si l’étude PROGENITOR montrait une diminution des symptômes angineux 

et une amélioration de la perfusion191, l’étude REGENT-VSEL était négative pour tous les 

critères de jugement (perfusion, fonction ventriculaire gauche et symptômes)192. Une autre 

étude a également fait appel à l’injection de pro-mononcytes et montré une amélioration de 

la qualité de vie et des symptômes193. 

Deux meta-analyses ont récemment compilé la majorité de ces études avec pour 

résultats, un bénéfice de la thérapie cellulaire sur les symptômes angineux et la perfusion 

myocardique, mais également sur la survenue d’évènements cardiaques majeurs192,194. 

 

8. Mécanisme d’action 

8.1. Trans-différentiation des cellules injectées 

L’idée initiale de la thérapie cellulaire était que tous les types cellulaires décrits 

précédemment avaient des capacités plus ou moins marquées de différentiation en 

cardiomyocytes qu’elles allaient (après s’être ancré et multiplié dans le myocarde) se 

différencier en cardiomyocytes permettant ainsi une véritable « régénération » 

cardiaque195,196. Néanmoins, plusieurs arguments vont contre cette hypothèse. Tout 

d’abord, le potentiel de différentiation en cardiomyocytes est très controversé pour certains 

types cellulaires notamment pour les cellules de moelle osseuse et les cellules CD34+, 

certaines études décrivant cette différentiation comme possible197-199 alors que d’autres 

travaux réfutent cette possibilité182,200. Concernant les cellules souches cardiaques, une 

différentiation cardiomyocytaire est possible mais l’importance de cette différenciation n’est 

pas suffisamment importante pour expliquer le bénéfice observé123,201-203. Néanmoins ce 

paradigme pourrait être différent avec les cellules souches embryonnaires. En effet, dans un 

article publié dans Nature en 2014, Chong et collaborateurs ont montré que des 

cardiomyocytes dérivés de cellules souches embryonnaires humaines injectées par voie 

trans-épicardique quelques jours après un infarctus chez des singes étaient capables de 

« remusculariser » le cœur, par greffe et intégration dans le myocarde des cellules humaines 

injectées85. Néanmoins, les mécanismes sont ici différents puisque ce sont des 
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cardiomyocytes matures issus de ces cellules souches embryonnaires qui ont été 

directement injectés dans le myocarde.  

8.2. Action paracrine  

Plusieurs données ont fait suspecter un autre mécanisme à la trans-différentiation 

des cellules injectées. Tout d’abord, comme décrit précédemment, cette trans-

différentiation, si elle semble être possible, est beaucoup trop faible pour expliquer les 

modifications structurelles observées. De plus, il a été démontré que la survie des cellules 

après injection est très faible, de l’ordre de 5% à 24 heures après une d’injection intra-

coronaire de CDCs, et d’environ 15% lors d’une injection intra-myocardique, jusqu’à devenir 

quasi nulle quelques semaines après l’injection124,128,130,172. Or, le bénéfice clinique observé 

de cette thérapeutique se prolonge jusqu’à plusieurs mois après l’injection des cellules, 

rendant très peu plausible le fait que ce bénéfice soit lié à l’ancrage126,178, la multiplication 

puis la trans-différentiation des cellules. Enfin, en dehors des cardiomyocytes dérivés de 

cellules souches embryonnaires, les cellules injectées et les potentiels cardiomyocytes 

générés ne restaurent pas toujours une architecture normale du receveur204,205. 

En raison des capacités sécrétrices importantes des cellules souches in vitro, 

l’hypothèse d’un mode d’action paracrine a donc été émise206. En effet, il a été démontré 

que l’expression génique des MSCs comprend la transcription de nombreux gènes impliqués 

dans la résistance à l’apoptose, dans l’angiogenèse et dans le renouvellement de la matrice 

extracellulaire. De plus, la sécrétion protéique de ces cellules permet de relier les protéines 

correspondant à ces différents gènes207-215. L’étape suivante a été d’utiliser le milieu de 

culture dans lequel ont été cultivées les cellules et d’analyser ses propriétés. Ce milieu de 

culture conditionné a tout d’abord été utilisé in vitro. Il a été démontré qu’il était capable de 

protéger les cellules contre l’apoptose et de stimuler la formation de tubes vasculaires216. 

Ces différents résultats indiquent bien la présence de facteurs secrétés par les cellules 

souches. Ces milieux conditionnés ont ensuite été utilisées in vivo dans divers modèles 

animaux de rongeurs et de porcs202,213,214,216,217. On observe une diminution de l’apoptose 

mesurée dans la zone infarcie ainsi que dans les zones bordantes ainsi qu’une augmentation 

de la densité vasculaire. De plus, la prolifération cardiomyocytaire est significativement 

augmentée chez les animaux traités en comparaison aux animaux non traités. Enfin, 
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l’injection de ce seul milieu conditionné permet d’obtenir un bénéfice sur la taille de 

l’infarctus et la fonction ventriculaire gauche à la fois dans des modèles de rongeurs et de 

gros animal.  

Par ailleurs, les ARN messagers des principaux facteurs de croissances humains sont 

exprimés au site d’injection jusqu’à 3 semaines après traitement, et ce malgré l’absence de 

cellules humaines résiduelles après 3 semaines202. De plus, il a été confirmé que les CDCs et 

les MSCs augmentent l’angiogenèse et la prolifération des cardiomyocytes mais surtout que 

la grande majorité des vaisseaux et cardiomyocytes ainsi formés le sont à partir de cellules 

du receveur110,203,218. En effet la part de ces néo-vaisseaux et des néo-cardiomyocytes 

formée par les cellules injectées était autour à 10% du total de néo-vaisseaux et néo-

cardiomyocytes formés. Ces nouveaux cardiomyocytes formés le sont d’une part par la 

stimulation de la prolifération de cardiomyocytes matures, et d’autre part par le 

recrutement de cellules cardiaques progénitrices. 

Ainsi les cellules souches vont donc agir de façon paracrine sur plusieurs types 

cellulaires et il est maintenant acquis que les cellules injectées vont favoriser la réparation 

myocardique en agissant sur 6 processus (Figure 8) : 

- augmentation de la genèse de nouveaux cardiomyocytes : comme décrit 

précédemment, plusieurs études ont démontré la capacité des cellules souches 

(cardiaques ou mésenchymateuses) à stimuler la prolifération des cellules 

couches cardiaques endogènes mais également des cardiomyocytes matures. 

Cette stimulation se fait potentiellement via la sécrétion de facteur de croissance 

tels que l’hepatocyte growth factor et l’insulin growth factor 187,110,219-221. Ces 

facteurs de croissance vont induire la migration de cellules souches cardiaque 

puis leur prolifération et leur différentiation en cardiomyocytes et en structures 

vasculaires ; 

- induction de la néo-vascularisation : la plupart des cellules souches sont capables 

d’induire une néo-vascularisation grâce à la sécrétion de chimiokines (stromal cell 

derived factor 1) et de facteurs de croissance pro-angiogéniques (vascular 

endothelial growth factor, basic fibroblast growth factor, tissu growth factor β et 

angiopoietin 1 entre autres)211,222-224. Des cellules progénitrices endothéliales 
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recrutées au site ischémique vont également promouvoir la néo-angiogenèse par 

la prolifération de cellules endothéliales grâce à la sécrétion de NO synthase222. 

Cette néo-vascularisation sera particulièrement bénéfique dans le cas de l’angor 

réfractaire en rapport avec des occlusions coronaires chroniques et des 

pathologies de la micro-circulation ; 

- inhibition de l’apoptose105,206,225-228 ; 

- inhibition de l’hypertrophie cardiaque87,90,198,219,220,229,230 : cependant il est difficile 

de dire si cette diminution de l’hypertrophie est la conséquence de l’amélioration 

fonctionnelle cardiaque ou l’un de ses mécanismes ; 

- remodelage de la matrice extra-cellulaire : les cellules souches vont modifier la 

matrice extra-cellulaire de plusieurs façons30,91,96,231. Tout d’abord elles vont 

augmenter le renouvellement de la matrice extra-cellulaire par l’activation de 

certaines métalloprotéinases matricielles et de certains inhibiteurs tissulaires des 

métalloprotéinases (MMP2, MMP13, TIMP2) et l’inhibition d’autres (MMP9). Par 

ailleurs, les cellules souches vont inhiber la voie du TGF-β, diminuant par 

conséquent la prolifération des fibroblastes, leur différentiation en myo-

fibroblastes et la synthèse de collagène et donc au total, la fibrose cardiaque ; 

- inhibition de l’inflammation : les cellules souches vont être capables de moduler 

l’inflammation et la réponse immunitaire127,128,174,231. En effet, ces cellules 

lorsqu’injectées dans un milieu très inflammatoires, vont pouvoir diminuer 

l’infiltration locale de cellules inflammatoires (notamment de macrophages), de 

modifier le phénotype de ces cellules inflammatoires et enfin de diminuer de 

façon importante la production locale de cytokines pro-inflammatoires au profit 

de cytokines plus anti-inflammatoires174. Dans des modèles plus chroniques, cette 

diminution de l’inflammation est étroitement liée à la diminution de la fibrose 

puisque, la diminution de l’inflammation locale et du recrutement des monocytes 

entraine la diminution de la sécrétion de TGF-β et par conséquent une diminution 

de la fibrose30,231. 
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Figure 8 : Représentation schématique des différentes actions paracrines des cellules souches 
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8.3. Rôle des exosomes 

8.3.1. Définition, nomenclatures 

Les exosomes ont été définis à l’origine comme des particules formés d’une bicouche 

lipidique et libérées par les cellules. Cette définition a par la suite été modifiée pour 

incorporer un critère de taille (les vésicules de 20 nm à 150 nm) et la taille est devenue un 

critère majeur pour différencier les exosomes des autres particules et notamment des 

microvésicules232,233. Historiquement les exosomes avaient été nommés ainsi en fonction de 

leur origine ; ainsi, les exosomes secrétés par les cellules tumorales avaient été nommés 

oncosomes et ceux sécrétés par les cellules dendritiques avaient été appelés dexosomes. 

Cette terminologie avait abouti à une grande confusion avec au moins 20 termes différents 

décrivant des particules lipidiques libérées par des cellules sans tenir aucun compte de leur 

taille, de leur contenu ou de leur origine.  

Les vésicules extra-cellulaires ont donc été classées selon leur taille et leur origine. Les 

exosomes (diamètre 20-150 nm) sont des vésicules extra-cellulaires provenant des 

endosomes. Les microvésicules (diamètre 50-1000 nm) proviennent de l’évagination de la 

membrane plasmique de cellules lésées ou stimulées. Les apoptosomes (diamètre 50-5000) 

proviennent de fragments de cellules subissant une mort programmée. Par ailleurs, les 

analyses protéomiques ont permis d’identifier de nouveaux marqueurs permettant de 

classer plus précisément encore ces vésicules234. Ainsi, les vésicules extra-cellulaires sont 

sub-divisées en vésicules larges, moyennes et petites sédimentant respectivement à vitesse 

de centrifugation faible (2000g), intermédiaire (10000g) et haute (100000g), la dernière 

fraction étant celle contenant les exosomes. Les petites vésicules extra-cellulaires (<200nm) 

comprennent des exosomes mais également d’autres populations vésiculaires pouvant être 

divisées en : 1) exosomes enrichis en marqueurs d’exosomes (CD63, CD81 et CD9) et 

d’endosomes (syntenin-1, tumour susceptibility gene-101) ; 2) petites vésicules extra-

cellulaires négatives pour CD63 et CD 81 mais positive pour CD9 ; 3) petites vésicules 

extracellulaires négatives pour les 3 marqueurs précédents et 4) petites vésicules extra-

cellulaires porteuses de protéines de matrice extra-cellulaires ou de facteurs sériques. Il est 

important de noter que cette classification complexe est rarement utilisée, et qu’en pratique 
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quotidienne, il est difficile de différencier les exosomes des autres petites vésicules extra-

cellulaires. 

8.3.2. Biogénèse et sécrétion 

Les exosomes proviennent des endosomes qui naissent d’invaginations de la 

membrane plasmiques. Celles-ci vont fusionner avec des cargaisons triées dans le réticulum 

endoplasmique et l’appareil de golgi pour former des endosomes multivésiculaires ou corps 

multi-vésiculaires. Ceux-ci contiennent des vésicules intra-luminales, les exosomes qu’ils 

libèrent dans le milieu extra-cellulaire par fusion avec la membrane plasmique (Figure 9). Ces 

exosomes vont empaqueter une cargaison spécifique de la cellule qui les produit. Une fois 

libérés par la cellule pourront grâce à cette cargaison agir de façon paracrine ou endocrine. 

Le signal sera transmis par contact entre l’exosomes et la membrane cellulaire ou des 

récepteurs membranaires, par fusion avec la membrane ou par endocytose232,235. 

 

Figure 9 : Genèse et sécrétion des exosomes (Ibrahim et collaborateurs, 2016) (en rouge). 

Etape1 : Invagination de la membrane plasmique pour former un endosome. Etape 2 : 

« chargement » du contenu (protéines, ARN) par invagination dans l’endosome formant ainsi 

un endosome multivésiculaire. Etape 3 : maturation de l’endosome par acidification. Etape 4 : 

Fusion de l’endosome avec la membrane plasmique sous l’action de stimuli variés, 

permettant la libération extra-cellulaire des exosomes. D’après Ibrahim et collaborateurs232. 
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8.3.3. Composition des exosomes 

Les exosomes provenant de différents types cellulaires contiennent des lipides et des 

protéines membranaires différents, et leur contenu interne est spécifique de la cellule mère 

(Tableau 2). 

8.3.3.1. Lipidiques membranaires 

La composition lipidique des exosomes est différente de celle de la membrane 

plasmique. La membrane des exosomes est plus riche en cholestérol, céramides, 

phosphoglycérides et sphingolipides notamment, expliquant en partie la grande rigidité de 

cette membrane comparée à la membrane plasmique236-238. Certains de ces lipides sont 

impliqués dans le trafic des exosomes notamment durant leur synthèse, la reconnaissance 

de ces exosomes et leur internalisation. 

8.3.3.2. Protéines membranaires 

La majorité des protéines membranaires sont des protéines de transport et de fusion 

incluant notamment des tétraspanines (CD63, CD81 et CD9), des protéines (Hspa8, Hsp90), 

des GTPases (EEF1A1, EEF2) et des protéines endosomales. Les autres protéines présentes 

sont des protéines du cytosquelette, des protéines de signalisation métaboliques et de 

transport239,240. L’expression relative de toutes ces protéines dépend en grande partie de 

l’origine des exosomes. Il convient de noter que les protéines du complexe majeur 

d'histocompatibilité de type 1 sont présents sur tous les exosomes alors que celles du type 2 

ne sont présentes que sur les exosomes sécrétés par les cellules présentatrices d’antigènes. 

8.3.3.3. Contenu des exosomes 

Le contenu interne des exosomes est ce qui conditionne en grande partie leur 

spécificité. En effet, ce contenu est une véritable « signature » dépendant de la cellule mère 

et expliquant les propriétés d’exosomes sécrétés par un type cellulaire comparés à ceux 

provenant de cellules différentes. Ce contenu est composé pour l’essentiel de 2 éléments, 

des protéines et des ARN, notamment des ARN non codants. Concernant les protéines, les 

exosomes peuvent contenir des enzymes, des facteurs de transcription et des protéines 

structurelles239,240. Néanmoins, la principale source d’hétérogénéité de signalisation entre 

les différents exosomes semble être la grande variété d’ARN présents, comprenant non 

seulement des ARN messagers mais également toutes sortes d’ARN non codants et 
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notamment des micro-ARN et des ARN de transfert241-244. Etant donné qu’il a été démontré 

que les micro-ARN sont impliqués dans la régulation de nombreux processus biologiques, 

leur présence dans les exosomes confirme l’implication des exosomes dans la 

communication inter-cellulaire. Lors de l’interaction des exosomes avec la cellule réceptrice, 

ces ARN non codants seront capables de modifier le phénotype et l’expression génique de 

cette cellule cible, aboutissant à une grande variété d’effets possibles en fonction du type 

d’exosome. Les mécanismes de sélection des ARN lors de la biogénèse des exosomes sont 

encore mal connus. Il semble que la sélection des protéines implique des interactions avec 

CD63, Alix et d’autres protéines transmembranaires. De plus, des motifs spécifiques présents 

sur certains micro-ARN pourraient faciliter leur intégration dans les exosomes par des 

liaisons avec des protéines chaperonnes. Enfin, des modifications post-transcriptionnelles 

pourraient également être impliquées dans le tri des micro-ARN. Si ces mécanismes restent 

encore mal élucidés, il est important de noter que la spécificité du « cocktail » d’ARN 

contenu dans les exosomes est telle que ces derniers ont pu être utilisés à visée diagnostic 

ou pronostic dans certaines pathologies notamment tumorales.   

8.3.3.4. Méthode d’isolement 

La méthode de référence pour l’isolement des exosomes est la centrifugation. 

D’autres techniques ont émergé ces dernières années parmi lesquelles la filtration, la 

chromatographie et la séparation à l’aide de billes232. Les techniques de centrifugation ont 

également été modifiées dans certains protocoles avec l’ajout d’un composé lipidique 

permettant de précipiter les exosomes avant centrifugation. 

8.3.3.5. Rôle des exosomes en pathologie cardio-vasculaire 

L’implication des exosomes dans la propagation des maladies a précédemment été 

largement décrite dans les cancers où ils participent à la communication intra-cellulaire 

favorisant notamment la croissance tumorale, le recrutement de vaisseaux, la résistance à la 

chimiothérapie et la génèse de métastase245. Sur le plan cardio-vasculaire, la description de 

l’implication des exosomes est plus récente. Des exemples d’implications de certains 

exosomes dans des processus bénéfiques ou pathologiques sont montrés dans le tableau 2. 
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Tableau 2 : Exemples d’effets cardio-vasculaires des exosomes. D’après Barile et 

collaborateurs246. Références présentées :247-260  

 

Au cours du développement de différentes cardiopathies, les exosomes jouent un rôle 

pro-inflammatoire. Par exemple, dans le diabète de type 2, l’hyperglycémie altère la 

sécrétion d’exosomes par les cardiomyocytes, aboutissant à la sécrétion d’exosomes riches 

en miR-320, lequel va agir sur les cellules endothéliales et inhiber leur prolifération, leur 

migration et la formation de néo-vaisseaux260. Les exosomes sont également impliqués dans 

le remodelage cardiaque. En effet, sous l’action de différents stress (hypertension artérielle, 

ischémie, dysfonction valvulaire…), les cardiomyocytes vont s’hypertrophier. Cette réponse 

hypertrophique est liée à l’interaction entre les cardiomyocytes et les autres cellules 

cardiaques telles que les fibroblastes, les cellules inflammatoires et les cellules 

endothéliales. Le stress cellulaire va modifier la sécrétion des exosomes par les 

cardiomyocytes et stimuler la production d’exosomes contenant des facteurs pro-

inflammatoires et pro-apoptotiques (Hsp60 et TNF-α notamment)258,261,262. Cela va entraîner 

la mort des cardiomyocytes proches, provoquant une augmentation de l’inflammation de 
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proche en proche, et par un cercle vicieux, une augmentation de l’étendue de la fibrose. 

Enfin, les exosomes pourraient être impliqués dans l’arythmie. En effet, les exosomes 

sécrétés par les cardiomyocytes des patients coronariens mais également des rats souffrant 

d’une ischémie myocardique sont riches en miR-1 et miR-133263. Or ces deux micro-ARN 

modifient le potentiel d’action et la conduction cardiaque par action sur la protéine kinase 2 

Calcium/calmoduline dépendante264. 

Mais ces exosomes peuvent également avoir des effets bénéfiques. En effet, il a été 

démontré qu’une fraction du plasma riche en exosomes protège contre l’ischémie 

reperfusion. Hsp70 qui est exprimé à la surface des exosomes va se lier au toll-like récepteur 

4 présent à la surface des cardiomyocytes, déclenchant ainsi une cascade d’activation 

favorisant la survie des cardiomyocytes253. Lors du conditionnement ischémique, les 

exosomes sont probablement impliqués dans les effets cardioprotecteurs de cette approche. 

En effet, lorsque des coeurs de rats isolés sont soumis à des cycles d’ischémie reperfusion, ils 

sécrètent des exosomes dans le perfusat en plus grande quantité qu’en l’absence de 

stimulation ; lorsque ces exosomes sont injectés chez un receveur avant la réalisation d’un 

infarctus, ils exercent un effet cardioprotecteur comparable à celui du pré-conditionnement 

ischémique, lequel effet disparaît lorsque les vésicules extra-cellulaires sont supprimées du 

perfusat réinjecté265. Par ailleurs, il a été démontré que le post-conditionnement à distance 

augmente la présence du précurseur de miR-144 dans les exosomes et celle de miR-144 dans 

le myocarde. L’administration systémique de miR-144 réduit la taille de l’infarctus de façon 

comparable au post-conditionnement à distance, alors que l’ajout d’un oligonucléotide 

antisens de miR-144 abolit cet effet254. 

 

 

8.3.3.6. Rôle des exosomes dans la thérapie cellulaire 

Comme détaillé précédemment, le mode d’action principal des cellules souches est 

un mode d’action paracrine basé sur la communication intercellulaire. Etant donné le rôle 

important joué par les exosomes dans la communication inter-cellulaire, il a été émis 

l’hypothèse que les exosomes pourraient être des acteurs de l’action des cellules souches 

sur les cellules du receveur. En effet le milieu de culture des cellules, qui a montré être aussi 



77 
 

efficace que les cellules elles-mêmes, contient, outres des facteurs de croissance et des 

protéines, des exosomes sécrétés par ces cellules. 

 Dans ce contexte, les premiers exosomes à être étudiés ont été ceux sécrétés par les 

MSCs. En 2010, Lai et collaborateurs ont démontré que les MSCs dérivés de cellules 

embryonnaires produisent des exosomes de 50 à 100 nm. Ceux-ci, réduisent les lésions 

d’ischémie reperfusion dans un modèle de souris266. Le même groupe a par la suite 

démontré que ces exosomes diminuent le stress oxydant dans le cœur suite à l’ischémie 

reperfusion et permettent une préservation à long terme de la fonction et des volumes 

ventriculaires gauches267. Les propriétés anti-inflammatoires des exosomes sécrétés par les 

MSCs ont par la suite été démontrées dans d’autres pathologies comme l’hypertension 

artérielle pulmonaire ou l’ischémie reperfusion rénale268. Concomitamment, des travaux ont 

étudiés les exosomes sécrétés par les cellules hématopoïétiques. Sahoo et collaborateurs 

ont démontré que les cellules CD34+ sécrètent des vésicules exprimant les marqueurs 

traditionnels des exosomes tels que le CD63, la phosphatidylsérine et le TSG101269. Ces 

exosomes ont des propriétés pro-angiogéniques, non reproduites par les exosomes de 

cellules CD34-. Plusieurs micro-ARN (miR-126 et miR-130a) ont été identifiés comme 

participant à cet effet pro-angiogéniques270. Par ailleurs, Mackie et collaborateurs ont 

modifié génétiquement des cellules CD34+ pour surexprimer Sonic Hedgehog (SHH) un 

médiateur connu de l’angiogenèse. Les cellules obtenues avaient des propriétés pro-

angiogéniques plus importantes, liées à un enrichissement de leurs exosomes en SHH271. Au 

total, ces données suggèrent fortement que les propriétés pro-angiogéniques des cellules 

CD34+ sont liées au contenu des exosomes qu’elles sécrètent.  

Concernant les cellules souches cardiaques, une première étude publiée par Ibrahim et 

collaborateurs a démontré le rôle primordial des exosomes dans le mécanisme d’action de la 

thérapie cellulaire251. Les exosomes produits par les CDCs ont été isolés puis évalués in vitro 

puis in vivo. In vivo, ces exosomes sont capables de stimuler la synthèse de tubes vasculaires, 

de protéger les cellules contre l’apoptose et de stimuler la prolifération des cardiomyocytes 

néonataux, alors que les exosomes dérivés de fibroblastes utilisés comme contrôle ne le 

peuvent pas. Ces exosomes sécrétés par les CDCs ont ensuite été comparés in vivo à un 

contrôle (exosomes de fibroblastes). Administrés à la phase aiguë, les exosomes de CDCs 

diminuent la taille de l’infarctus et augmentent la masse viable à 30 jours, tout en 
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augmentant l’épaisseur myocardique de la zone infarcie comparativement aux exosomes de 

fibroblastes. Dans un modèle d’infarctus constitué, un bénéfice était également observé 

avec une amélioration absolue de 15% de la fraction d’éjection et une diminution relative de 

50% de la taille de la cicatrice d’infarctus, le tout étant associé à une augmentation de la 

densité vasculaire. Dans un deuxième temps, des CDCs ont été traitées avec une molécule 

inhibant la libération des exosomes (GW4869). Ces CDCs ne libérant pas d’exosomes perdent 

in vitro leurs propiétés anti-apoptotiques, et in vivo leur effet en post-infarctus. En effet, la 

diminution de la taille de la cicatrice et l’amélioration de la fraction d’éjection ne se 

produisent qu’avec les CDCs non traitées par GW4869, démontrant ainsi que les exosomes 

sont nécessaires à l’action des cellules CDCs. Ensuite, les micro-ARN exprimés dans les 

exosomes de CDCs ont été comparé à ceux des exosomes contrôles sécrétés par des 

fibroblastes. Plusieurs micro-ARNs sont sur- ou sous-exprimés dans les exosomes de CDCs 

par rapport aux exosomes de fibroblastes, le plus sur-exprimé étant miR-146a. Les auteurs 

se sont donc intéressés à ce microARN. Ils ont démontré que miR-146a est cardioprotecteur 

puisque sa suppression augmente la taille de l’infarctus et l’importance de la dysfonction 

ventriculaire gauche et que la réadministration d’un miR-146 recombinant permet de 

retrouver la taille d’infarctus et la dysfonction ventriculaire gauche des animaux contrôles. 

De plus, l’administration de miR-146a dans des modèles aigu et chronique d’infarctus 

permet de reproduire une partie du bénéfice des CDCs et de leurs exosomes. Dans un 

modèle aigu, miR-146a a les mêmes effets, avec une diminution de la taille de l’infarctus et 

un moindre remodelage inverse ; en revanche dans le modèle chronique, les effets de mi-

146a reproduisent de façon très incomplète les effets des CDCs puisque seule 

l’augmentation de la masse viable est observée sans augmentation significative de la fraction 

d’éjection. Ces dernières données suggèrent que les effets liés aux exosomes sont 

probablement liés à un cocktail d’ARNs non codants et pas seulement à un seul micro-ARN.   

La deuxième mise en évidence du rôle mécanistique des exosomes dans la thérapie 

cellulaire par les cellules souches cardiaques a été publiée dans le même temps qu’Ibrahim 

et collaborateurs et a utilisé des cellules progénitrices cardiaques obtenues à partir de 

l’auricule droit250. Barile et collaborateurs ont isolé les vésicules extra-cellulaires sécrétées 

par ces cellules et montré que la grande majorité de ces vésicules sont des exosomes sur des 

critères à la fois de taille et de marqueurs de surface, et que ces exosomes ont in vitro des 
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propriétés anti-apoptotiques et pro-angiogéniques. Ils ont ensuite démontré que ces 

exosomes sont internalisés par les cardiomyocytes lors de l’incubation de ces derniers avec 

les vésicules extra-cellulaires sécrétées par les cellules progénitrices cardiaques. Cette 

internalisation a pour conséquence l’augmentation importante de l’expression de plusieurs 

micro-ARN par les cardiomyocytes parmi lesquels  figurent miR-210 et miR-132. L’analyse 

des propriétés de ces 2 micro-ARN in vitro a permis de mettre en évidence leurs propriétés 

anti-apoptotiques et pro-angiogéniques, confirmant ainsi que les exosomes transportent des 

micro-ARN aux propriétés diverses. Les exosomes de ces cellules progénitrices cardiaques 

ont ensuite été évalués in vivo dans des modèles d’infarctus chez des rats. Il a ainsi été 

observé une amélioration de la fraction d’éjection et du remodelage inverse dans des 

proportions similaires à celle observée après administration des cellules elles-mêmes. De 

plus ces exosomes diminuent la taille de l’infarctus et augmentent la masse viable. Tous ces 

effets bénéfiques étaient associés à une augmentation de la densité vasculaire et une 

diminution de l’apoptose.  

En résumé, ces deux études montrent que : 1) les exosomes sont suffisants pour 

réeproduire le bénéfice observé avec les cellules souches ; 2) l’effet de la thérapie cellulaire 

est aboli lorsque la sécrétion des exosomes est inhibé ; 3) ces exosomes sont internalisés par 

les cellules receveuses et 4) ces exosomes sont porteurs de microARN dont les propriétés 

sont cohérentes avec les effets observés in vitro et in vivo. Il est donc très probable que les 

exosomes soient les principaux médiateurs de l’action des cellules souches. 
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OBJECTIFS DE LA THESE 

Comme décrit précédemment, les cellules souches d’origine cardiaques et 

notamment les CDCs semblent avoir des propriétés intéressantes en termes de réparation 

myocardique en post infarctus. Néanmoins, plusieurs questions se posent concernant ces 

cellules et notamment concernant leurs dérivés, les cardiosphères d’une part dont 

l’efficacité pourrait être supérieure à celle des cellules isolées, et les exosomes d’autre part, 

qui sont des matériaux acellulaires dont l’efficacité pourrait être superposable à celle de la 

thérapie cellulaire. Deux études ont donc été réalisées dans ce travail, évaluant 

respectivement les cardiosphères et les exosomes.  

Notre premier travail s’est intéressé à l’étude de l’effet des cardiosphères au cours de 

l’infarctus du myocarde. Les cardiosphères sont, comme décrit précédemment, des 

groupements tri-dimensionnels multi-cellulaires comprenant des cellules de plusieurs types. 

In vitro ces cardiosphères semblent avoir des propriétés sécrétrices et de survie, supérieures 

à celles des CDCs, ces propriétés étant directement liées à leur structure tridimensionnelle. 

De plus des études suggèrent que ces cardiosphères pourraient, in vivo, exercer des effets 

bénéfiques supérieurs aux CDCs, comme le montrent les résultats d’études réalisées  dans 

un modèle de rongeur et dans un modèle de gros animal utilisant l’administration au cours 

d’une chirurgie thoracique. Néanmoins, le développement et l’utilisation des cardiosphères 

ont jusqu’à présent été freinés par la nécessité théorique de leur d’administration par voie 

intra-myocardique, leur diamètre important rendant l’administration intra-coronaire 

potentiellement dangereuse alors que l’administration trans-endocardique pourrait exposer 

au risque d’accident vasculaire cérébral en cas d’embolisation de ces cardiosphères. 

Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que d’une part l’optimisation et la standardisation 

des conditions de culture des cardiosphères pourraient permettre d’homogénéiser et de 

limiter leur taille, et d’autre part que l’optimisation des conditions d’injection des 

cardiosphères ainsi générées pourraient autoriser une délivrance par voie intra-coronaire 

sans risque. Notre objectif a donc été d’évaluer le bénéfice de ces cardiosphères dans un 

modèle d’infarctus constitué. Outre l’évaluation pré-clinique des cardiosphères, cette étude 

a permis d’étudier la taille maximale et le nombre maximal de particules pouvant être 

injectées dans la circulation coronaire sans risque. 
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Notre deuxième travail s’est intéressé aux exosomes. Comme décrit précédemment, 

les exosomes ont un rôle majeur dans les effets de la thérapie cellulaire et des études 

préliminaires dans des modèles de rongeurs suggèrent que l’administration des exosomes 

seuls pourrait remplacer l’administration des cellules. Les exosomes pourraient avoir des 

avantages majeurs par rapport aux cellules. Le premier avantage est immunologique ; en 

effet, les exosomes sont des matériaux acellulaires et sont porteurs de moins de molécules 

HLA que les cellules. Cela pourrait permettre une réaction immunologique moindre dans le 

cas de la thérapie allogénique et d’envisager la répétition de leur administration. Le 

deuxième avantage est dans leur préparation. En effet, les exosomes sont des particules 

résistantes dont la conservation est probablement beaucoup plus aisée que celle des 

cellules. Ainsi les doses pourraient être facilement mobilisables (contrairement aux cellules 

qui sont conservée dans l’azote liquide) permettant ainsi d’en faire une utilisation rapide et 

non programmée. Enfin, la compréhension du rôle des exosomes dans les effets de la 

thérapie cellulaire pourrait amener à modifier du profil et de la composition des exosomes 

pour augmenter leur efficacité. Néanmoins, il convient d’abord de s’assurer 1) de la 

faisabilité de l’administration des exosomes par voie per-cutanée et, 2) de leur efficacité 

dans la cardioprotection et la prévention du remodelage inverse. Notre deuxième objectif a 

donc été d’évaluer dans deux modèles d’infarctus chez le porc (modèle aigu d’ischémie 

reperfusion et modèle d’infarctus constitué remodelant) la faisabilité et l’efficacité de 

l’administration des exosomes dérivés de CDCs.   
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PARTIE EXPERIMENTALE 
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CHAPITRE 4 : MATERIEL ET METHODES 

1. Culture cellulaire 

1.1. Isolation et cultures des CDCs 

Les CDCs ont été obtenues selon une technique maintenant largement décrite et validée 

dans plusieurs laboratoires à travers le monde (Figure 5)8. Des fragments de cœurs de porcs 

ou d’Homme sont coupés en petits fragments. Une digestion enzymatique est réalisée et les 

fragments restants mis en culture dans des boîtes recouvertes de fibronectine. Ces 

fragments donnent naissance à une population cellulaire adhérente appelée EDCs (explant 

derived cells).  Après 15 jours, les EDCs sont mises en culture en milieu non adhérent. 

Quelques jours plus tard, ces cellules s’organisent spontanément en groupement 

pluricellulaires tridimensionnels appelés cardiosphères. Celles-ci sont recueillies (à 72 

heures) puis mises en cultures sur de la fibronectine. Elles s’organisent alors en une couche 

monocellulaire de cellules appelées CDCs. 

1.2. Obtention des cardiosphères et optimisation des conditions de culture 

Toutes les expériences utilisant des cardiosphères ont été réalisées avec des 

cardiosphères secondaires de porcs. Celles-ci ont été obtenues par la mise en culture de 

CDCs au 5e passage dans un milieu non adhérent. Comme l’objectif était d’injecter ces 

cardiosphères par voie intra-coronaire, la taille maximale des cardiosphères synthétisées 

pouvait être un problème. En effet, des cardiosphères de taille trop importante pourraient 

être responsable d’une embolisation micro-vasculaire importante risquant de majorer les 

lésions ou de créer de nouvelles lésions ischémiques. 

Les conditions de culture des cardiosphères ont donc été optimisées dans le but d’obtenir un 

pourcentage minimal de cardiosphères de plus de 150 µm (risque d’obstruction 

microvasculaire sévère) et un pourcentage élevé de cardiosphères de plus de 50 µm (afin de 

limiter au maximum l’injection de cellules uniques). Dans ce but, nous avons comparé 5 

concentrations de mise en culture différentes (0,25M, 0,5M, 0,75M, 1M et 1,5M de CDCs 
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mises en culture) et 4 durées de culture (24h, 48h, 72h et 96h). La taille, le nombre et la 

distribution des cardiosphères obtenues pour chacune des 20 conditions de cultures ont été 

déterminés grâce à un compteur de particules. 

Enfin, avant administration in vivo, l’intégrité des cardiosphères après passage dans le 

cathéter d’injection a été vérifiée. Pour ce faire, les cardiosphères ont été analysées par 

compteur de particules avant et après leur passage dans le cathéter d’injection (Finecross, 

Terumo, Tokyo, Japan) afin de vérifier l’absence de d’altération ou de destruction des 

cardiosphères au moment l’injection. 

1.3. Isolement et caractérisation des exosomes  

Des CDCs humaines au 5e passage (provenant d’un unique donneur sain) ont été 

cultivées jusqu’à confluence dans un milieu de culture spécifique (IMDM, Iscove’s Modified 

Dulbecco’s Medium). Lorsque la confluence était atteinte, le milieu était ensuite privé de 

serum de veau fœtal afin de « stresser » les cellules (Figure 10). Après 15 jours, le milieu 

conditionné contenant les exosomes était collecté puis filtré à travers un filtre de 450nm afin 

d’éliminer les débris cellulaires. Les exosomes étaient ensuite isolés via une ultrafiltration au 

cours d’une centrifugation (Amicon Ultra, 100kDa molecular weight cut-off, Millipore) suivie 

d’une précipitation dans du poly-éthylène glycol (PEG) à 25%. Enfin, l’ensemble était 

centrifugé 30 minutes à 2000g et le culot contenant les exosomes était resupendu dans de 

l’IMDM pour injection (10mL pour l’injection intra-coronaire et 2mL pour l’injection intra-

myocardique). La concentration en protéine était mesurée par le test de Bradford et la 

suspension finale était analysée avec un système de comptage de nanoparticules (NTA, 

NanoSight Ltd., Amesbury, Wiltshire, United Kingdom) pour déterminer le nombre de 

particules et leur taille. Toutes les doses ont été déterminées et définies par la concentration 

en protéines.  
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Figure 10 : Isolation des exosomes sécrétés par les CDCs. (UFC : Ultra-filtration par 

centrifugation ; IMDM : Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium). 

 

2. Modèles animaux 

Toutes les expériences ont été réalisées chez des porcs miniatures (Yucatan) dans un 

laboratoire accrédité par l’American Association for Accreditation of Laboratory Animals. 

Après une induction par acepromazine (0.25 mg/kg), ketamine (20 mg/kg) et propofol (0.83 

mg/kg) la sédation a été entretenu par isoflurane à 1-3% et les animaux ont été ventilés 

pendant la procédure. L’analgésie a été assurée par administration de carprofen (4 mg/kg) et 

injection intra-musculaire de buprenorphine (0.1 mg/kg). Toutes les procédures intra-

vasculaires ont été réalisées sous héparine à dose adaptée pour obtenir un ACT>250. 

2.1. Modèle d’infarctus à sa phase aigu  

2.1.1. Création de l’infarctus 

Un modèle aigu d’infarctus a été réalisé pour étudier l’influence des dérivés 

cellulaires sur la taille de l’infarctus, les lésions de reperfusion et l’étendu de l’obstruction 

micro-vasculaire. Deux désilets de 8 et 10 F ont été introduits respectivement dans la 

carotide et la jugulaire interne. Le tronc commun a été canulé par une sonde d’angioplastie 

puis un guide a été avancé jusqu’à l’artère inter-ventriculaire antérieure (IVA) distale. 

L’infarctus a ensuite été réalisé par gonflement d’un ballon d’angioplastie dans l’IVA juste en 
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aval de la 1e diagonale. Après 90 minutes d’occlusion, le ballon a été dégonflé pour 

permettre la reperfusion. Juste après, une ventriculographie (incidence OAD 30) a été 

réalisée pour évaluer la fonction ventriculaire gauche. 

2.1.2. Euthanasie et recueil des critères de jugements 

Les animaux ont été euthanasiés 48 heures après la reperfusion. Un désilet de 8F a 

été introduit dans l’artère carotide afin de permettre la réalisation d’une ventriculographie 

et l’accès aux artères coronaires. Une thoracotomie latérale a ensuite été réalisée et un 

cathéter a été introduit dans l’oreillette gauche.  

Pour mettre en évidence les zones dites de « no-reflow », 50 mL de thioflavine T 

(solution à 2%, PBS) ont été injectés sur 1 minute dans l’oreillette gauche. Ensuite un ballon 

d’angioplastie a été gonflé au site de l’occlusion coronaire ayant induit l’infarctus pour 

permettre l’identification de la zone à risque. Une solution de violet de gentiane à 1.8% 

(avec 40mL de PBS et 10mL d’éthanol) a été injecté sur 1 minute dans l’oreillette gauche 

permettant de marquer tout le cœur en violet sauf la zone précédemment ischémique dite 

zone à risque (artère occluse) (Figure 12). 

Puis les animaux ont été euthanasiés par injection de thiopental et le cœur a été 

prélevé. Il a ensuite été sectionné en sections de 1cm d’épaisseur dont les 2 faces ont été 

photographiées sous une lampe à UV. Lors de la visualisation sous lampe à UV  la thioflavine 

apparaît fluorescente (Figure 12). Ainsi, les zones correctement perfusées recevant le la 

thioflavine apparaissent fluorescentes, alors que les zones d’obstruction micro-vasculaire qui 

ne sont pas perfusées ne reçoivent pas la thioflavine et apparaissent donc noires. Les 

sections ont ensuite été incubées pendant 15 min dans du chlorure de triphényltétrazolium 

(TTC) à 5% dans l’obscurité pour marquer la zone infarcie. Celle –ci apparaît blanche alors 

que les tissus sains apparaissent rouge brique (Figure 12). Les 2 faces de chaque tranche ont 

été photographiées en lumière blanche. Enfin, chaque section a été pesée puis les cœurs ont 

été conservés dans du formol à 10%. 
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Figure 11 : représentation schématique et photo représentative des aires à risque et 

non ischémique, de la zone infarcie et de la zone d’obstruction micro-vasculaire dite 

de  « no-reflow ». 

 

2.2. Modèle d’infarctus constitué 

Un modèle d’infarctus constitué a été réalisé afin d’évaluer l’action des dérivés 

cellulaires sur le remodelage inverse et l’évolution de la zone cicatricielle. 

Dans cette configuration, l’IVA a été occluse en aval de la première diagonale par un 

ballon d’angioplastie pendant deux heures et trente minutes selon la même procédure que 

précédemment décrite à la différence près que l’artère a été occluse pendant 2h30. Puis 

l’artère a été réouverte et les animaux réveillés. 

Quatre semaines plus tard, une IRM a été réalisée afin d’évaluer les caractéristiques 

de fonction ventriculaire gauche et de la fibrose cicatricielle. Puis les animaux ont été 

anesthésiés à nouveaux et le traitement a été administré.  

Quatre semaines plus tard, une nouvelle IRM a été réalisée, puis les animaux ont été 

euthanasiés. Les cœurs ont été prélevés et analysés comme décrit ci-dessus pour 
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l’identification et la quantification de la zone infarcie. Les cœurs ont ensuite été conservés 

dans du formol à 10% pour analyse histologique ultérieure. 

 

2.3. Méthodes d’administration des cardiosphères et exosomes 

2.3.1. Voie intra-coronaire 

 Les injections intra-coronaires ont été réalisées sans interruption de flux 

contrairement à ce qui avait été réalisé précédemment dans le laboratoire d’accueil. En effet 

nous avions démontré que l’interruption du flux n’était pas nécessaire à l’efficacité de la 

thérapie cellulaire ni à la rétention des cellules. Un microcathéter (Finecross, Terumo) a été 

avancé sous contrôle angiographique jusqu’en aval de la première diagonale puis le 

traitement a été administré par une perfusion continue lente (1mL/min). Les injections de 

dérivés cellulaires ont été précédées et suivies de purges de la ligne d’administration par du 

sérum physiologique hépariné. Le flux artériel a ensuite été contrôlé par l’injection de 

produit de contraste iodé. 

2.3.2. Injection intra-myocardique par voie épicardique  

 L’administration d’exosomes par injections intra-myocardiques (modèle à thorax 

ouvert) a été évaluée. Dans le modèle d’infarctus aigu, ces injections ont été réalisées par 

voie chirurgicale. Cette approche voie chirurgicale a été choisie par la nécessité d’un 

traitement rapide (30 minutes après après la reperfusion), ce délai ne laissant pas 

suffisamment de temps pour la réalisation d’une cartographie et d’injections à l’aide du 

système NOGA. 

 Pour ce modèle, une sternotomie médiane a été réalisée à la reperfusion. La zone 

infarcie a été repérée visuellement par sa pâleur et son induration, et 12 à 15 injections ont 

été réalisées par une aiguille de 25 gauges (Figure 12). Le thorax a ensuite été refermé et 

l’animal réveillé. 
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Figure 12 : Visualisation de la zone infarcie (délimitée par les pointillés) et injection intra-

myocardique par voie chirurgicale après sternotomie médiane 

 

2.3.3. Injection intra-myocardique trans-endocardique 

 Les injections intra-myocardiques ont été réalisées à l’aide du cathéter Myostar après 

avoir réalisé une cartographie électro-anatomique du ventricule gauche par le système de 

navigation intra-cardiaque NOGA (Biosense Webster, Inc., Diamond Bar, CA). Soixante-

quinze à 100 points ont été enregistrés dans le ventricule gauche afin d’obtenir une 

cartographie exhaustive et d’identifier la zone infarcie. Après l’obtention de cette 

cartographie, 10 à 15 injections ont été réalisées dans la zone péri-infarctus. Etant donné 

qu’une étude réalisée dans le laboratoire a montré que les seuils utilisés chez l’Homme 

aboutissaient à des injections trop éloignées de la zone infarcie, des seuils plus bas ont été 

utilisés pour définir la zone péri-infarctus ou bordante172. Cette zone a été définie par un 

voltage unipolaire compris entre 4 et 7 mV. Pour vérifier que ces seuils étaient adaptés, un 

animal a été injecté dans ces zones avec du violet de gentiane 4 semaines après la réalisation 

de l’infarctus et la localisation du colorant a été comparé à la localisation de l’infarctus. 
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3. Plan expérimental 

3.1. Evaluation des cardiosphères  

3.1.1. Evaluation de la dose maximale injectable  

 Après avoir optimisé les conditions de culture des cardiosphères, nous avons 

déterminé la dose maximale injectable de cardiosphères. Pour ce faire, des doses croissantes 

de cardiosphères ont été injectées chez des porcs  sains selon les conditions d’injection intra-

coronaire décrites précédemment. Toutes les doses ont été exprimées en nombre de 

cellules uniques utilisées pour la production des cardiosphères. Les animaux ont reçu 

12,5x106, 25x106 et 50X106 équivalents de cellules uniques soient respectivement environ 

3,25×105, 6,5×105, and 1,3×106 particules multicellulaires. La sécurité de l’injection a été 

évaluée par la survenue d’évènement indésirables pendant l’injection (arythmie, 

hypotension, dissection coronaire…), le score TIMI après injection, la fraction d’éjection du 

ventricule gauche mesurée par ventriculographie avant et après injection et l’élévation de la 

troponine I 24 heures après injection. 

3.1.2. Etude d’efficacité pré-clinique randomisée en double aveugle 

Le modèle d’infarctus constitué a été utilisé pour l’étude d’efficacité. Trois semaines 

après l’infarctus, les animaux ont été randomisés pour recevoir une injection de 

cardiosphères par voie intra-coronaire (50X106 équivalents de cellules uniques, 1,3×106 

particules multicellulaires) ou le placebo (PBS). La pression télédiastolique du ventricule 

gauche a été mesurée après l’injection et au sacrifice. Les animaux ont été euthanasiés 1 

mois après l’injection. Toutes les analyses ont été faites en aveugle du traitement. 
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3.2. Evaluation des effets de l’administration des exosomes 

3.2.1. Infarctus en phase aigu 

Un infarctus du myocarde a été créé chez 22 porcs comme précédemment décrit. 

Trente minutes après le début de la reperfusion, les animaux ont été randomisés pour 

recevoir des exosomes par voie intra-coronaire (15mg injecté pendant 30 minutes, n=6), une 

injection intra-myocardique d’exosomes (15 mg divisés en 10 injections, n=4, ou 7,5mg, n=5 

soit un total de n=9) ou une injection intra-coronaire de placébo (IMDM, n=7). En cours de 

protocole, la dose de 15 mg par voie intra-myocardique a été remplacée par 7,5 mg du fait 

d’une efficacité similaire (Figure 13). Un animal du groupe contrôle et un animal du groupe 

intra-coronaire sont décédés précocement et par conséquent 6/7 et 5/6 animaux ont été 

analysés au final. Les doses d’exosomes ont été déterminées à partir d’études antérieures 

réalisées sur des rongeurs. 

 

Figure 13 : Efficacité identique des doses de 15mg et 7.5mg d’exosomes administrées par 

voie intra-myocardique. Pour une même aire à risque (panneau de gauche), l’étendu du no-

reflow (panneau du milieu) et la taille de l’infarctus (panneau de droite) sont identiques. 

(AAR : aire à risque ; VG : ventricule gauche, NR : no-reflow ; IM : intra-myocardique ; XO : 

exosomes).   
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3.2.2. Evaluation de la rétention intra-cardiaque des exosomes 

Pour étudier l’extravasation et la rétention des exosomes avec les 2 méthodes 

d’administration, 2 animaux ont fait l’objet d’une occlusion coronaire de 90 minutes suivie 

de 30 minutes de reperfusion. Puis des doses identiques d’exosomes (7,5 mg de protéines) 

marqués avec un fluorochrome infra-rouge (Xenolight, PerkinElmer, Waltham, MA) ont été 

injectées par voie intra-coronaire chez un animal et par voie intra-myocardique chez un 

autre. Les animaux ont été euthanasiés 2h30 plus tard. Les cœurs ont été prélevés puis 

placés dans un système de bioluminescence (Xenogen IVIS spectrum, Caliper Life Sciences, 

Hopkinton, MA) pour détecter l’éventuelle présence d’exosomes marqués. Pour minimiser le 

risque de biais, les deux doses d’exosomes ont été issues de la même dose de 15mg séparée 

en 2 et les images des deux cœurs ont été réalisées en même temps pour avoir des 

paramètres d’intensité d’excitation et d’échelle identiques. 

3.2.3. Etude d’efficacité pré-clinique randomisée dans un modèle d’infarctus 

constitué 

Un infarctus a été créé chez 13 porcs par l’occlusion de IVA après la 1e diagonale 

pendant 2h30 comme décrit précédemment. Quatre semaines après, 12 animaux ont été 

randomisés entre un traitement par exosomes (7,5mg de protéines, n=6) ou le placebo 

(IMDM, n=6), administrés par voie intra-myocardique par le système NOGA. Les animaux ont 

été suivis pendant 1 mois supplémentaire puis ont été euthanasiés. Pour confirmer 

l’inefficacité de l’injection intra-coronaire d’exosomes, 4 animaux supplémentaires ont été 

traités par une injection intra-coronaire d’exosomes (7,5mg de protéines). Les animaux ont 

également été suivis 1 mois supplémentaire puis euthanasiés. 
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4. Imagerie par résonnance magnétique (IRM) 

Toutes les IRM ont été acquises sur une IRM 3 Tesla (Siemens MAGNETOM Verio, 

Erlangen, Germany). La masse de la cicatrice myocardique et sa taille (masse de la cicatrice / 

masse ventriculaire gauche), la masse viable (masse ventriculaire gauche – masse de la 

cicatrice), les volumes ventriculaires gauches, la fraction d’éjection ainsi que la cinétique et 

la perfusion segmentaire ont été analysées à l’aide du logiciel de traitement Cvi42 (Circle 

Cardiovascular Imaging Inc., Calgary, Canada). Toutes les analyses ont été réalisées en 

aveugle du traitement. Tous les volumes ont été indexés à la surface corporelle (SC) calculée 

selon la formule SC=0.121xpoids0.575.  

Des tranches de 6 mm ont été acquises en petit axe de la valve mitrale à l’apex. Les 

volumes et fonctions segmentaires et globales du ventricule gauche ont été analysés sur des 

acquisitions réalisées dans des conditions hémodynamiques stables, en apnée et 

synchronisées à l’ECG. Le volume d’éjection systolique a été calculé à partir des volumes 

ventriculaires et utilisé pour calculer le débit cardiaque selon la formule Qc=débit cardiaque 

x fréquence cardiaque. La cinétique segmentaire a été analysée par la mesure de 

l’épaississement télé-systolique et les résultats ont été donnés selon la segmentation à 17 

segments de l’AHA. La zone infarcie a été définie par la zone vascularisée par l’IVA en aval de 

la 1e diagonale soient les segments antéro-apical, septo-apical, antéro-septal moyen et 

antérieur moyen. La déformation circonférentielle globale a été calculée à l’aide d’un 

système de détection automatique de contour. 

La masse et la taille de la cicatrice d’infarctus ont été mesurées sur les séquences de 

rehaussement tardif acquises 8 min après une injection de gadolinium. La zone infarcie a été 

définie par la technique de largeur à mi-hauteur, c’est-à-dire en incluant tous les pixels ayant 

une intensité supérieure à 50% de l’intensité maximale. 

La perfusion myocardique a été mesurée sur les séquences de premier passage 

réalisées juste après l’injection de gadolinium. Trois coupes petit axe médio-ventriculaires 

ont été acquises tous les 2 à 4 battements. La pente d’augmentation de l’intensité dans tissu 

(correspondant à l’arrivée du gadolinium dans le tissu) a été mesurée puis indexée à 

l’intensité du signal de la cavité ventriculaire. Chaque coupe petit axe a été divisée en 6 
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segments et les segments infarcis ont été identifiées par comparaison à la coupe 

correspondante en rehaussement tardif. 

 

5. Mesure de réserve coronaire 

La réserve coronaire a été mesurée par la mesure du débit sanguin coronaire à l’état de base 

puis en hyperhémie maximale. Ces mesures ont été réalisées avant l’injection et avant 

l’euthanasie. Un guide intra-coronaire de doppler Flowwire® (Volcano Corporation, San 

Diego, CA, USA). Après injection de 0,2mg de trinitrine, le guide a été avancé dans l’IVA 

moyenne après la première diagonale. Le pic de vitesse a été mesuré à l’état de base puis en 

hyperhémie provoquée par l’injection intra-coronaire de 60µg d’adénosine. La réserve de 

flux coronaire a été calculée par le ratio de la vélocité maximale en hyperhémie par la 

vélocité à l’état de base (moyenne de 3 battements consécutifs). Deux mesures successives 

ont au minimum été réalisées pour chaque animal. 

 

6. Histologie  

 Des fragments des zones infarcies (2 lames par cœur), non infarcie (2 lames par 

cœur) et bordante (4 lames par cœur) ont été sectionnés puis inclus en paraffine. Les blocs 

obtenus ont été coupés en sections de 4µm d’épaisseur. La zone bordante a été définie 

comme la zone située à la limite entre la zone infarcie et la zone saine et contenant donc à la 

fois des zones viables et cicatricielles. La fibrose a été quantifiée initialement par une 

coloration trichrome de Masson puis la technique a été changée pour du rouge Sirius en 

raison d’un meilleur contraste. La réaction immunitaire a été quantifiée sur des lames 

colorées par coloration d’hématoxyline-éosine. L’infiltration cellulaire a été quantifiée selon 

la classification de l’International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT). Pour 

quantifier la densité vasculaire, des lames ont été marquées avec l’Isolectine B4 (Invitrogen 

I21411) et l’actine musculaire lisse α. Les artérioles ont été identifiées comme les vaisseaux 

positifs pour l’Isolectine B4 et l’actine musculaire lisse α alors que les capillaires ont été 
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identifiés comme les vaisseaux positifs uniquement pour l’Isolectine B4. Pour la surface 

transverse des cardiomyocytes, les lames ont été immunomarquées par l’agglutinine de 

germe de blé (Invitrogen) et l’actinine sarcomérique α (ab9465 Abcam). La surface 

transverse n’était mesurée que si les 3 critères suivants étaient présents : section complète, 

noyau visible au centre du cardiomyocyte et parois cellulaires intactes. L’apoptose, 

l’infiltration leucocytaire et la prolifération cellulaire ont été identifiées respectivement par 

les marquages TUNEL, CD45 et Ki67 respectivement, associés dans chaque cas aux 

marquages par l’agglutinine de germe de blé (Invitrogen) et l’actinine sarcomerique α 

(ab9465 Abcam). Des anticorps secondaires fluorescents conjugués ont été utilisés dans tous 

les cas (Molecular Probes) et toutes les lames ont été marquées au DAPI (Molecula probes). 

Toutes les lames ont été examinées au moyen d’un microscope confocal et analysées par 

Image J. 

 

7. Quantification de la réponse immunitaire 

Pour évaluer l‘intensité de la réponse immunitaire après l’injection de matériel allo- voire 

xénogénique, des prélèvements de serum ont été réalisés chez tous les animaux au moment 

du sacrifice. Des anticorps circulant IgG anti-donneur ont été recherchés par cytométrie de 

flux. Le témoin positif a été un porc injecté en sous cutané avec 190 millions de cellules 

mononuclées circulantes. 

 

8. Analyses statistiques 

 Les variables continues sont présentées dans les formats moyenne ± déviation 

standard dans le texte et moyenne ± erreur standard dans les figures. Pour les variables 

nominales, les valeurs absolues et les pourcentages sont indiqués. Les groupes indépendants 

ont été comparés par les tests non paramétriques de Mann-Whitney pour les comparaisons 

de 2 groupes et de Kruskal-Wallis pour les comparaisons de plus de 2 groupes. Les analyses 

pairées ont été réalisées par le test non paramétrique de rang de Wilcoxon. Les variables 
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nominales ont été comparées par le test du Chi2. Toutes les valeurs de P sont bilatérales et 

une valeur de P inférieure à 0,05 a été considérée comme significative. 

Basée sur les études précédentes, nous avons assumé que la différence de 

diminution de la masse de la cicatrice serait de 1,2 grammes (déviation standard à 0,65 

grammes) et que la différence de diminution de fraction d’éjection du ventricule gauche 

serait de 4% (déviation standard à 2%) dans les études d’infarctus remodelant. Pour mettre 

en évidence ces différences avec une puissance de 90% et un risque alpha de 5%, 6 animaux 

devaient être inclus dans chaque groupe. 
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CHAPITRE 5 : EVALUATION DES CARDIOSPHERES 

DANS UN MODELE D’INFARCTUS CONSTITUE 

Ce travail a fait l’objet de la publication suivante :  

Gallet R, Tseliou E, Dawkins J, Middleton R, Valle J, Angert D, Kreke M, Smith R, Marban L, 

Marban E. Intracoronary delivery of self-assembling heart-derived microtissues 

("cardiospheres") for prevention of adverse remodeling in a pig model of convalescent 

myocardial infarction. Circ Cardiovasc Interv. 2015 May;8(5) 

1. Contexte 

Des données préliminaires suggèrent que les cardiosphères pourraient être plus efficaces 

que les CDCs. Néanmoins, le développement et l’utilisation des cardiosphères ont jusqu’à 

présent été freinés par la nécessité (théorique) d’une administration par voie intra-

myocardique, leur diamètre important rendant l’administration intra-coronaire 

potentiellement dangereuse alors que l’administration trans-endocardique pourrait exposer 

au risque d’accident vasculaire cérébral en cas d’embolisation de ces cardiosphères. 

2. Objectifs 

Nous avons émis l’hypothèse que d’une part une optimisation et une standardisation des 

conditions de culture des cardiosphères pourraient permettre d’homogénéiser et de limiter 

leur taille, et d’autre part que l’optimisation des conditions d’injection des cardiosphères 

ainsi générées pourrait autoriser une délivrance par voie intra-coronaire sans risque, et ainsi 

d’évaluer le bénéfice de ces cardiosphères dans un modèle d’infarctus constitué. Outre 

l’évaluation pré-clinique des cardiosphères, cette étude devrait permettre d’étudier la taille 

maximale et le nombre maximal de particules pouvant être injectées dans la circulation 

coronaire sans risque. 
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3. Plan expérimental 

Le plan expérimental est présent sur la Figure 14. Une première étude a d’abord été 

réalisée afin de déterminer la dose maximale injectable de cardiosphères. Dans un deuxième 

temps, une étude randomisée en double aveugle contre placebo a été réalisée afin d’évaluer 

l’efficacité des cardiosphères injectées. Vingt-six animaux ont été utilisés pour ces études ; 7 

ont fait l’objet de l’étude complète de faisabilité et 14 de celle d’efficacité. Trois animaux 

sont morts, 2 après création de l’infarctus et 1 après injection de placebo. Deux animaux ont 

été exclus en raison de problèmes techniques durant la création de l’infarctus (1 

dégonflement du ballon entraînant un infarctus de mauvaise qualité et une dissection de 

l’IVA). 

 

Figure 14 : Schéma des études de dose et d’efficacité ayant évalué les cardiosphères. (CFR : 

Coronary flow reserve ; Csp : Cardiosphères) 
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4. Résultats 

4.1. Optimisation des conditions de culture des cardiosphères  

La Figure 15A résume le protocole expérimental. 

La Figure 15B illustre la distribution de la taille des cardiosphères avec différentes 

concentration de cellules et durées de culture. L’augmentation de la concentration cellulaire 

était associée à une plus grande proportion de cardiosphères dont la taille était supérieure à 

50 µm (Figure 15C), alors que l’augmentation du temps de culture engendrait une plus 

grande proportion de très grosses cardiosphères (>150µm, Figure 15D). Nous avons donc 

estimé qu’une forte concentration de cellules dans le milieu de culture (1,5×106 CDCs dans 

des boîtes de culture de 75 cm2, soit 20×103 CDCs/cm2) et  un temps de culture court (48 

heures) étaient probablement les conditions optimales de culture pour l’injection intra-

coronaire de cardiosphères. Des photos de ces cardiosphères de petite, moyenne et grande 

taille sont présentées en figure 15E. Le nombre et la taille des cardiosphères obtenus avec la 

mise en culture de 12,5x106 CDCs dans ces conditions sont illustrés dans la Figure 16A.  

Ces cardiosphères ont ensuite été injectées in vitro dans le cathéter d’administration afin 

d’estimer leur rétention/destruction lors du passage dans le cathéter (Figure 16B). Nous 

avons observé une diminution de 5±9% du nombre total de cardiosphères et de 10% environ 

pour les cardiosphères supérieures à 50µm (Figure 16C). Ainsi pour les études in vivo, nous 

avons décidé d’augmenter de 10% les doses injectées afin de compenser les pertes liées au 

cathéter. De façon favorable, nous avons observé que la perte liée au passage dans le 

cathéter augmentait de façon importante avec la taille des particules, atteignant environ 

70% pour les plus grosses particules (>150µm), apportant par conséquent une sécurité 

supplémentaire contre l’obstruction micro-vasculaire. 
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Figure 15 : (A) Représentation du protocole utilisé pour optimiser la taille de cardiosphère par 

optimisation des conditions de culture. (B) Taille des cardiosphères obtenues en fonction des 

conditions de cultures. L’augmentation de la densité de CDCs mises en culture augmente la 

proportion de cardiosphères > 50µm (C) alors que l’augmentation de la durée de culture 

augmente la proportion de cardiosphères > 150µm. Une densité de 1.5M/ boîte de 75cm² a 

été choisie (flèche rouge). (E) Représentation de petite, moyenne et très grosse 

cardiosphères. (CDC : cardiosphere derived cells)  
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Figure 16 : (A) Distribution de la taille des cardiosphères obtenues à partir de 12,5x106 CDCs 

cultivées selon les conditions de cultures choisies précédemment. (B) Schéma du protocole utilisé 

pour évaluer la perte de cardiosphères lors de l’injection dans le microcathéter. (C) Nombre de 

cardiosphères comptées avant et après injection à travers le microcathéter et (D) proportion 

perdue en fonction de la taille des cardiosphères. Les cardiosphères de petite taille sont très peu 

modifiées par l’injection dans le cathéter alors que les cardiosphères de très grosse taille (>150µm) 

diminuent de façon importante. (CDC : cardiosphere derived cells)  
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4.2. Faisabilité et sécurité de l’injection de cardiosphères 

Des doses croissantes de cardiosphères cultivées dans les conditions précédemment 

déterminées ont ensuite été injectées chez des porcs sains. Les porcs ont reçu 12,5x106 

(n=2), 25x106 (n=3) et 50x106 (n=2) équivalents de cellules uniques. Aucune arythmie n’a été 

observée. Après l’injection, le flux sanguin coronaire évalué par le score TIMI et la fraction 

d’éjection du ventricule gauche mesurée par ventriculographie n’étaient pas altérés (Figure 

17A et B). L’élévation de troponine 24 heures après l’injection était similaire entre les 3 

groupes (Figure 17C). Pour confirmer la sécurité, le cœur d’un des animaux injectés avec 

50x106 équivalents de cellules uniques a été prélevé à 24 heures et la présence d’un 

infarctus a été recherchée avec le TTC.  Aucune zone de nécrose n’a été observée, ni dans la 

zone injectée, ni dans les zones non injectées (Figure 17D). Nous avons donc choisi la dose la 

plus importante (50x106 équivalents de cellules uniques) pour l’étude d’efficacité pré-

clinique randomisée.  

La sécurité a ensuite été confirmée chez les animaux ayant eu un infarctus. Après 

l’administration des cardiosphères (50x106 équivalents de cellules uniques), aucune 

altération de la fraction d’éjection n’a été observée comparativement au groupe contrôle 

(Figure 17F) ; de plus les valeurs de troponine I et de créatine phospho-kinase étaient 

identiques dans les 2 groupes (Figure 17 G,H). Aucune altération du flux coronaire TIMI n’a 

été observée chez les animaux contrôles, alors que dans le groupe cardiosphères, le flux est 

passé de TIMI3 à TIMI2 chez 1 animal sur 7 (Figure 17E). Cette altération du flux était 

néanmoins très probablement liée à un spasme coronaire, et ce pour 3 raisons : (1) le flux 

coronaire s’est normalisé immédiatement après l’injection intra-coronaire de dérivés nitrés 

avec en parallèle, une dilatation du vaisseau épicardique ; (2) il n’y a pas eu d’altération de la 

fonction ventriculaire gauche et (3) il n’y a pas eu d’élévation de la troponine I. Ces 

considérations permettent d’exclure une altération du flux coronaire en rapport avec une 

micro-embolisation diffuse. Aucun autre évènement indésirable n’est survenu après 

l’injection des cardiosphères, alors que dans le groupe placebo, un porc est décédé 

d’hypotension artérielle sévère suivie d’un arrêt cardiaque. L’analyse de l’IRM de cet animal 

a mis en évidence une cicatrice d’infarctus très étendue intéressant les 2 ventricules, et 

associée à une dysfonction bi-ventriculaire sévère. Par conséquent, seuls 14 animaux ont été 

analysés au final.  
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Figure 17 : Après injection de doses croissantes de cardiosphères (12,5x106, 25x106 et 50x106 

équivalents de cellules uniques), il n’a pas été observé d’altération du flux TIMI (A) de la 

fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) (B) ni d’élévation significative de troponine (C). 

De plus l’analyse histologique du cœur d’un porc injecté avec 50x106 équivalents de cellules 

uniques n’a pas révélé de zone de nécrose myocardique (D). Chez les animaux infarcis, 

l’injection de 50x106 équivalents de cellules uniques a provoqué une altération du flux TIMI 

chez 1 animal (E), sans altération de la FEVG (F), ni élévation significative de la troponine I (G) 

ou des CPK (H). (FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche ; Csp : cardiosphères ; CK : 

creatine kinase).  
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4.3. Bénéfice de l’administration des cardiosphères  

Après avoir démontré la sécurité de l’injection intra-coronaire de 50x106 équivalents de 

cellules uniques, nous avons réalisé une étude pré-clinique, dans laquelle les animaux 

étaient randomisés en aveugle entre l’administration de cardiosphères (50x106 équivalents 

de cellules uniques, soient 1,3x106 cardiosphères) ou du placebo. Le diamètre moyen des 

cardiosphères injectées était de 45±23 µm et 30,2±6,8%, 3,4±1,8%, et 0,24±0,17% étaient de 

taille supérieure à 50 µm, 100µm et 150µm respectivement. La viabilité des cardiosphères 

injectées était de 92,1±3,9%.  

 

4.3.1. Préservation de la fonction ventriculaire gauche et diminution de la taille de 

l’infarctus 

La figure 18A illustre des exemples d’images IRM en télé-diastole et télé-systole chez 

un animal du groupe placebo et un animal du groupe cardiosphères.  Comme le montrent le 

tableau 3 et la figure 18A, l’importance de la lésion d’infarctus et la fraction d’éjection du 

ventricule gauche à l’état de base (4 semaines post-infarctus, avant traitement) était 

identique dans le 2 groupes. En revanche, un mois après traitement, la fraction d’éjection 

était préservée chez les animaux traités par cardiosphères (P=0,35 en analyse appariée intra-

groupe), alors qu’elle diminuait significativement chez les animaux contrôles (P=0,02 en 

analyse appariée intra-groupe, et P=0,004 entre les groupes). En parallèle, les volumes 

indexés télé-diastoliques et télé-diastoliques augmentaient significativement durant le suivi 

chez les animaux contrôles mais pas chez les animaux traités (Figure 18C). De façon 

cohérente avec la préservation de la fraction d’éjection, les animaux traités avaient une 

fonction segmentaire (mesurée par l’épaississement télé-systolique) de la zone infarcie mais 

également de la zone non infarcie, supérieure à celle des animaux contrôles (Figure 18D et 

E). 
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 Placebo Csp P 

VTDVG (mL) 75±9 79±11 0,28 

VTSVG (mL) 44±6 47±4 0,28 

FEVG (%) 41,4±2,3 40,2±2,6 0,28 

Masse nécrosée (g) 11,0±2,6 11,5±2,6 0,75 

Etendue nécrosée (%) 17,8±2,3 18,1±2,5 0,41 

Masse viable (g) 54,4±7,1 51,9±9,3 0,65 

Tableau 3 : Caractéristiques IRM des porcs avant traitement (3-4 semaines après 

infarctus). (Csp : cardiosphères. VTDVG : volume télé-diastolique du ventricule gauche ; 

VTSVG : volume télé-systolique du ventricule gauche ; FEVG : fraction d’éjection du ventricule 

gauche). 
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Figure 18 : (A) Images représentatives du ventricule gauche en télé-diastole et télé-

systole avant et après traitement chez un porc du groupe placebo et un porc du groupe 

Cardiosphères. La fraction d’éjection diminue dans le groupe contrôle mais reste inchangée 

dans le groupe cardiosphères (B) alors que les volumes sont supérieurs dans le groupe 

placebo (C). La fonction contractile segmentaire des zones infarcie (D) et non infarcie (E) 

s’améliore chez les animaux traités mais pas chez les contrôles. (Csp : cardiosphères ; 

VTDVG : volume télé-diastolique du ventricule gauche ; VTSVG : volume télé-systolique du 

ventricule gauche ; FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche). 
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L’analyse des séquences de rehaussement tardif (Figure 19A) a montré que la masse 

de la zone infarcie diminuait significativement chez les animaux traités par cardiosphères 

(P=0,02 en analyse appariée intra-groupe) mais pas chez les animaux traités par placebo 

(P=0,18 en analyse appariée intra-groupe, et P=0.002 entre les groupes), et ce, malgré des 

masse d’infarctus similaires avant traitement (Figure 19B). De manière cohérente, la 

diminution de la taille de l’infarctus (masse de l’infarctus/masse VG) était significativement 

plus importante dans le groupe traité que dans le groupe contrôle (Figure 19C). En plus de la 

diminution de la zone infarcie, nous avons observé une tendance assez forte en faveur d’une 

augmentation de la masse viable chez les animaux traités par cardiosphères bien que non 

significative (Figure 19D). Il avait été précédemment démontré que l’augmentation de la 

masse viable est généralement décalée par rapport à la diminution de masse infarcie et est 

généralement mise en évidence lors de suivis plus longs, raison pouvant expliquer la non 

significativité de l’augmentation de masse viable à 1 mois de suivi. 

 

Figure 19 : Image représentative de séquence de rehaussement tardif montrant la cicatrice 

d’infarctus avant et après traitement chez un porc du groupe placebo et un porc du groupe 

cardiosphères. Variation de la masse nécrosée (B), de l’étendue de la nécrose (C) et de la 

masse viable (D). (Csp : cardiosphères)  
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4.3.2. Amélioration de la perfusion myocardique 

La perfusion myocardique a été évaluée par la mesure de la réserve de flux coronaire 

dans l’IVA et par l’analyse des séquences IRM de premier passage pour quantifier la 

perfusion dans la zone infarcie. Les mesures ont été réalisées en pré-traitement 

(respectivement lors de l’angiographie pré-injection et à partir de l’IRM pré-traitement) et à 

1 mois post-traitement. La valeur de la réserve coronaire était plus importante à 1 mois 

post-traitement chez les animaux du groupe cardiosphères que chez les animaux du groupe 

contrôle alors qu’elles étaient similaires avant traitement (Figure 20A). De la même façon, 

l’analyse des séquences IRM de premier passage a montré une augmentation significative de 

la perfusion myocardique à 1 mois chez les animaux traités mais pas chez les contrôles 

(P=0,02 en analyse appariée intra-groupe dans le groupe cardiosphère contre P=0,18 dans le 

groupe contrôle, et P=0,13 pour la comparaison entre groupes, Figure 20B). 

 

 

Figure 20 : (A) Variation de la réserve coronaire. La réserve coronaire est significativement 

plus élevée après traitement chez les animaux traités par cardiosphères que chez les animaux 

contrôles. (B) Variation de la perfusion myocardique mesurée en IRM (séquences de premier 

passage). La perfusion myocardique augmente significativement chez les animaux traités 

mais pas chez les contrôles. (CFR : Coronary flow reserve ; IRM : Imagerie par résonnance 

magnétique ; Csp : cardiosphères). 
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4.3.3. Modification histologique : fibrose, densité vasculaire et architecture 

myocardique 

Les résultats fonctionnels décrits précédemment suggèrent une amélioration de la 

perfusion myocardique associée à l’administration de cardiosphères. Ces résultats ont été 

confirmés par les analyses histologiques. En effet, la densité artériolaire (vaisseaux positifs 

pour l’Isolectine et l’α-actine du muscle lisse) était deux fois plus importante dans les zones 

infarcies et bordantes chez les animaux traités par cardiosphères comparés aux contrôles 

(Figure 21A), mais similaire dans la zone non infarcie (Figure 21B). De la même façon, la 

densité capillaire était également plus importante dans la zone péri-infarctus, mais pas dans 

la zone non infarcie (Figure 21C).

 

 

Figure 21 : (A) Images représentatives de la densité vasculaire évaluée par histologie chez un 

animal recevant des cardiosphères et un animal contrôle (zone bordante). (B) Densité 

vasculaire dans les zones infarcie, bordante et non infarcie. (C) Densité capillaire dans la zone 

peri-infarctus et la zone non-infarcie. 
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Pour confirmer histologiquement la diminution de la taille de la cicatrice d’infarctus 

observée en IRM, la transmuralité de la cicatrice a été mesurée avec une coloration 

trichrome de Masson. Puis, le contenu en collagène des zones infarcies, non infarcies et 

bordantes a été quantifiée en utilisant du rouge Sirius (en raison du meilleur contraste 

obtenu avec cette coloration pour la quantification de la fibrose des zones bordantes et non 

infarcie par rapport à la coloration trichrome de Masson, Figure22A1-A4). La transmuralité 

de la cicatrice était moins importante chez les porcs traités par rapport aux porcs contrôles 

(Figure 22B). En parallèle, la quantité de collagène présente était moindre chez les animaux 

traités par cardiosphères et ce, dans les zones infarcies et bordantes, mais également dans 

les zones non infarcies (Figure 22C-E). Ces différences de contenu en collagène n’étaient pas 

liées à une hypertrophie cardiomyocytaire compensatrice ; en effet, la surface transverse 

des cardiomyocytes était identique dans les 2 groupes (Figure 23).  
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Figure 22 : (A) Coloration de la zone infarcie au rouge Sirius (1) et au trichrome de Masson 

(2), et de la zone bordante (3) et de la zone non infarcie (4) au rouge Sirius chez un animal 

contrôle et un animal traité pas cardiosphères. (B) Transmuralité de l’infarctus et contenu en 

collagène des zones infarcie (C), bordante (D) et non infarcie (E). (Csp : cardiosphères) 
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Figure 23 : Images représentatives servant à mesurer la surface transverse des 

cardiomyocytes (A). Surface transverse des cardiomyocytes dans les zones infarcie (B), 

bordante (C) et non-infarcie (D).   
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4.3.4. Amélioration hémodynamique 

Nous avons voulu déterminer si les améliorations fonctionnelles et architecturales 

observées étaient associées à une amélioration hémodynamique. Pour ce faire, nous avons 

mesuré la pression télédiastolique du ventricule gauche (PTDVG) et calculé le débit 

cardiaque. Avant traitement, la PTDVG et le débit cardiaque étaient similaires chez les deux 

groupes d’animaux. A un mois post-traitement, la PTDVG diminuait significativement chez 

les animaux traités par cardiosphères mais pas chez les animaux traités par placebo, alors 

que, le débit cardiaque augmentait uniquement chez les animaux du groupe cardiosphères 

(Figure 24). Nous n’avons observé aucune différence en termes de pression artérielle 

systolique, diastolique ou de fréquence cardiaque qui pourrait avoir été un facteur 

confondant de ces mesures (Tableau 4). 

 

Figure 24 : Variations relatives du débit cardiaque (QC, en abscisse) et de la pression télé-

diastolique du ventricule gauche (PTDVG, en ordonnée) dans les groupes Placebo et 

Cardiosphères. L’administration de cardiosphères entraîne une diminution de la PTDVG et 

une augmentation du débit cardiaque mais pas le placebo. 
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Tableau 4 : Caractéristiques hémodynamiques des animaux traités et contrôles avant 

traitement et 1 mois après traitement. (PTDVG : pression télé-diastolique du ventricule 

gauche ; QC : débit cardiaque ; PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pressions artérielle 

diastolique ; FC : fréquence cardiaque). 

 

4.4. Sécurité immunologique de l’administration de cardiosphères allogéniques : 

infiltration cellulaire et allo-anticorps 

L’analyse histologique a mis en évidence une infiltration lymphocytaire plus importante 

dans les zones infarcies et bordantes chez les animaux traités par les cardiosphères (5/7 

contre 0/7, P=0,02). Néanmoins, aucune zone contenant des cardiomyocytes endommagés 

par la réponse immunitaire n’était observable, de sorte qu’aucun animal n’avait de réaction 

supérieure au grade 1 de l’ISHLT (Figure 25A). Concernant les anticorps, leur concentration 

étaient légèrement supérieurs à ceux observés chez les animaux traités par des 

cardiosphères. Cependant les niveaux atteints étaient très bas et très inférieurs au contrôle 

positif, rendant la signification de cette observation incertaine (Figure 25B). 
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Figure 25 : (A) Infiltration cellulaire dans les zones infarcie, bordante et non infarcie : 

l’administration de cardiosphères cause une discrète réaction immunitaire tissulaire mais 

sans dommage cardiomyocytaire (grade ISHLT<2). (B) Quantification des allo-anticorps par 

cytométrie de flux ; une légère augmentation des allo-anticorps est observée chez les 

animaux traités par cardiosphères comparés aux animaux contrôles (courbe bleue) ; 

néanmoins ces valeurs sont nettement inférieures à celle du contrôle positif (courbe rouge).  
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5. Commentaires 

Dans cette première partie, nous avons donc étudié la faisabilité et l’efficacité de 

l’injection de cardiosphères dont la taille avait été optimisée grâce à la modification des 

conditions de culture. Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle porcin d’infarctus 

constitué. Les principaux résultats sont les suivants. Tout d’abord l’injection de ces particules 

de tailles relativement importante (40µm en moyenne) est faisable et sans risque. De plus, 

les cardiosphères ont la capacité de freiner la survenue du remodelage inverse et de 

diminuer la taille de l’infarctus. Cette diminution du remodelage inverse pourrait de plus 

être accompagnée d’amélioration clinique chez l’homme puisque dans ce modèle porcin, 

elle est associée à une amélioration hémodynamique se traduisant par une augmentation du 

débit cardiaque et une diminution de la pression télédiastolique du ventricule gauche.  Enfin, 

sur le plan immunologique, cette étude a confirmé le caractère immuno-privilégié des 

cardiosphères puisque la réponse immunitaire observée avec cette thérapie allogénique a 

été minime.  

Dans la partie suivante, nous aborderons un des mécanismes impliqués dans les effets 

des cardiosphères qui est la sécrétion d’exosomes.  
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CHAPITRE 6 : EVALUATION DE LA FAISABILITE ET DE 

L’EFFICACITE DE L’ADMINISTRATION DES EXOSOMES 

DERIVES DES CDCS 

Ce travail a fait l’objet de la publication suivante : 

Gallet R, Dawkins J, Valle J, Simsolo E, de Couto G, Middleton R, Tseliou E, Luthringer D, 

Kreke M, Smith RR, Marban L, Ghaleh B, Marban E. Exosomes secreted by cardiosphere-

derived cells reduce scarring, attenuate adverse remodeling and improve function in acute 

and chronic porcine myocardial infarction. Eur Heart J. 2017 Jan 14;38(3):201-211. 

1. Contexte 

Après avoir évalué l’intérêt potentiel des cardiosphères, nous avons voulu confirmer 

l’implication des exosomes dans les effets de la thérapie cellulaire et évaluer leur potentiel 

intérêt dans une étude pré-clinique. Comme décrit précédemment, les exosomes ont un rôle 

majeur dans les effets de la thérapie cellulaire et l’administration des exosomes seuls 

pourrait remplacer l’administration des cellules. Les exosomes pourraient avoir des 

avantages majeurs par rapport aux cellules. Le premier avantage est immunologique ; en 

effet, les exosomes pourraient être moins immunogène dans le cas de la thérapie 

allogénique et, ainsi, envisager des administrations répétées. Le deuxième avantage 

concerne la manufacture. En effet, les exosomes sont des particules résistantes dont la 

conservation est probablement beaucoup plus aisée que celle des cellules, permettant ainsi 

d’en faire une utilisation rapide et non programmée. Enfin, la compréhension de 

l’implication des exosomes dans la thérapie cellulaire pourrait amener à une modification du 

profil et de la composition des exosomes pour augmenter leur efficacité.  
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2. Objectifs 

Les exosomes bien que prometteurs, n’ont jamais été évalués dans un modèle de gros 

animal et les fondements de leur mode d’administration restent à préciser. Les exosomes 

étant des particules nanométriques, la voie intra-coronaire pourrait ne pas être la plus 

adaptée à leur administration car les exosomes sont potentiellement trop petits pour être 

piégés dans la microcirculation coronaire. 

Les objectifs de cette étude sont donc de s’assurer : 

1. de la faisabilité de l’administration des exosomes par voie per-cutanée et de la dose à 

utiliser ; 

2. de leur efficacité dans la cardioprotection ; 

3. de leur efficacité dans la prévention du remodelage inverse.  

3. Plan expérimental 

Nous avons donc testé sur 2 modèles d’infarctus chez le porc (modèle aigu d’ischémie 

reperfusion et modèle d’infarctus constitué remodelant) la faisabilité et l’efficacité de 

l’administration des exosomes dérives de CDCs.   

Comme illustré dans la figure 26, nous avons donc d’abord décidé de comparer les voies 

intra-coronaires et intra-myocardiques pour l’administration des exosomes dans un modèle 

d’infarctus aigu mimant le post-conditionnement cellulaire. Dans un deuxième temps, nous 

avons réalisé une étude randomisée contrôlée contre placebo dans laquelle nous avons 

évalué l’effet des exosomes administrés par voie trans-endocardique par le système NOGA. 

Pour cette étude, le modèle utilisé a été celui de l’infarctus constitué visant à mettre en 

évidence la régénération cardiaque. 
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Figure 26 : Plan experimental des études ayant évalué les exosomes. (A) : Validation de la 

voie d’administration dans un modèle d’infarctus aigu. (B) Etude de la rétention des 

exosomes dans un modèle d’infarctus aigu. (C) Etude pré-clinique randomisée dans un 

modèle d’infarctus constitué. (IVA : artère inter-ventriculaire antérieure ; CDC : 

cardiosphere derived cells ; IC : intra-coronaire ; IM : intra-myocardique ; IRM : imagerie 

par résonnance magnétique). 
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4. Résultats 

4.1. Caractérisation des exosomes 

Un échantillon représentatif de la distribution des exosomes est illustré sur la Figure 27A. 

Un milligramme de protéine contenait 2.2x1011 particules dont le diamètre moyen était de 

192±17 nm (Figure 27B et C). Ce diamètre était plus important que celui habituellement 

mesuré en raison de l’utilisation du système pour compter des exosomes normalement 

hydratés (alors qu’ils sont habituellement désydratés) et en raison de la formation 

occasionnelle d’amas. 

 

 

Figure 27 : (A) Histogramme représentatif du diamètre des particules mesuré par le 

système de détection de particule Nanosight®. Valeurs du nombre (B) et de la taille (C) des 

particules pour 1mg de protéines.   
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4.2. Phase aiguë d’infarctus 

4.2.1. Exosomes, taille d’infarctus et fonction ventriculaire gauche 

La figure 28A illustre des images représentatives de la zone à risque, l’obstruction micro-

vasculaire et la taille de l’infarctus observées chez des animaux traités avec le placebo, des 

exosomes injectés par voie intra-coronaire et des exosomes administrés par voie intra-

myocardique. L’étendu de l’agression ischémique initiale était identique dans les 3 groupes 

avec une taille de zone à risque rapportée à la taille du ventricule gauche similaire dans les 3 

groupes (21+4% du ventricule gauche, P=0,49, Figure 28B).  Quarante-huit heures après le 

traitement, l’étendue de la zone d’obstruction micro-vasculaire rapportée à la taille de la 

zone à risque était de 58±6% chez les animaux contrôles alors qu’elle n’était que de 43+6% 

(P =0,03 vs contrôle) dans le groupe exosomes intra-coronaires et de 33+14% (P=0,001 vs 

contrôle) dans le groupe exosomes intra-myocardiques (Figure 28C). Cependant, la taille de 

l’infarctus (rapportée à la taille de l’aire à risque) n’était diminuée que chez les porcs 

recevant des exosomes par voie intra-myocardiques (80+5% chez les contrôles vs 

respectivement 77+5% et 61+12% dans les groups exosomes intra-coronaire et exosomes 

intra-myocardiques, P=0,001, Figure 28D).  

De manière cohérente, alors que les volumes ventriculaires télé-systoliques et télé-

diastoliques ainsi que la fraction d’éjection du ventricule gauche étaient identiques entre les 

3 groupes avant le traitement, ces paramètres n’étaient préservés que chez les animaux 

recevant des exosomes par voie intra-myocardique ; dans les groupes contrôle et exosomes 

intra-coronaire, les volumes augmentaient et la fraction d’éjection diminuait (Figure 28E-G).  
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Figure 27 : Etude en phase aiguë d’infarctus. (A) Images représentatives de section 

myocardique visualisée sous lumière ultra-violette (après injection de thioflavine) et après 

marquage au TTC dans les 3 groupes. Les aires à risques (AAR) sont identiques dans les 3 

groupes (B). Les exosomes administrés par voie intra-coronaire et intra-myocardique 

IC IM 
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diminuent le no-reflow (NR, C) alors que seuls les exosomes injectés par voie intra-

myocardique diminuent la taille de l’infarctus (D). Les exosomes administrés par voie intra-

myocardique mais pas par voie intra-coronaire préservent les volumes ventriculaires gauches 

télé-diastolique (VTDVG, E) et télé- systolique (VTSVG, F) ainsi que la fraction d’éjection du 

ventricule gauche (FEVG, G). Le suivi par bioluminescence de la distribution d’exosomes 

marqués avec un traceur infra-rouge (H) montre une intensité de signal plus importante avec 

la voie intra-myocardique (panneau de droite) qu’avec la voie intra-coronaire (panneau de 

gauche). Valeur de P pour la comparaison des 3 groupes en haut à gauche de chaque figure ; 

valeur de P pour les comparaisons de groupes 2 à 2 en regard des barres.  
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Afin de déterminer si la diminution de la taille de l’infarctus et la préservation de la 

fonction ventriculaire gauche étaient liées à une diminution de l’apoptose et de 

l’inflammation, ces 2 phénomènes ont été analysés histologiquement par un immuno-

marquage respectivement TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling) et CD45+. Le marquage TUNEL (Figure 28A) a mis en évidence une diminution 

importante de la proportion de cardiomyocytes apoptotiques chez les animaux du groupe 

exosomes intra-myocardiques comparativement aux contrôles et au groupe exosomes intra-

coronaires. Cette diminution de l’apoptose était observée aussi bien dans la zone infarcie 

(Figure 28B) que dans la zone bordante (Figure 28C). En parallèle, l’analyse du marquage au 

CD45 (Figure 28D), a révélé une diminution de l’infiltration leucocytaire dans les zones 

infarcie (Figure 28E) et bordante (Figure 28F) des porcs traités par exosomes intra-

myocardiques comparés aux porcs contrôles et exosomes intra-coronaires. 
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Figure 28 : Etude en phase aiguë d’infarctus : apoptose et inflammation. (A) Images 

représentatives du marquage TUNEL mettant en évidence l’apoptose chez un animal 

contrôle, un animal traité par exosomes intra-coronaire (IC XO) et un animal traité par 
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exosomes intra-myocardiques (IM XO) (zone bordante). (B) l’apoptose est diminuée 

dans les zones infarcie (B) et bordante (C) chez les animaux traités par voie intra-

myocardique comparés au placebo et aux animaux traités par voie intra-coronaire. (D) 

Images représentatives du marquage CD45 mettant en évidence l’infiltration 

leucocytaire chez un animal contrôle, un animal traité par exosomes intra-coronaire et 

un animal traité par exosomes intra-myocardiques (zone bordante). L’infiltration 

leucocytaire est diminuée dans les zones infarcie (E) et bordante (F) chez les animaux 

traités par voie intra-myocardique comparés au placebo et aux animaux traités par voie 

intra-coronaire. Valeur de P pour la comparaison des 3 groupes en haut à gauche de 

chaque figure ; valeur de P pour les comparaisons de groupes 2 à 2 en regard des 

barres. 

  



138 
 

4.2.2. Rétention des exosomes 

Après avoir établi que la délivrance des exosomes par voie-intramyocardique était 

supérieure à celle observée par voie intra-coronaire, nous avons émis l’hypothèse que cette 

supériorité pouvait être en rapport avec une meilleure rétention des exosomes dans le 

myocarde après leur injection. Pour vérifier cette hypothèse, un infarctus a été réalisé chez 2 

porcs ; 30 minutes après le début de la reperfusion, les 2 animaux ont reçu des doses 

identiques d’exosomes marqués, par voie intra-coronaire pour l’un et par voie intra-

myocardique pour l’autre. Trois heures plus tard, les cœurs ont été prélevés et observés 

simultanément par bioluminescence. La figure 27H illustre les résultats de cette imagerie. 

Comme suspecté, l’intensité du signal était nettement plus importante après injection intra-

myocardique qu’après injection intra-coronaire, confortant l’idée que la plus grande 

efficacité des exosomes par voie intra-myocardique est liée à une meilleur rétention au  

niveau myocardique.  

 

4.3. Etude d’efficacité randomisée pré-clinique sur un modèle d’infarctus constitué 

Ayant démontré dans le modèle aigu de la supériorité de l’administration intra-

myocardique des exosomes sur l’administration intra-coronaire, nous avons choisi une 

administration intra-myocardique trans-endocardique pour la réalisation de l’étude 

d’efficacité randomisée pré-clinique sur un modèle d’infarctus constitué remodelant. Dans 

cette étude, les animaux ont reçu à un mois post infarctus une administration de placebo ou 

d’exosomes dérivés de CDCs par voie trans-endocardique grâce au système de cartographie 

et d’injection NOGA. 

4.3.1. Sécurité et faisabilité de l’injection des exosomes guidée par NOGA 

Une cartographie complète du ventricule gauche a été obtenue chez tous les 

animaux sans complication (Figure 29A). Chez l’animal injecté avec du violet de gentiane afin 

d’évaluer la validité des seuils utilisés, le colorant s’est localisé à la jonction entre les zones 

saine et infarcie, ce qui était l’objectif (Figure 29B). Durant les injections, 2 animaux injectés 

avec le placebo et 1 animal injecté avec les exosomes ont présenté un passage en 
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tachycardie ventriculaire soutenu. Ces 3 arythmies ont été réduites avec succès par 

cardioversion avec retour en rythme sinusal après 1 seul choc électrique externe. Au final, 

tous les animaux ont pu recevoir toutes les injections du traitement prévu. 

 

 

Figure 29 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué. (A) Image représentative 

d’une cartographie NOGA. Les points noirs représentent les sites d’injection. (B) Localisation 

de colorant au niveau de la zone bordante de la zone infarcie, validant la technique 

d’injection.  
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4.3.2. Préservation des volumes et de la fonction ventriculaire gauche 

Comme l’illustre la Figure 30A, l’analyse des données a mis en évidence une 

augmentation significative des volumes ventriculaires chez les animaux traités par le placebo 

qui n’était pas retrouvée chez les animaux traités par les exosomes, indiquant une 

atténuation du remodelage inverse chez ces derniers (Figure 30B). En parallèle, la fraction 

d’éjection du ventricule gauche était plus élevée dans le groupe exosomes que dans le 

groupe placebo à 1 mois après traitement, alors que les valeurs de fraction d’éjection étaient 

identiques avant traitement (Figure 30B-D). Pour renforcer ces données, nous avons analysé 

la fonction ventriculaire gauche par mesure de la déformation circonférentielle par détection 

de pixels (Figure 30E). Comme pour la fraction d’éjection, nous avons observé que la 

déformation myocardique diminuait chez les animaux contrôles à 1 mois, alors qu’elle était 

préservée chez les animaux traités par exosomes (Figure 30F-H). 
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Figure 30 : Etude randomisée dans un 

modèle d’infarctus constitué (A) Images 

représentatives de coupes IRM télé-

diastoliques et télésystoliques avant et 

après traitement dans les 2 groupes. (B) 

Les volumes télé-diastolique et télé 

systolique sont préservés dans le groupe 

exosomes alors que le volume télé-

systolique augmente dans le groupe 

placebo. (C) La fraction d’éjection du 

ventricule gauche (FEVG) est identique 

dans les 2 groupes avant traitement mais 

plus élevée dans le groupe exosomes 

après traitement. Cette différence est liée 

à une dégradation significative de la 

fraction d’éjection dans le groupe placebo 

mais pas dans le groupe exosomes (D). (E) 

Images représentatives des courbes de 

déformation myocardique 

circonférentielle après traitement dans les 

2 groupes. Les valeurs de déformation 

sont identiques dans les 2 groupes au 

départ (F) mais augmentent dans le 

groupe traité uniquement (variation 

absolue (G), variation relative (H)). 
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4.3.3. Réduction de la cicatrice d’infarctus 

La masse de la cicatrice d’infarctus a tout d’abord été mesurée par analyse des 

séquences IRM de rehaussement tardif (Figure 31A). Avant traitement, la masse de la 

cicatrice et sa taille par rapport au ventricule gauche étaient identiques dans les 2 groupes 

(Figure 31B-C). En revanche, après traitement, elles diminuaient dans le groupe exosomes 

mais pas dans le groupe placebo, aboutissant à une masse de tissu cicatriciel 

significativement plus faible dans le groupe exosomes (8,8+1,7 g dans le groupe exosomes 

contre 11,8+2,1 g dans le groupe contrôle, P=0.03, Figure 31B-C). De plus, la masse viable 

tendait à augmenter dans le groupe exosomes mais pas dans le groupe contrôle (Figure 

31D). Pour confirmer les résultats observés en IRM, une analyse histologique de la taille de 

l’infarctus a été réalisé par marquage au TTC après l’euthanasie des animaux et le 

prélèvement des cœurs. La figure 32A illustre l’ensemble des sections obtenues pour un 

cœur de porc traité par le placebo et pour un porc traité par exosomes. La réduction de la 

cicatrice d’infarctus visible sur ces images a été confirmée par l’analyse des valeurs des 2 

groupes. En effet, après traitement par exosomes, la masse de la cicatrice tendait à être 

inférieure (Figure 32B) et sa proportion par rapport au ventricule gauche (Figure 32C) ainsi 

que sa transmuralité (Figure 32D) étaient significativement plus petits qu’après traitement 

par le placebo. En parallèle, une augmentation non significative de la masse viable était 

observée dans le groupe exosomes (Figure 32 E), la non significativité pouvant être en 

rapport avec l’analyse relativement précoce après traitement (1 mois), cette période n’étant 

pas nécessairement suffisante pour observer une augmentation importante de masse viable. 
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Figure 31 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué. (A) Image représentative 

de séquences IRM de rehaussement tardif avant et après traitement chez un animal traité 

par placebo et un animal traité par exosomes. La masse (B) et l’étendue (C) de la nécrose 

sont identiques dans les 2 groupes avant traitement puis diminuent dans le groupe exosomes 

mais pas dans le groupe placebo. Dans le groupe exosomes, la diminution relative de masse 

nécrosée est associée à une augmentation de masse viable (D). 
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Figure 32 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué. (A) Images 

représentatives de l’ensemble des sections de cœurs d’un animal traité par placebo et d’un 

animal traité par exosomes. La masse de la nécrose tend à être inférieure et son l’étendue (C) 

et sa transmuralité (D) sont significativement inférieures dans le groupe exosomes à 1 mois 

post-traitement, alors que la masse viable tend à être plus importante (E).  

 

4.3.4. Histologie : fibrose, architecture et angiogenèse 

En plus de cette réduction macroscopique de la cicatrice d’infarctus nous avons 

recherché une diminution de la fibrose des zones infarcies et bordantes mais également de 

la fibrose de la zone non infarcie, la fibrose de cette zone étant liée au remodelage inverse. 

L’analyse a montré que la fibrose tissulaire était diminuée non seulement dans la zone 

infarcie, mais également dans les zones bordante et non infarcie (Figure 33A-D). Ces 

résultats suggèrent que les exosomes n’ont pas uniquement une action au site d’injection 

mais également une action anti-fibrosante plus globale, celle-ci pouvant être en rapport soit 
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avec la diminution du remodelage inverse soit avec une action à distance des exosomes. 

Nous avons dans un deuxième temps analysé la taille des cardiomyocytes par mesure de leur 

surface transversale, afin d’éliminer la possibilité que la diminution de fibrose soit en rapport 

avec une hypertrophie compensatrice des cardiomyocytes dans un contexte de remodelage 

important. Nous avons observé que les cardiomyocytes des animaux traités par les 

exosomes n’étaient non seulement pas plus gros, mais qu’ils étaient même significativement 

plus petits au niveau de la zone péri-infarctus (Figure 33E-G) suggérant qu’outre la 

diminution de la fibrose, les exosomes étaient responsables d’une atténuation de 

l’hypertrophie cardiomyocytaire, ces deux phénomènes s’intégrant dans une diminution 

globale du remodelage inverse, bien qu’il ne soit pas possible de complétement éliminer la 

présence de cardiomyocytes plus petits en rapport avec la genèse de nouveaux 

cardiomyocytes. 

Etant donné les propriétés pro-angiogéniques des CDCs, nous avons émis l’hypothèse 

que les exosomes qu’elles secrètent ont probablement les mêmes propriétés. Pour 

confirmer cette hypothèse, nous avons mesuré la densité artériolaire dans les zones 

infarcies, bordantes et non infarcies (Figure 33H). Comme suspecté, nous avons observé un 

plus grand nombre d’artérioles dans les régions infarcies et bordantes des animaux traités 

par exosomes comparativement aux animaux contrôles (Figure 33I-J). En revanche, aucune 

différence n’a été observée dans la région non infarcie (Figure 33K). 

Enfin, pour confirmer la synthèse de nouveaux cardiomyocytes suggérée par 

l’augmentation de masse viable et la diminution de la taille des cardiomyocytes, nous avons 

étudié la prolifération des cardiomyocytes par marquage au Ki67 (Figure 33L). Nous avons 

observé une augmentation du nombre de cardiomyocytes en division dans la région péri-

infarctus des animaux traités par exosomes comparativement aux contrôles (Figure 33M). En 

revanche, il n’y avait pas de différence au niveau de la zone non infarcie (Figure 33N). 
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Figure 33 : Etude randomisée dans un modèle d’infarctus constitué.  

(A) Zone infarcie colorée au rouge Sirius. Le contenu en collagène des zones infarcie (B), 

bordante (C) et non infarcie (D) est diminuée chez les animaux traités par exosomes.  
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(E) Surface transverse des cardiomyocytes. La surface des cardiomyocytes de la zone infarcie 

(F) est diminuée chez les animaux traités par exosomes alors qu’elle ne change pas dans la 

zone non infarcie (G).  

(H) Densité vasculaire dans les zones infarcie et bordante. La densité vasculaire des animaux 

traités par exosomes et supérieure dans les zones infarcie (I) et bordante (J), mais pas dans la 

zone non infarcie (K).  

(L) Prolifération de cardiomyocytes. La proportion de cardiomyocytes proliférant est 

supérieure chez les animaux traités par exosomes dans la zone peri-infarctus (M) mais pas 

dans la zone non infarcie (N). 

 

4.3.5. Immunogénicité 

L’importance de la réaction immunitaire tissulaire (infiltration inflammatoire) a été 

quantifiée après coloration Hématoxyline Eosine Safran. Aucune différence significative n’a 

été observée entre les animaux recevant le placebo et ceux recevant des exosomes (Figure 

34A). Plus important, aucune zone de cardiomyocytes endommagés par cet infiltrat 

inflammatoire n’a été observée. Concernant la réaction humorale, nous avons mesuré des 

concentrations d’allo-anticorps plus importante chez les animaux traités par exosomes 

(Figure 34B). Cependant, tous les animaux (groupes exosomes mais aussi groupe placebo) 

avaient des anticorps détectables (à un niveau inférieur au contrôle positif). La présence 

d’anticorps chez des animaux ne recevant pas d’exosomes rend difficile l’interprétation de 

ces résultats. 
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Figure 34 : Etude randomisée dans un 

modèle d’infarctus constitué. (A) La 

réaction immunitaire au niveau du site 

d’injection ainsi que dans la zone non 

infarcie et non injectée n’est pas 

différente entre les animaux traités et les 

animaux contrôles. (B) Données 

représentatives de la quantification des 

allo-anticorps circulants (contrôle négatif 

en bleu, sérum de l’animal en rouge). Des 

allo-anticorps ont été détectés dans les 2 

groupes avec un taux plus élevé dans le 

groupe exosomes. 
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4.3.6. Confirmation de l’inefficacité de l’administration intra-coronaire 

Enfin, nous avons voulu confirmer que la voie intra-coronaire était également 

inefficace dans ce modèle. Pour ce faire, un infarctus a été réalisé chez 4 animaux qui ont 

ensuite été traités par voie intra-coronaire (4 semaines post-infarctus) puis euthanasiés 

après une IRM finale à 1 mois post-infarctus. Les résultats ont montré une absence de 

diminution de la taille de l’infarctus dans le groupe traité, associée à une dégradation de la 

fraction d’éjection comparable à celle du groupe placebo (Figure 35). Ces résultats 

confirment que l’administration intra-coronaire des exosomes est inefficace, en tout cas 

dans les conditions choisies pour cette étude.  
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Figure 35 : Etude randomisée dans un 

modèle d’infarctus constitué : 

changement de fonction et d’étendue de 

la cicatrice. Les variations de de fraction 

d’éjection du ventricule gauche (FEVG, A), 

de masse de la cicatrice (B) et d’étendue 

de la nécrose (C) mesurées par IRM des 

animaux traités par exosomes intra-

coronaires ne sont pas différentes des 

animaux contrôles. En revanche la FEVG 

est préservée et la taille ainsi que 

l’étendue de la nécrose diminuent chez les 

animaux traités par exosomes intra-

myocardiques. * P<0.05 vs. controle et IC 

exosomes. 
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5. Commentaires 

Dans ce deuxième travail nous avons étudié l’implication des exosomes dans les effets de 

la thérapie cellulaire par CDCs et notamment leur capacité à remplacer les CDCs. Pour ce 

faire, nous avons utilisés deux modèles d’infarctus. Un premier modèle d’infarctus aigu nous 

a permis d’étudier la voie d’administration et ainsi de démontrer la nécessité d’une injection 

intra-myocardique pour obtenir un effet. En effet, aucun effet n’était obtenu après injection 

intra-coronaire probablement en raison de la très petite taille des exosomes responsable 

d’un passage rapide dans les artères coronaires sans rétention. Ces injections ont cependant 

été réalisées par voie chirurgicale rendant les possibilités de translation chez l’Homme de 

ces résultats dans la phase aiguë très limités. Le deuxième modèle étudié a été celui de 

l’infarctus constitué. Nous avons montré que les exosomes étaient capables de stopper le 

remodelage inverse et de diminuer la taille de l’infarctus après injection intra-myocardique. 

Pour ce modèle nous avons utilisé des injections trans-endocardiques après cartographie par 

le système NOGA, cette technique étant facilement transposable à l’Homme. Encore une 

fois, l’injection intra-coronaire n’avait pas d’effets. Les résultats en termes d’efficacité dans 

ces deux modèles mettent en évidence les propriétés anti-inflammatoires, anti-fibrotiques 

et pro-angiogéniques des exosomes, ces propriétés étant comparables à celles des CDCs. Les 

résultats dans ces deux modèles ajoutent des preuves quant à l’implication des exosomes 

dans les effets de la thérapie cellulaire et ouvrent la porte à des études chez l’Homme 

utilisant ces produits acellulaires. 
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Le remodelage inverse est l’un des principaux facteurs expliquant la mortalité et la 

morbidité de l’infarctus du myocarde3,4,272. Malgré l’amélioration des soins et le 

développement de la reperfusion précoce, la mortalité à 1 an de l’infarctus du myocarde 

avoisine 10%2. Parmi les stratégies en développement pour diminuer cette mortalité, la 

thérapie cellulaire semble prometteuse. En effet, les propriétés paracrines anti-fibrotiques, 

anti-inflammatoires et pro-angiogéniques des cellules souches pourraient permettre une 

diminution de la morbidité liée à l’infarctus. Dans ce travail, deux dérivés de cellules souches 

d’origine cardiaque ont été testés dans différents modèles d’infarctus du myocarde. Tout 

d’abord, nous avons démontré la faisabilité et l’efficacité de la délivrance par voie intra-

coronaire de cardiosphères, ces dernières étant des groupements pluri-cellulaires 

tridimensionnels, composées de plusieurs types cellulaires. Dans un deuxième temps, nous 

avons confirmé une hypothèse mécanistique récente, qui sous-tend que les effets de la 

thérapie cellulaire sont liés à la production d’exosomes. En démontrant l’effet bénéfique de 

ces derniers dans l’infarctus du myocarde, nous avons, d’une part, participé à confirmer 

cette hypothèse, et d’autre part ouvert le chemin pour des études cliniques utilisant ces 

exosomes.  

 

Administration intra-coronaire : sécurité, limitations et possibilités de translation 

L’injection intra-coronaire est une technique simple, pratique et largement disponible 

pour délivrer des substances biologiques vers le cœur. Jusqu’à ce travail, l’injection de 

cardiosphères par voie intra-coronaire avait été évitée, en raison de la crainte d’une 

obstruction micro-vasculaire diffuse par ces « micro-tissus » tridimensionnels, pouvant 

occasionner des dommages myocardiques. En effet, ces certains auteurs ont émis 

l’hypothèse que l’injection intra-coronaire de particules d’un diamètre supérieur à 10 µm 

pouvait être risquée en raison de ce risque de micro-embolisation201,273-275. Cependant 

l’injection de grosses particules (CellBeads de 160–400 μm) avait été testée précédemment 

sans complication, avec néanmoins certaines réserves273-275. D’une part le nombre de 

particules injectées était limité (≤60 000) et d’autre part, un des objectifs de l’étude était de 

causer un certain degré d’obstruction micro-vasculaire. Dans notre travail, nous avons été 

capables de délivrer par voie intra-coronaire plus de 1×106 cardiosphères d’un diamètre 
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moyen de 45µm, et ce, sans évènement indésirable. La première étude ayant évaluée 

l’injection de CDCs (sous forme de cellules uniques) avait utilisé la technique 

d’administration avec interruption de flux et mis en évidence que l’injection de plus de 

25×106 cellules d’un diamètre de 20 µm environ était associée à une augmentation de 

troponine I à 24 heures, signant la survenue de dommages myocardiques130. Ainsi, la dose de 

12,5×106 CDCs (ou ≈300000CDCs/kg) était la dose maximale utilisable chez des porcs 

miniatures. La combinaison de l’optimisation des conditions de culture des cardiosphères et 

de l’utilisation de cette administration sans interruption de flux nous a permis d’injecter 

l’équivalent de 50×106 cellules uniques dans le même modèle. Cette possibilité de délivrer 

des doses importantes de cellules pourrait permettre une augmentation de l’efficacité des 

différents produits de thérapie cellulaire même si la relation entre la dose injectée et 

l’efficacité de la thérapie cellulaire n’est pas parfaitement démontrée109,276,277.    

La raison pour laquelle les cardiosphères ne causent pas de micro-infarctus a été 

discutée. Quatre mécanismes possibles ont été proposés par Ishikawa277. Il est possible que 

(1) que les cardiosphères adhèrent à la paroi des gros vaisseaux puis migrent dans le 

myocarde, (2) les cardiosphères passent à travers les capillaires sans les occlure, (3) les 

cardiosphères occluent très transitoirement les micro-vaisseaux avant de migrer dans le 

myocarde en traversant la paroi vasculaire et enfin, (4) la perfusion distale soit maintenue 

par des collatérales. Nous savons grâce aux mesures de réserve de flux coronaire en 

hyperhémie que le flux coronaire à l’état basal est loin de sa valeur maximale ; en effet la 

réserve coronaire permet une augmentation du flux de sang coronaire jusqu’à un facteur 5 

essentiellement par la vasodilatation des micro-vaisseaux278. De plus, des capillaires 

collatéraux existent, même dans le myocarde sain, et sont recrutés dès la première minute 

d’occlusion coronaire. Une large partie des micro-vaisseaux coronaires sont donc occlus à 

l’état basal, et ces vaisseaux peuvent être occlus par micro-embolisation sans altérer le flux 

sanguin myocardique, et donc sans causer de micro-infarctus. Une fois dans le capillaire, les 

cardiosphères vont passer dans le myocarde par « extravasation active » (Figure 36)279. En 

effet après injection, les cardiosphères vont se loger dans le vaisseau, causant une occlusion 

de celui-ci. Puis, une « poche endothéliale » va se créer, suivi de la rupture de la paroi 

vasculaire du vaisseau adjacent, permettant le passage des cardiosphères dans le myocarde. 

Ce processus prend 48 à 72 heures, après quoi le vaisseau est recanalisé. Au total, nous 
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pensons que l’absence de micro-infarctus est liée au recrutement de la réserve coronaire et 

de micro-vaisseaux collatéraux permettant de maintenir la perfusion myocardique, le temps 

que les vaisseaux occlus par les cardiosphères s’ouvrent à nouveau.  

 

 

 

Figure 36: Extravasation d’une cardiosphère à travers un vaisseau. A 10 minutes, la 

cardiosphère est bloquée dans le vaisseau. Puis à 24 heures, une poche endothéliale se forme 

autour de la cardiosphère permettant le passage de la cardiosphère dans le milieu extra-

vasculaire à 72 heures par rupture de la paroi vasculaire (d’après Cheng et collaborateurs279). 

 

Concernant les exosomes, la problématique était différente. En effet, étant donné la 

taille nanométrique de ces particules, leur extravasation et rétention au niveau du myocarde 

après leur injection intra-coronaire était incertaine étant donné le mécanisme 

d’extravasation des CDCs et cardiosphères (formation d’une « poche endothéliale »). Nous 

avons montré que les effets des exosomes sont très limités, voire inexistant après leur 

injection par voie intra-coronaire, alors qu’ils sont nettement plus importants après injection 

intra-myocardique. Ces observations ont été faites à la fois sur un modèle d’infarctus aigu et 

sur un modèle d’infarctus constitué. La détection par bioluminescence des exosomes 

injectés a permis de mettre en évidence une rétention de ces exosomes plus importante 

après leur injection intra-myocardique par rapport à la voie intra-coronaire, renforçant 
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l’hypothèse selon laquelle la plus grand efficacité de la voie intra-myocardique serait liée à 

un meilleur ciblage des exosomes au tissu lésé, les exosomes injectés par voie intra-

coronaire traversant probablement la circulation coronaire sans occlure les micro-vaisseaux 

myocardiques, avec par conséquent, l’absence d’extravasation active possible. Le fait que 

seule l’obstruction micro-vasculaire soit diminuée lors de l’injection intra-coronaire 

d’exosomes n’est pas discordant et peut au contraire être expliqué. En effet, il est possible 

qu’après leur injection, les exosomes soient retenus au niveau des micro-vaisseaux occlus 

par le phénomène de no-reflow et qu’ils restent dans la microcirculation suffisamment 

longtemps pour passer dans le myocarde et modifier l’inflammation locale, diminuant ainsi 

le no-reflow dans cette zone. Néanmoins cette théorie est hypothétique et n’a pas été 

démontrée par les expériences réalisées.  

D’un point de vue translationnel, les résultats de ce travail peuvent potentiellement 

compliquer l’utilisation des exosomes. En effet, ils suggèrent fortement que l’administration 

intra-myocardique est nécessaire pour les exosomes. Celle-ci peut être réalisée de deux 

façons, soit par voie chirurgicale, soit par voie trans-endocardique par le système NOGA. 

Dans la cardiopathie ischémique chronique, l’injection chirurgicale n’est envisageable qu’en 

cas d’indication de chirurgie cardiaque, le bénéfice actuel de la thérapie cellulaire ne 

justifiant pas à lui seul la lourdeur et les risques de cette chirurgie. L’injection trans-

endocardique est une alternative séduisante mais celle-ci est moins largement disponible 

que l’injection intra-coronaire. Elle est par ailleurs potentiellement plus risquée que 

l’injection intra-coronaire. Concernant l’infarctus à sa phase aigu, l’administration intra-

myocardique n’est actuellement pas réalisable. En effet, la chirurgie thoracique n’est pas 

acceptable éthiquement dans ce contexte. Quant à l’injection trans-endocardique, deux 

problèmes se posent. Tout d’abord, le temps nécessaire à l’obtention d’une cartographie du 

ventricule gauche puis à la réalisation des injections est trop long pour envisager une 

injection suffisamment précoce des cellules, l’augmentation du délai d’injection étant 

associé à une perte d’efficacité. De plus, la navigation dans le ventricule gauche et plus 

encore l’injection trans-endocardique en phase aigüe d’infarctus présente des risques 

d’arythmie potentiellement importants dans ce contexte. Par conséquent, l’administration 

des exosomes à la phase aiguë de l’infarctus ne pourra être envisagée qu’au prix d’une 
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modification de ces exosomes, par exemple un encapsulage pour augmenter leur taille, 

permettant ainsi une adminisration par voie intra-coronaire.  

 

Propriétés des cardiosphères et des exosomes dérivés de CDCs 

Les CDCs ont été largement étudiés en phase pré-clinique, permettant la réalisation 

et la mise en route de plusieurs essais thérapeutiques de phase I/II utilisant initialement des 

cellules autologues puis, plus récemment des cellules allogéniques. Ainsi la capacité des 

CDCs à diminuer la taille de la nécrose est maintenant admise168. Dans la première partie de 

ce travail, nous avons étudié les cardiosphères et confirmé leurs propriétés de lutte contre le 

remodelage inverse qui avaient été décrites chez les rongeurs en utilisant l’injection intra-

myocardique. Dans notre travail, l’injection de cardiosphères a totalement stoppé le 

processus de dégradation de la fraction d’éjection.  De plus, nous avons observé une 

amélioration de la cinétique segmentaire ainsi qu’une diminution de la fibrose, non 

seulement dans la zone infarcie mais également dans les zones non infarcies, suggérant un 

effet global sur le remodelage inverse. Les effets observés dans ce travail semblent au moins 

égaux, voire supérieurs à ceux observés à 1 mois suivant l’administration de CDCs  

(comparaison réalisée avec des études historiques de Yee172 et collaborateurs et des 

résultats non publiés de Malliaras et collaborateurs, Figure 37A et B). Ces effets globaux sur 

le remodelage ventriculaire gauche et la fibrose sont potentiellement liés à la meilleure 

rétention des cardiosphères décrite précédemment ainsi qu’à leur sécrétion plus importante 

de facteurs de croissances notamment d’endogline et de métalloprotéinases 

matricielles165,202. Ces propriétés pourraient être responsables d’un effet paracrine plus 

important et plus durable, et, éventuellement d’une sécrétion d’exosomes plus importante 

voire d’exosomes différents bien que les secrétions d’exosomes des CDCs et des 

cardiosphères n’aient jamais été comparés. Il est raisonnable de penser que ces effets 

pourraient augmenter avec une durée de suivi plus longue, permettant ainsi d’obtenir un 

effet supérieur à celui décrit par Malliaras et collaborateurs avec les CDCs124,175. Néanmoins, 

la comparaison directe entre cardiosphères et CDCs n’était pas l’objectif de ce travail et 

nécessiterait un nombre d’animaux trop important pour être éthiquement et financièrement 

raisonnable.  En plus de ces effets anti-fibrotiques et anti-remodelage, nous avons observé 
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un effet pro-angiogénique important. En effet, nous avons observé un nombre d’artérioles 

deux fois plus important dans les zones infarcies et bordantes des animaux traités par 

cardiosphères. Cet effet histologique aboutissait à une amélioration fonctionnelle puisque la 

perfusion myocardique évaluée par IRM et par la mesure de la réserve coronaire était 

améliorée chez les animaux traités. Ces propriétés pro-angiogéniques pourraient avoir un 

intérêt dans certaines situations cliniques, notamment l’angor réfractaire et la dysfonction 

micro-circulatoire.  

 

 

Figure 37 : Comparaison rétrospective des variations de fraction d’éjection et de taille de la 

cicatrice d’infarctus après l’administration de cardiosphères par voie intra-coronaire, de CDCs 

par voie intra-coronaire (résultats non publiés de Malliaras et collaborateurs) et d’une dose 

équivalente de cardiosphères par voie intra-myocardique (Yee et collaborateurs172). 

 

Les exosomes ont également des propriétés comparables à celles des CDCs. En effet, 

à la phase aiguë d’infarctus, l’administration d’exosomes permet une diminution des lésions 

d’ischémie-reperfusion sur un plan macroscopique, avec diminution de l’obstruction 

microvasculaire et de la taille de l’infarctus, mais également sur un plan cellulaire avec une 

diminution de l’infiltration inflammatoire et de l’apoptose cardiomyocytaire. Les 

performances des exosomes sont proches de celles des CDCs  en termes de réduction de la 

taille de l’infarctus et de l’obstruction microvasculaire, mais également de diminution du 

remodelage inverse et de la taille de la cicatrice. Tout ceci suggère que les exosomes sont 
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suffisants pour reproduire le bénéfice de la thérapie cellulaire et sont donc probablement les 

médiateurs de cet effet (Figure 38 A-D). 

 

 

Figure 38 : Comparaison rétrospective de de l’effet des exosomes par voie intra-myocardique 

à l’effet des CDCs par voie intra-coronaire. Modèle d’infarctus aigu : les diminutions de no-

reflow (A) et de taille d’infarctus (B) semblent équivalentes. Modèle d’infarctus constitué : la 

préservation de la fraction d’éjection (C) et la diminution de la taille de la cicatrice d’infarctus 

semblent au moins équivalentes. Comparaison aux résultats de Kanazawa et 

collaborateurs128 pour l’infarctus à la phase aiguë et à des résultats non publiés de Malliaras 

et collaborateurs pour l’infarctus constitué. 

 



171 
 

La mise en évidence des propriétés anti-inflammatoires et anti-fibrotiques mais 

surtout les modifications phénotypiques de cellules cibles telles que les fibroblastes et les 

cellules inflammatoires ouvrent la voie à de nouvelles indications des cardiosphères, des 

CDCs et des exosomes. En effet il semble raisonnable de penser que les CDCs ou leurs 

exosomes sont capables de moduler des processus inflammatoires et fibrosants autres que 

ceux résultant de l’ischémie-reperfusion avec une activité potentiellement plus importante 

sur des pathologies chroniques à évolution plus lente et progressive. Dans un travail réalisé 

en parallèle de cette thèse, nous avons testé cette hypothèse dans un modèle de rat 

présentant une insuffisance cardiaque à fraction d’éjection préservée280,281. Ce travail a 

permis confirmer les propriétés anti-inflammatoires et anti-fibrotiques majeures des CDCs, 

celles-ci étant associées à une modification profonde de l’expression génique dans les cœurs 

traités. De plus, ces modifications de la fibrose et de l’inflammation étaient à l’origine d’une 

normalisation phénotypique des rats traités aussi bien clinique qu’échographique et 

hémodynamique, aboutissant à une amélioration de la survie. Les résultats de ce travail ont 

par la suite été reproduits dans un modèle de rats sénescents281. De la même façon, 

plusieurs études préliminaires ont été réalisées dans de l’insuffisance cardiaque à fraction 

d’éjection réduite avec des résultats prometteurs177,178, aboutissant à la mise en route 

d’essais thérapeutiques de phase II.  

Mode d’action de la thérapie cellulaire et des exosomes 

La capacité des exosomes à stopper ces processus pathologiques est liée à leur 

signature unique en micro-ARN et ARN non codants, lesquels vont être transférés aux 

cellules cibles, telles que les fibroblastes, les macrophages et les cardiomyocytes. Il a été 

démontré par Tseliou et collaborateurs que les exosomes étaient internalisés par les 

fibroblastes et qu’ils « reprogrammaient » ces cellules en modifiant profondément leur 

phénotype mais également leur expression génique (Figure 39)282. De plus, les exosomes de 

CDCs influaient sur le contenu des exosomes sécrétés par les fibroblastes, les rendant 

proches des exosomes de CDCs, induisant ainsi une modification en cascade des autres 

fibroblastes et amplifiant l’effet de la thérapie cellulaire. Ces modifications phénotypiques 

des fibroblastes vont aboutir à une augmentation de la dégradation de collagène par les 

MMPs et une diminution de sa production par l’inhibition de la voie du TGF-β, entraînant 

ainsi une diminution de la taille de la fibrose cicatricielle.  
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Figure 39 : Représentation schématique de l’action des exosomes de cellules souches sur les 

fibroblastes d’après Tseliou et collaborateurs282. 

 Dans un autre travail concomitant de cette thèse, nous avons démontré un mode 

d’action similaire dans l’ischémie reperfusion283. Nous avons d’abord confirmé que 

l’administration d’exosomes dérivés des CDCs à la reperfusion chez des rats limitait la taille 

de l’infarctus. Celle-ci était associée à une diminution de l’infiltration des macrophages dans 

le myocarde mais également à une modification de leur phénotype. En effet, l’expression de 

certains gènes pro-inflammatoires par les macrophages présents dans le cœur des animaux 

traités par CDCs était réduite. De plus, in vitro, on observait une modification de la 

polarisation des macrophages exposés à des CDCs avec une augmentation de l’expression de 

gènes anti-inflammatoires. Les exosomes modifient donc le phénotype de ces macrophages 

en les orientant vers un phénotype plus anti-inflammatoire. 

Au total, les exosomes, par l’intermédiaire des ARN non codants qu’ils contiennent et 

notamment des micro-ARN, sont donc capables de profondément modifier le phénotype des 

cellules cibles et de modifier leur expression génique d’une part mais également la 

composition des exosomes que celles-ci vont sécréter. Ces « nouveaux » exosomes vont à 
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leur tour être internalisés par la population cible, entraînant de fait une amplification de 

l’effet de la thérapie cellulaire. Ces concepts permettent d’expliquer et de rationnaliser 

plusieurs interrogations liées aux mécanismes d’action de la thérapie cellulaire. D’une part, 

cette action des exosomes permet d’expliquer pourquoi de relativement faibles doses de 

cellules sont efficaces, et pourquoi l’effet persiste jusqu’à plusieurs mois après une seule 

administration, alors que les cellules ne sont généralement plus retrouvées 15 jours suivant 

l’injection124,126,177,178.  D’autre part, cela explique également pourquoi les CDCs sont 

capables de diminuer les lésions d’ischémie reperfusion jusqu’à 30 minutes après 

reperfusion alors que l’évaluation dans des délais si long des autres stratégies à jusqu’à 

présent été un échec127,128,174.  

 

Réponse immunitaire aux thérapies allogéniques 

Le travail réalisé avec les cardiosphères a permis de confirmer les résultats observés 

précédemment avec les CDCs123,124,126. Les CDCs et les cardiosphères sont des cellules 

immuno-privilégiées qui n’induisent que très peu de réponse immunitaire. En effet, malgré 

l’absence de traitement immunosuppresseur, nous n’avons pas observé de réponse 

immunitaire supérieure au grade de l’ISHLT dans les tissus et le degré d’allo-anticorps 

détecté n’était pas différent du contrôle négatif après le traitement par cardiosphères. Les 

raisons pour lesquelles ces thérapies allogéniques ne génèrent pas de réponse immunitaire 

sont multiples. Tout d’abord, les CDCs expriment MHC1 mais n’expriment pas MHC2, CD80 

et CD86. L’absence de MHC2 rend possible le fait que les CDCs échappent à la 

reconnaissance par les lymphocytes T CD4. De plus, les CD80 et CD86 nécessaires à 

l’induction de lymphocytes ne sont pas exprimés. Enfin, ces cellules ont une forte activité 

anti-inflammatoire paracrine et modifient l’inflammation locale et l’infiltration de cellules 

inflammatoires. Elles sont également sont capables de moduler le phénotype de ces cellules 

inflammatoires.  

Cependant, bien que ces CDCs n’engendrent pas de réponse immunitaire importante, 

des doutes subsistent concernant d’une part l’utilisation de doses répétées de thérapie 

cellulaire allogénique et d’autre part l’utilisation chez les patients potentiellement éligibles à 

une transplantation cardiaque. Dans ce contexte, un des avantages des exosomes est qu’ils 
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sont acellulaires donc probablement moins immunogène que les CDCS ou les cardiosphères. 

Dans cette étude, nous nous sommes placés dans le cas de figure le plus défavorable, à 

savoir l’utilisation d’une thérapie xénogénique (utilisation d’exosomes humains) chez des 

porcs non immunodéprimés. Il a été démontré précédemment que la thérapie cellulaire 

xénogénique par CDCs est inefficace et hautement immunogène. Cependant, au cours de 

notre travail, avec les exosomes xénogéniques, nous avons reproduit le bénéfice observé 

avec les cellules autologues ou allogéniques, et ce, sans effet secondaire notable. En effet, 

nous n’avons observé qu’une réponse immunitaire de grade 1, réponse qui a été observée 

chez les animaux traités mais également chez les animaux contrôles. Ces données suggèrent 

que cette réponse inflammatoire est potentiellement d’avantage liée à la ponction par 

l’aiguille ou à la solution IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) utilisée pour 

resuspendre les exosomes et comme placebo, qu’aux exosomes eux-mêmes. Etant donné 

ces résultats favorables observés dans la situation la plus risquée (thérapie xénogénique), il 

est raisonnable de penser que l’utilisation de ces exosomes chez l’Homme (en allogénique) 

sera sans risque. La présence des anticorps observés chez les animaux traités est difficile à 

interpréter étant donné que ces anticorps ont également été observés chez les animaux 

contrôle bien qu’à des taux plus faibles. La question de l’action de ces anticorps sur la 

sécurité et l’efficacité de dose répétées d’exosomes reste ouverte et nécessitera des études 

additionnelles.  Ces études seront nécessaires étant donnée la nécessité probable de doses 

répétées dans les pathologies comportant une dégénérescence myocardique évolutive 

(comme les cardiomyopathies d’origine génétique).  

 

Limitations 

Ce travail a plusieurs limitations. Tout d’abord, les animaux utilisés pour toutes les 

expériences sont des animaux jeunes et en bonne santé. Par conséquent leurs capacités à 

générer de nouveaux tissus est potentiellement supérieure à celles de patients âgés 

souffrant de maladies cardiovasculaires et présentant plusieurs comorbidités. L’effet des 

cellules et des exosomes sur des cellules sénescentes avec un contenu génétique et 

épigénétique altéré pourrait être moindre bien que certaines études récentes tendent à 

prouver le contraire.   
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Ensuite, la rétention des cellules et des exosomes n’a pas été évaluée de manière 

quantitative, rendant indirect les arguments en faveur d’une meilleur délivrance et rétention 

comme étant à l’origine de l’effet potentiellement supérieur des cardiosphères par rapport 

aux CDCs. L’effet des cardiosphères pourraient être en rapport avec une meilleure rétention 

que celui des cellules isolées, à une plus grande sécrétion de facteurs de croissance ou aux 

deux. Cependant la relation entre la rétention cellulaire et l’effet bénéfique sur le long terme 

reste controversée.  

Enfin, dans les études d’ischémie-reperfusion, les paramètres de volume et de 

fonction ventriculaire gauche ont été évalués par ventriculographie et non par IRM qui est la 

technique de référence, en raison de l’impossibilité de réaliser une IRM entre la reperfusion 

et l’administration du traitement. Cependant, les critères principaux de jugement de cette 

étude étaient la taille de l’infarctus et la taille de l’obstruction micro-vasculaire, ces deux 

éléments ayant été évalués par la technique de référence qu’est l’histologie. 

 

Conclusions et perspectives 

Dans cette thèse, nous avons confirmé la capacité des cellules souches d’origine 

cardiaque et de leurs dérivés à limiter les conséquences myocardiques de l’infarctus du 

myocarde aussi bien en phase aiguë que dans l’infarctus constitué. Ces effets sont liés 

notamment à des propriétés anti-fibrotiques et anti-inflammatoires importantes qui 

peuvent être très intéressantes dans des pathologies d’évolution chronique et à bas bruit 

telles que les cardiomyopathies dilatées ou l’insuffisance cardiaque à fraction d’éjection 

préservée.  

De plus nous avons confirmé que ces effets sont liés à la sécrétion d’exosomes, ces 

derniers étant suffisants pour reproduire le bénéfice de la thérapie cellulaire. Par les 

modifications d’expression génique qu’ils vont entraîner sur les cellules filles, incluant une 

modification des exosomes secrétés par celles-ci, ces exosomes vont être responsable de 

l’amplification en cascade des effets de la thérapie cellulaire, permettant de réconcilier la 

survie cellulaire faible observée et les effets prolongés de ces cellules. 



176 
 

Enfin, nous avons précisé les modalités d’administration de ces différentes 

thérapeutiques en démontrant que des particules de grosse taille peuvent être administrées 

sans risque par voie intra-coronaire sous réserve de l’optimisation de la taille de ces 

particules et de la technique d’administration. A contrario, les exosomes qui sont des 

particules nanométriques sont de trop petite taille pour être administrées par voie intra-

coronaire et nécessitent une injection intra-myocardique directe. 

Plusieurs paramètres restent à évaluer. Tout d’abord, l’administration répétée de 

produits cellulaires semble avoir un intérêt clinique. Les résultats de nos études ne 

permettent pas de conclure avec certitude quant à la totale sécurité de l’administration de 

plusieurs doses étant donnés les taux d’anticorps observés. Ensuite, l’administration par voie 

intra-myocardique des exosomes rend impossible leur utilisation tel quel en phase aiguë 

d’infarctus et d’autres méthodes d’administration associées à des techniques de 

manufactures améliorant la rétention (encapsulage par exemple) doivent être évaluées. 

Enfin, ces études doivent permettre la mise en route d’essais chez l’Homme évaluant ces 

produits dans la prise en charge de l’infarctus. Ceux-ci permettront de confirmer ou 

d’infirmer ces résultats, ouvrant éventuellement la voie à une utilisation large. 
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Résumé 

Contexte : Parmi les nouveaux traitements de l’infarctus du myocarde, les cellules d'origine 

cardiaque dérivées des cardiosphères (CDCs) semblent prometteuses. Leur administration diminue la 

taille de la lésion dans l’infarctus constitué (études précliniques et cliniques) ainsi qu’à la phase aigüe 

de l’infarctus (ischémie reperfusion). Plusieurs études réalisées chez le rongeur suggèrent que 1) les 

cardiosphères pourraient avoir un potentiel thérapeutique supérieur à celui des CDCs, 2) les 

exosomes sécrétés par les CDCs seraient les médiateurs des effets observés et 3) l’injection des 

exosomes seuls pourrait mimer les effets des CDCs. L’objectif de cette thèse a donc été d’évaluer les 

effets des cardiosphères et des exosomes sécrétés par les CDCs dans des modèles porcins d’ischémie 

reperfusion et d’infarctus constitué.  

Méthodes : La taille des cardiosphères a été optimisée en modifiant les conditions de culture. Les 

cardiosphères obtenues ont ensuite été administrées par voie intra-coronaire chez des porcs sains 

puis chez des animaux ayant subi un infarctus dans le cadre d’une étude randomisée contre placebo. 

Dans une deuxième étude, des exosomes sécrétés par les CDCs ont été testés. La dose ainsi que les 

modalités d’administration (intra-coronaire ou intra-myocardique) ont été déterminées dans un 

modèle d’ischémie reperfusion puis une étude randomisée contre placebo a été réalisée dans un 

modèle d’infarctus constitué. Le critère de jugement choisi a été la diminution de taille de la lésion 

d’infarctus mesurée par l’IRM pour les modèles d’infarctus constitués et par l’histologie pour les 

modèles d’ischémie reperfusion. 

Résultats : L’optimisation des conditions de culture des cardiosphères a permis une perfusion par 

voie intra-coronaire sans risque chez les animaux sains et infarcis. Ces cardiosphères permettaient de 

bloquer le processus de remodelage inverse (préservation de la fraction d’éjection et de la fonction 

segmentaire) et de diminuer la taille de la zone infarcie. De plus, la perfusion coronaire mesurée de 

manière invasive et par IRM était améliorée. L’analyse histologique a confirmé ces données en 

montrant une diminution de la fibrose et une augmentation de la densité vasculaire. En revanche, 

l’administration par voie intra-coronaire des exosomes ne permettait pas de diminuer la taille 

d’infarctus alors que leur administration intra-myocardique le permettait (dans l’ischémie 

reperfusion et l’infarctus constitué). Cette diminution de taille d’infarctus s’accompagnait d’une 

préservation de la fraction d’éjection. Sur le plan histologique, ces modifications de fonction 

s’accompagnaient d’une diminution de l’inflammation et de l’apoptose dans le modèle d’ischémie 

reperfusion et d’une diminution de la fibrose et de l’hypertrophie cardiomyocytaire dans l’infarctus 

constitué. 

Conclusion : Les cardiosphères permettent une diminution de la taille de l’infarctus et du remodelage 

inverse. De plus l’optimisation de leur taille permet une délivrance sans risque par voie intra-

coronaire. Les exosomes peuvent remplacer les cellules dans l’ischémie reperfusion et dans 

l’infarctus constitué mais au prix d’une administration par voie intra-myocardique. 

Mots clés : thérapie cellulaire ; Infarctus du myocarde ; modèles animaux ; exosomes 
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Abstract 

Background: Among the new treatments that are under investigation for myocardial infarction, heart 

derived cardiosphere derived cells (CDCs) are promising. They are able to decrease infarct size in 

both chronic and acute myocardial infarction. Several preclinical studies conducted in rodents 

indicate that 1) the self-assembling microtissues known as cardiospheres may be more effective than 

dispersed CDCs, 2) the exosomes derived from CDCs may be the mediator of their effect and 3) the 

administration of exosomes might recapitulate the effects of CDCs. The aim of this thesis was to 

investigate the effect of cardiospheres and CDC-secreted exosomes in pig models of acute and 

chronic myocardial infarction. 

Methods: We standardized the size of cardiospheres by modifying culture conditions. Then, the 

manufactured cardiospheres were delivered through the intra-coronary route, first to healthy pigs 

and then to infarcted pigs in a placebo controlled randomized study. In a second study, CDC-secreted 

exosomes were tested. Dosage and delivery route were optimized with an acute myocardial 

infarction model. Then, a placebo controlled randomized study was performed using a chronic 

myocardial infarction model. The endpoint was infarct size measured by MRI in the chronic model 

and by histology in the acute model. 

Results: Optimized cardiospheres were safely delivered through the intra-coronary route both in 

healthy and infarcted pigs. These cardiospheres were able to halt adverse remodeling (preservation 

of ejection fraction and regional function) and to decrease infarct size.  Moreover, coronary 

perfusion measured invasively and by MRI was improved. Consistently, histological analyses revealed 

reduced fibrosis and increased vascular density in cardiosphere treated animals. Unlike 

cardiospheres, intra-coronary exosomes did not reduce infarct size but intra-myocardial 

administration of exosomes did, both during acute and chronic myocardial infarction. The reduction 

in infarct size was associated with preserved ejection fraction. Histologically, we observed less 

inflammation and apoptosis in acute myocardial infarction and a decrease in fibrosis and 

cardiomyocyte hypertrophy in chronic myocardial infarction.  

Conclusion: Intracoronary cardiospheres are effective in decreasing scar and halting adverse 

remodeling. Moreover, optimization of their size allows a safe intra-coronary delivery. In acute and 

chronic myocardial infarction, exosomes may be used instead of the cells but require intra-

myocardial delivery. 

Key words: Cell therapy; Myocardial infarction; animal models; exosomes 
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Utilisation de dérives cellulaires d'origine cardiaque au cours de l'ischémie reperfusion et du 

remodelage post-ischémique 

Résumé 

Contexte : Parmi les nouveaux traitements de l’infarctus du myocarde, les cellules d'origine 

cardiaque dérivées des cardiosphères (CDCs) semblent prometteuses. Leur administration diminue la 

taille de la lésion dans l’infarctus constitué (études précliniques et cliniques) ainsi qu’à la phase aigüe 

de l’infarctus (ischémie reperfusion). Plusieurs études réalisées chez le rongeur suggèrent que 1) les 

cardiosphères pourraient avoir un potentiel thérapeutique supérieur à celui des CDCs, 2) les 

exosomes sécrétés par les CDCs seraient les médiateurs des effets observés et 3) l’injection des 

exosomes seuls pourrait mimer les effets des CDCs. L’objectif de cette thèse a donc été d’évaluer les 

effets des cardiosphères et des exosomes sécrétés par les CDCs dans des modèles porcins d’ischémie 

reperfusion et d’infarctus constitué. Méthodes : La taille des cardiosphères a été optimisée en 

modifiant les conditions de culture. Les cardiosphères obtenues ont ensuite été administrées par 

voie intra-coronaire chez des porcs sains puis chez des animaux ayant subi un infarctus dans le cadre 

d’une étude randomisée contre placebo. Dans une deuxième étude, des exosomes sécrétés par les 

CDCs ont été testés. La dose ainsi que les modalités d’administration (intra-coronaire ou intra-

myocardique) ont été déterminées dans un modèle d’ischémie reperfusion puis une étude 

randomisée contre placebo a été réalisée dans un modèle d’infarctus constitué. Le critère de 

jugement choisi a été la diminution de taille de la lésion d’infarctus mesurée par l’IRM pour les 

modèles d’infarctus constitués et par l’histologie pour les modèles d’ischémie reperfusion. Résultats : 

L’optimisation des conditions de culture des cardiosphères a permis une perfusion par voie intra-

coronaire sans risque chez les animaux sains et infarcis. Ces cardiosphères permettaient de bloquer 

le processus de remodelage inverse (préservation de la fraction d’éjection et de la fonction 

segmentaire) et de diminuer la taille de la zone infarcie. De plus, la perfusion coronaire mesurée de 

manière invasive et par IRM était améliorée. L’analyse histologique a confirmé ces données en 

montrant une diminution de la fibrose et une augmentation de la densité vasculaire. En revanche, 

l’administration par voie intra-coronaire des exosomes ne permettait pas de diminuer la taille 

d’infarctus alors que leur administration intra-myocardique le permettait (dans l’ischémie 

reperfusion et l’infarctus constitué). Cette diminution de taille d’infarctus s’accompagnait d’une 

préservation de la fraction d’éjection. Sur le plan histologique, ces modifications de fonction 

s’accompagnaient d’une diminution de l’inflammation et de l’apoptose dans le modèle d’ischémie 

reperfusion et d’une diminution de la fibrose et de l’hypertrophie cardiomyocytaire dans l’infarctus 

constitué. Conclusion : Les cardiosphères permettent une diminution de la taille de l’infarctus et du 

remodelage inverse. De plus l’optimisation de leur taille permet une délivrance sans risque par voie 

intra-coronaire. Les exosomes peuvent remplacer les cellules dans l’ischémie reperfusion et dans 

l’infarctus constitué mais au prix d’une administration par voie intra-myocardique. 
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