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SOMMAIRE

Le traitement endovasculaire est efficace pour le traitement des

anévrismes intracrâniens rompus, mais les récidives sont fréquentes.

Nous avions démontré que : 1 ) la greffe de cellules musculaires lisses

vasculaires (CMLVs) autologues améliorait les résultats angiographiques

de l'embolisation 2) le TGF-pi (transforming growth factor-pi) délivré in

wVo augmentait l'épaisseur néointimale au collet. Notre but était

d'améliorer les résultats à long terme de l'embolisation des anévrismes

par une greffe in situ de CMLVs surexprimant le TGF-pi.

Les CMLVs provenant de cultures primaires d'artères fémorales

étaient infectées avec un vecteur adénoviral. L'expression du vecteur et

l'activité biologique du transgène ont été mesurées par ELISA, par test

d'inhibition de croissance et par synthèse de collagène. La viabilité et la

synthèse d'ADN des CMLVs normales ou surexprimant le transgène ont

été comparées. Les CMLVs surexprimant soit le TGF-pi/GFP (green

fluorescent protein) ou la GFP ont été réimplantées dans les anévrismes

et les résultats de l'embolisation ont été comparés.

u

Les CMLVs étaient infectées efficacement. L'activité biologique du

TGF-pi a été démontrée par tests d'inhibition de croissance et synthèse
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de collagène. Les anévrismes traités démontraient à 3 semaines une

surexpression du transgène, une amélioration des résultats

angiographiques et une néointima plus épaisse par rapport aux résultats

historiques. Il n'y avait cependant pas de différence significative entres

les CMLVs/TGF-pi et les CMLVs/GFP.

Les greffes cellulaires peuvent améliorer la guérison des

anévrismes traités par embolisation. Les CMLVs peuvent être

transfectées et sécréter du TGF-pi actif in vivo. Le bénéfice potentiel de

cette stratégie n'a pu être démontré dans notre modèle.

Mots clés : Anévrisme, thérapie génique, vecteur adénoviral,

facteur de croissance, TGF-pi.
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SUMMARY

Recurrences are frequent after endovascular treatment of cerebral

aneurysms. We have previously shown that : 1) autologous vascular

smooth muscle cell (VSMC) grafts improve angiographie results after

embolisation and 2) local in vivo delivery of transforming growth factor-pi

(TGF-pi) can increase neointimal thickness. Our goal was to improve

long-term results of aneurysm embolisation using in situ grafts of VSMCs

overexpressing TGF-pi.

VSMCs from femoral arteries were transduced in vitro, with an

adenoviral vector. Long-term vector expression and transgene biological

expression were assessed by ELISA, growth inhibition assay and collagen

synthesis. We also œmpared transduced and untransduœd VSMCs

regarding their viability and DNA synthesis. Autologous VSMCs

overexpressing either TGF-pi/GFP (green fluorescent protein) or GFP

were reimplanted in lateral wall venous pouch carotid aneurysms and

results were compared.

(J

VSMCs were efficiently transduœd. TGF-pi was biologically active

as assessed by growth inhibition assay, collagen synthesis and DNA

synthesis. Aneurysms treated with cellular grafts showed transgene

expression, improved angiographie results and thicker neointimas as
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compared to historical controls, but there was no significant difference

between VSMCs/TGF-pi and VSMCs/GFP.

u

Cellular grafts can promote healing of aneurysms treated by

embolisation. VSMCs can be tranduced to secrete active TGF-pi. Gene

expression persists for at least 3 weeks in vivo. The potential benefit of

this strategy could not be demonstrated in this model.

Key words : Aneurysm, gene therapy, adenovirus vector, growth factor,

TGF-pi.
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LAP

LTBP

MOI

PDGF-BB

TGF-p 1 à 3

TGF-pR1à3
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acide ribonucléique

cellules musculaires lisses.

cellules musculaires lisses vasculaires.

« enzyme-linked immunosorbent assay » : essai par

immunosorbant lié à une enzyme

« green fuorescent protein » : protéine verte

fluorescente.

« latency associated peptide » : peptide associé à la

latence.

« latent TGF-p binding proteins » protéines de liaison

du TGF-p latent.

« multiplicity of infection » : multiplicité d'infection.

« platelet-derived growth factor-BB » : facteur de

croissance plaquettaire.

« transforming growth factor-beta » : facteur de

croissance transformant-beta type 1 à 3.

« transforming growth factor-beta receptor» :

récepteur de type 1 à 3 du TGF-p.

nom donné à la famille élargie des protéines

homologues de Sma chez C. elegans et de Mad

chez Drosophila.
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1.1 ANÉVRISMES INTRACRÂNIENS

1.1.1 Démographie

Les anévrismes se retrouvent fréquemment au niveau de la circulation

intracrânienne. En Amérique du Nord, approximativement 1 à 8% de la

population porte un anévrisme intracrânien asymptomatique. La rupture

de l'anévrisme cause une hémorragie cérébrale, un événement qui

survient chez 28 000 patients par an1'2. Cette incidence est probablement

sous-estimée : un tiers des patients décède avant l'amvée à l'hôpital.

L'âge moyen de la rupture anévrismale se situe autour de 45-50 ans, avec

une légère prépondérance féminine ' . La rupture anévrismale est très

rare voire exceptionnelle chez l'enfant.

1.1.2 Pathologic

Les anévrismes intracrâniens sont classifies, selon leur apparence

morphologique, en trois catégories : les anévrismes sacculaires, les

anévrismes fusiformes et les anévrismes disséquants. Les anévrismes

intracrâniens les plus communs sont les anévrismes sacculaires qui

correspondent à une distension kystique localisée de la paroi d'un

vaisseau. Ils prennent généralement origine à une bifurcation artérielle ou

de façon plus occasionnelle sur la paroi latérale d'une artère non

ramifiée . La majorité des anévrismes sont des anévrismes vrais, c'est-à-
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dire qu'ils contiennent au moins quelques couches habituellement

retrouvées dans la paroi des artères normales. Typiquement, la média et

le feuillet élastique de l'artère normale prennent fin au collet de

l'anévrisme; en conséquence la paroi de l'anévrisme proprement dit ne

contient que l'intima et l'adventice7' 8' g. Un caillot plus ou moins organisé

est parfois présent dans la lumière de l'anévrisme. Des modifications

dans les fibres élastiques sont souvent perceptibles à l'autopsie, au

niveau de la paroi des artères non anévnsmales chez le même sujet10.

1.1.3 Étiopathogenèse

La pathogenèse de la majorité des anévrismes intracrâniens n'est pas

connue. Il est généralement accepté que des facteurs acquis, tels un

stress hémodynamique, joueraient un rôle important dans le

développement des anévrismes11' 12. De plus, des facteurs génétiques
semblent aussi prédisposer à la formation d'anévrismes intracrâniens. De

nombreuses maladies héréditaires du tissu conjonctif y sont associées

telles que le syndrome d'Ehlers-Danlos de type IV, le syndrome de

Marfan, la neurofibromatose de type l et la polykystose rénale autosomale

dominante13. De plus, une surincidence familiale est reliée à la formation

d'anévrismes intracrâniens sans toutefois être associée à une quelconque

maladie du tissu conjonctif14 L'augmentation de la fréquence des
anévrismes peut aussi être reliée à d'autres conditions, telles que les
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maladies cardiaques congénitales, la dysplasie fibromusculaire, l'anémie

à hématies falciformes ou des facteurs à risques environnementaux

comme le tabagisme15'16'17' 18. Ils peuvent aussi être d'origine mycotique

ou traumatique, mais ces causes sont exceptionnelles .

Certaines anomalies moléculaires sont caractéristiques de la paroi

anévrismale. Par exemple, on retrouve une déficience en collagène de

type m comparativement aux vaisseaux intracrâniens normaux, ce qui

pourrait être attribuable à une augmentation de l'activité des

métalloprotéinases de la matrice (MMPs). En plus d'une désorganisation

des protéines de la membrane basale, il peut y avoir chez certains

patients atteints une expression anormale des facteurs de croissance liés

à l'angiogenèse20.

u

Bien que de nombreuses maladies soient associées à la formation

d'anévrismes, il semble que la majorité soit due à un stress

hémodynamique, une lésion initiale ou un stress mécanique provoqué par

une hypertension vasculaire, une plaque d'athérome ou autres, induisant

des changements dégénératifs à l'intérieur même de la paroi. Ils prennent

généralement origine au niveau d'une zone de moindre résistance de la

paroi artérielle, où le stress hémodynamique est à son maximum, et

progresse lentement vers la formation de l'anévrisme proprement dit ' 21.

l
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Le flux sanguin intra-anévrismal est un phénomène important qui

contribue à la croissance et éventuellement à la rupture de l'anévrisme.

Les régions de forte pression dépendent du flux sanguin entrant dans

l'anévrisme qui sont déterminées par la géométrie de la lésion et par le

débit sanguin dans l'embranchement. Typiquement, la trajectoire du flux

sanguin comprend trois zones distinctes et caractéristiques au niveau d'un

anévrisme dit « latéral » : a) la zone d'entrée qui se situe à la paroi distale

du collet, b) la zone de sortie qui est proximale au collet et e) la zone

centrale de circulation circulaire lente22' 23'24. La trajectoire est beaucoup

plus complexe et difficile à prédire dans les anévrismes de bifurcation.

Comme la formation des anévrismes est un phénomène progressif, ils ont

tendance a prendre de l'expansion avec le temps25.

1.1.4 Manifestations cliniques

La majorité des anévrismes intracrâniens demeurent asymptomatiques

jusqu'au jour de leur rupture. Cette rupture cause une hémorragie sous-

arachnoïdienne qui est la première manifestation de la présence d'un

anévrisme chez 85-95% des patients et dont l'expression clinique est

variée, allant de la céphalée au coma profond26. De nombreux

symptômes peuvent parfois mener à la découverte d'un d'anévrisme

intracrânien avant sa rupture : une paralysie survenant au niveau du

0
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visage, une dilatation des pupilles, une perte du réflexe photomoteur, des

douleurs au niveau des orbites, une cervicalgie postérieure .

1.1.5 Complications d'une rupture anévrismale

De 30 à 50% des ruptures anévrismales conduisent au décès du malade

avant toute intervention médicale ou chirurgicale. Si le patient survit à

l'hémorragie, il est exposé à un certain nombre de complications. Bien

que la rupture anévrismale soit extrêmement brève et que l'hémostase de

la brèche survienne de façon instantanée, elle demeure très fragile28' 29.

La récidive hémorragique est maximale dans les premiers jours qui

suivent la rupture initiale, ce qui explique la nécessité d'un traitement

chirurgical ou endovasculaire précoce. Le vasospasme artériel est une

complication majeure de l'hémorragie sous-arachnoïdienne, qui peut

survenir à partir du quatrième jour. Il s'agit d'une réduction du calibre

artériel qui peut demeurer localisée au niveau de l'artère porteuse de

l'anévrisme ou être plus diffuse. La baisse d'imgation dans le temtoire

concerné par le vasospasme peut-être responsable d'une ischémie

cérébrale30' 31. D'autres déficits neurologiques peuvent survenir suite à

une complication de l'hémorragie telle que l'hydrocéphalie aiguë ou

l'hypertension intracrânienne32.

u
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1.1.6 Traitement chirurgical et approche endovasculai re

Historiquement, la chirurgie des anévrismes a débuté au cours des

années 30. Il s'agissait alors, soit d'enrober le sac anévrismal avec des

lambeaux musculaires, soit de ligaturer la carotide. Ce n'est qu'après la

seconde guerre mondiale que l'on a commencé à exclure l'anévrisme lui-

même par une ligature, puis par la mise en place d'un clip. Depuis, les

techniques de dissection se sont nettement améliorées grâce aux progrès

de la neuroanesthésie d'une part et à l'apparition du microscope

opératoire de l'autre. Aujourd'hui, la chirurgie est le traitement classique

des anévrismes intracrâniens. L'objectif de la chirurgie est de poser un ou

plusieurs clips sur le collet anévrismal après une dissection précise du

vaisseau porteur et du collet, afin d'exclure totalement l'anévrisme de la

circulation33. La chirurgie comporte des risques de complications (rupture

peropératoire, ischémie cérébrale, etc.), entre autres, chez les patients

trop malades ou âgés, ou encore chez les patients porteurs d'anévrismes

plus difficilement opérables tels que les anévrismes carotido-ophtalmiques

ou basilaires situés à des endroits moins faciles d'accès34' 5' 36.

0

La nécessité d'une alternative thérapeutique moins invasive a conduit au

développement de rapproche endovasculaire. Son principe repose

aujourd'hui sur l'occlusion de l'anévrisme par des microspires métalliques

(coils) ou des microspires en platine détachables (GDCs, « Guglielmi
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•n Detachable Coils ») qui sont mises en place dans la lumière anévrismale

par un microcathéter introduit par voie fémorale37' 38. Les principaux

avantages de cette méthode résident en l'absence de craniotomie, de

rétraction du parenchyme cérébral et de manipulation des vaisseaux

cérébraux. Ce traitement réussi à prévenir le resaignement en phase

aiguë. Malheureusement, il est incomplet dans 50% des cas, et mène à

des récidives précoœs chez au moins 20% des patients, ce qui nécessite

un retraitement souvent inefficace et risqué35. À l'heure actuelle, environ

10% des patients sont traités par voie endovasculaire. Un nombre

beaucoup plus élevé (60-80%) pourrait en bénéficier, si le problème des

récidives était diminué, en favorisant la guérison au collet des anévrismes

(figure 1 ).

'^figfyiiiiQigisiii^^
llltljllllllfllllllll,llll^l^^
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1111111111
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Figure 1 : Angiographie d'une récidive clinique d'un anévrisme intracrânien.

Récidive 2 ans après traitement endovasculaire d'un anévrisme intracrânien traité à

l'aide de filaments de platine. (->-) zone de récidive.
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1.1.7 Formation néointimale, guérison vasculaire après

embolisation et récidive

Les phénomènes de guérison vasculaire, responsables du rétablissement

de l'intégrité de la paroi, impliquent la formation d'un thrombus au sein de

l'anévrisme, la migration et la prolifération de CMLVs ou myofibroblastes

ainsi que la synthèse et la sécrétion de matrice extracellulaire. La

collagénisation et l'endothélisation du thrombus se font simultanément.

Les cellules endothéliales, qui normalement maintiennent la paroi

vasculaire non thrombogène, migrent rapidement à la surface du caillot

suivant un mécanisme analogue à celui retrouvé lors de l'angiogenèse ce

qui conduit à la formation de fentes de recanalisation croissantes

responsables de récidives . Ainsi, l'amélioration de la guérison des

anévrismes intracrâniens vise généralement à : 1) diminuer la

recanalisation du thrombus et 2) stimuler la formation de la néointima au

collet des anévrismes traités par embolisation.

0

Des études in vivo ont déjà montré l'efficacité des facteurs de croissance

ou de greffes cellulaires à stimuler la formation néointimale au collet des

anévrismes. Des cellules prélevées deux semaines après embolisation,

au collet des anévrismes porcins, conduisent à des cultures de cellules

exprimant l'a-actine. Ces cellules ressemblent et se comportent comme

des cellules néointimales prélevées de carotides soumises à une
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angioplastie et elles répondent favorablement in vitro aux facteurs de

croissance classiques associés à la formation néointimale, soient le

PDGF-BB et le TGF-Pi ' . Ces facteurs de croissance, délivrés

localement par des éponges intra-anévrismales, ont permis d'épaissir la

néointima de façon significative au collet des lésions traitées. Par contre,

le modèle canin a une forte tendance à récidiver, même suite à l'ajout de

facteurs de croissance délivrés localement. La greffe de cellules

prélevées de la média des artères fémorales, au niveau de l'anévrisme à

permis d'augmenter l'épaisseur néointimale au collet des anévrismes

traités et réduisent l'incidence de récidives42 (figure 2).

m * ^. .^
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Figure 2 : Récidives d'anévrismes expérimentaux.
Macrophotographies du collet (A) et tranche d'une section axiale (B) d'un
anévrisme traité avec une éponge de coltagène montrant le collet perméable et
la recanalisation au pourtour de l'éponge. Un mécanisme identique pourrait
expliquer la récidive au collet d'un anévrisme traité avec les coils (C) utilisés en
pratique courante.

0
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1.2 ANÉVRISMES INTRACRÀNIENS ET CELLULES MUSCULAIRES

LISSES VASCULAIRES

1.2.1 Généralités

Dès le début du XXième siècle les CMLs ont été cultivées in vitro. Champy

fut le premier à publier des notes préliminaires décrivant ces cellules

allongées avec fibrilles, perdant cette caractéristique morphologique suite

à la répétition mitotique43. Par la suite, Laqueur a noté des contractions

spontanées dans les expiants viscéraux de CMLs, puis Lewis et Lewis ont

décrit une coloration mitochondriale pour les CMLs ' . Ce n'est que

plus tard que l'attention a été portée sur les cultures de CMLVs et la

caractérisation des mécanismes cellulaires sous-jacents.

La fonction première des CMLVs matures est de maintenir le tonus

vasculaire en réponse à une variété de stimuli hormonaux et

hémodymamiques : stmcturellement cette fonction se traduit par la

presence de filaments contractiles dans 75% du volume cytoplasmique et

d'une petite quantité d'organelles situées dans la région périnucléaire46.

Les CMLVs différenciées, retrouvées dans la média des vaisseaux

sanguins normaux, présentent un niveau prolifératif et une production de

protéines de la matrice peu élevés. Ces processus de prolifération et de

sécrétion s'accélèrent pendant le développement du système vasculaire

0
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et le remodelage vasculaire. Une transformation phénotypique des

cellules est nécessaire afin qu'elles puissent accomplir leurs nouvelles

fonctions .

1.2.2 Modulation phénotypique des CMLVs et guérison

vasculaire

Lors des phénomènes de guérison enclenchés par des traumatismes

variés, les CMLVs subissent des changements phénotypiques leurs

permettant d'accomplir des fonctions non-contractiles, incluant la

replication, la migration ainsi que l'élaboration et la dégradation de

protéines de la matrice extracellulaire . Les premières hypothèses,

évoquant le concept de modulation phénotypique des CMLVs, reviennent

à Wissler en 1967, qui présumait que les CMLVs étaient le seul type

cellulaire de la média artérielle. Cette modulation phénotipyque, suivant

cette hypothèse, était une composante pathologique importante de

l'athérosclérose49. Le concept a été supporté par les découvertes

subséquentes voulant que les cellules de la média artérielle dispersées

enzymatiquement et mises en culture adoptent les propriétés des cellules

moins différentiées ainsi que les caractéristiques des CMLVs retrouvées

dans les lésions vasculaires50' 51' 52. Dès lors, le paradigme prévalant

voulait que les CMLVs dans des conditions de stress perdent leur fonction

contractile et acquièrent une fonction synthétique, tout en gardant la

u
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possibilité de revenir à leur état contractile plus spécialisé. Par exemple,

les CMLVs seraient en grande partie responsables de la formation

néointimale retrouvées dans la resténose53. Cependant, la relation entre

la differentiation et la prolifération des CMLVs n'est pas définitive et ne

peut être définie comme étant une relation mutuellement inclusive ou

exclusive . Bien que des changements d'expression des marqueurs de

differentiation, tels que la chaîne lourde et la chaîne légère de la myosine

ainsi que la protéine a-actine du muscle lisse, aient parfois été identifiés

et reliés au phénotype mitotique, il n'y a pas d'évidence absolue qu'elles

retournent à un état pluripotentiel : il s'agit plutôt d'une modulation

phénotypique passant d'un état contractile prédominant à un état

mitotique ou synthétique predominant54'55' 56'57,

L'expression du phénotype synthétique des CMLVs impliquant la

proliferation, la migration et la synthèse de composantes matricielles

constitue une caractéristique essentielle des CMLVs impliquées dans le

phénomène de guérison des anévrismes traités par embolisation. Si la

presence de ces cellules mésenchymateuses a-actine positive est bien

démontrée en pathologie et en culture in vitro du tissu néointimal retrouvé

au collet des anévrismes, la provenance de ces cellules au cours du

remodelage vasculaire demeure hypothétique. Il pourrait s'agir de CMLVs

migrant de la paroi artérielle ou de l'anévrisme, de myofibroblastes en

u
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provenance de l'adventice, ou encore de cellules souches circulantes à

destinée mésenchymateuse capables de se différencier en réponse à un

stimulus environnemental ou à des facteurs de croissance (comme le

PDGF-BB) et d'envahir le thrombus. Quelle que soit leur origine, ou leur

nature, le rôle premier de ces cellules est de produire du cotlagène afin de

remplacer le thrombus par un tissu cicatriciel plus définitif ' ' • • .

1.2.3 Matrice extracellulaire, collagène et guérison des

anévrismes

Une grande diversité de macromolécules sont répertoriées au niveau de

la matrice extracellulaire. Ces molécules participent aux échanges

permanents existant entre les cellules et entre la matrice et les cellules.

L'assemblage de ce réseau de macromolécules confère au tissu

conjonctif des propriétés biomécaniques et fonctionnelles variées bien

ajustées à leurs fonctions. La matrice extracellulaire est un assemblage

complexe de collagène, d'élastine, de glycoprotéines et de protéoglycans.

Dans les artères adultes normales, l'interaction entre la matrice

extracellulaire et les CMLVs semble être importante pour le maintien de la

differentiation des CMLVs. La matrice ne régit pas seulement l'intégrité

mécanique de la paroi des vaisseaux sanguins, mais comporte tout un

repertoire de ligands solubles et insolubles capables d'induire au niveau

des cellules environnantes des signaux pour contrôler la prolifération, la

u
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migration, la differentiation et la survie cellulaire. En condition de

reconstruction artérielle, la matrice extracellulaire peut être rapidement

remodelée par une combinaison de synthèse, de dégradation

protéolytique et de régulation de l'assemblage des ces molécules

matricielles. Toutes ces actions réunies contribuent aux changements

dynamiques du comportement des CMLVs63'64'65.

Suite à l'embolisation d'un anévrisme intracrânien, la guérison dépend de

la formation d'une néointima au collet de l'anévrisme afin de sceller de

façon permanente rentrée de l'anévrisme. Comme il s'agit de fermer un

orifice, où la circulation sanguine se fait à haut débit, la formation du

thrombus et la migration des CMLVs sécrétant du collagène sont cruciales

à la formation de cette néointima. Le thrombus sert de matrice provisoire

pour l'invasion des CMLVs à la surface et à t'intérieur de l'agent

embotisant. En absence de cette matrice provisoire, les cellules ne

peuvent pas coloniser l'agent embolisant soumis à une forte circulation.

La formation néointimale est un processus nécessitant autant la présence

de la matrice provisoire que des CMLVs. Les CMLVs sont responsables

de l'élaboration d'un tissus cicatriciel riche en collagène au collet des

anévrismes traités par embolisation66.

0
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1.2.4 Le collagène de type l

Dans un contexte physiologique et pathologique, le collagène de type l est

sécrété dans le milieu extracellulaire sous forme soluble, le procollagène,

qui présente des extrémités polypeptidiques non-hélicoïdales. Ces

polypeptides sont ensuite clivés en présence de protéinases, aboutissant

à la molécule de collagène qui précipite spontanément en formant des

fibrilles.67 La taille et l'organisation des fibrilles à l'intérieur même de la

matrice extracellulaire est contextuelle et dépend de l'influence

mécanique, du stade de développement du tissu et de l'interaction avec

les autres molécules de la matrice. Néanmoins, ces fibrilles sont une

composante déterminante de la cicatrisation. Elles régissent également le

comportement des CMLVs68.

En condition normale, l'assemblage du réseau du collagène de la média

semble servir de barrière mécanique à la migration des CMLVs. Par

centre, une protéolyse locale du collagène augmente la mobilité des

CMLVs par les intégrines, en particulier a2?i . Des études in vitro

démontrent aussi que le collagène de type l peut être un substrat efficace

pour la migration des CMLVs par une synthèse de novo, qui permet

d'établir un nouvel environnement extracellulaire pour la migration . De

plus, de nombreuses études in vivo démontrent qu'à la suite d'une lésion

artérielle, les CMLVs synthétisent à nouveau du collagène et que cette

u
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expression coïncide avec la migration de CMLVs vers l'intima ' '

D'autre part, la synthèse et la sécrétion de coltagène de type l par les

CMLVs peuvent être stimulées par des facteurs de croissance, tels que le

TGF-pi, le PDGF-BB et I'IGF-1 « insulin-like growth factor-1» et

l'interleukine-175'76.

La guérison des anévrismes expérimentaux, d'après les premières études

in vivo, implique trois étapes consécutives soient : a) la coagulation et la

réponse inflammatoire; b) la migration et la prolifération des CMLVs qui

suivent rétablissement de la matrice provisoire formée par le thrombus et

e) la collagénisation de la matrice ainsi que le remodelage. Ces

mécanismes responsables de la réparation vasculaire peuvent être

modules afin de retrouver l'intégrité vasculaire77'78.

1.3 ANÉVRISMES INTRACRÂNIENS ET TGF-pi

0

1.3.1 Généralités

La coordination de la croissance et de la prolifération cellulaire, ainsi que

de la production et de la dégradation de la matrice extracellulaire,

permettent de maintenir l'homéostasie tissulaire. Les facteurs de

croissance et les cytokines agissent localement au niveau tissulaire, c'est

d'ailleurs ce qui les différencient des hormones qui, elles, agissent sur les
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cellules d'un organe à distance de leur site de production. L'effet du

facteur de croissance vers une réponse positive ou négative est influencé

par d'autres facteurs de croissance, l'état physiologique de la cellule cible

et la matrice extracellulaire environnante. Cette variabilité d'action permet

aux cellules et aux tissus d'avoir tout un répertoire de réponses pour un

même stimulus79' 80. Les facteurs de croissance modulent tous les

aspects du remodelage tissulaire, que celui-ci soit planifié, comme lors de

J'embryogenèse ou du développement, ou non planifié, mais ordonné,

comme lors d'une réparation tissulaire suite à une lésion, ou de façon

désordonnée, comme dans la carcinogenèse81' 82.

Le TGF-p doit son nom à sa capacité de permettre à des fibroblastes non

transformés de proliférer en suspension dans un milieu agar, propriété

caractéristique des cellules transformées83. Le TGF-pi joue un rôle

central dans la régulation d'une multitude de processus biologiques tels

que l'embryogenèse, l'organogenèse, la morphogenèse des os et des

cartilages, la vasculogenèse, la cicatrisation et l'angiogenèse,

l'hématopoïèse et la régulation du système immunitaire84'85.

1.3.2 Caractérisation moléculaire du TGF-pi

Le TGF-pi est un polypeptide homodimérique de 25 kD, appartenant à la

superfamille des TGF-p qui inclue les activines et les protéines
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morphogénétiques osseuses (BMP) (figure 3). Cinq isoformes ont été

identifiées, mais seulement trois d'entre elles sont présentes chez les

mammifères : TGF-pi, TGF- p2 et TGF-ps, qui possèdent de 70% à 76%

d'homologie.

t /

^^

Extrait : National cancer institute, laboratory of chemoprevention. A. Roberts Ph. D. 2001

Figure 3 : Schématisation du dimère de TGF-pi.

Chaque isoforme est extrêmement conservée entre les espèces (95% à

99%). Les peptides humains et murins ne diffèrent que par un seul acide

aminé^. Le gène de chaque isoforme se localise sur un chromosome
différent, mais possède la même organisation génomique soit sept exons

aux positions homologues.

0
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1.3.3 Origine cellulaire du TGF-pi

Les plaquettes sanguines sont la principale source de TGF-pi humain. Il

est contenu sous forme latente dans les granules a et libéré pendant la

dégranulation. En œndition normale, le TGF-pi est aussi produit et

sécrété en petite quantité par les cellules endothéliales, les CMLVs, les

fibroblastes, les leucocytes et les kératinocytes87' 88' 89. Dans le plasma

humain, la forme latente du TGF-pi a été identifiée comme étant un

complexe az-macroglobuline/TGFp90
1

1.3.4 Synthèse du TGF-pi

Un précurseur de 392 acides aminés est synthétisé et forme un dimère

stabilise par trois ponts disulfures. Il est sécrété par la majorité des types

cellulaires sous forme d'un complexe latent de poids moléculaire élevé

formé par : le TGF-(3 mature de 25 kD, le peptide LAP de 75 kD et une

glycoprotéine de 160-240 kD appelée LTBP . Sous cette configuration, il

ne possède aucune activité biologique .

0

Le TGF-p est généré à partir d'un précurseur homodimérique (pro-TGF-f

qui est clivé en son fragment C-terminal. Le complexe latent correspond

au TGF-p associé par des interactions non-covalentes au fragment N-

terminal du pro-TGF-p qui lui est défini œmme étant le peptide LAP.

Cette liaison forme un complexe au sein duquel le facteur est inactif. Par
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la suite, une protéine LTBP s'associe à LAP par la formation de un ou

deux ponts disulfures. L'association du TGF-p avec les protéines LAPs

est suffisante pour le rendre inactif, mais l'interaction avec LAP et LTBP

est essentielle pour moduler l'activité de chacune des isoformes. C'est

d'ailleurs LTBP qui assure l'ancrage du complexe latent dans la matrice

extracellulaire par sa liaison aux résidus mannose-6-phosphate du

récepteur du facteur de croissance à l'insuline de type II ou par d'autres

protéines de liaison glycosylées • (figure 4).

Dimère LAP

l\

Dimère TGF-^

LTBP

^<f

^'^̂
V̂T ,

\ /oaaaDDDDaaaa<=>Do<==>-GHah-2

••^-.a

N

"—.afe^

Q "EGF-like repeat"

0 "8-Cys repeat"

Matrice extracellulaire

Extrait : Haartman Institute. Jonna Kski-Oja. 2001.

Figure 4 : Schématisation de l'ancrage du complexe latent
TGF-pi/LAP/LTBP à la matrice extracellulaire.
« EGF-tike repeat » et « 8-Cys repeat » sont des motifs de liaison.
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1.3.5 Activation du TGF-pi

Le complexe latent TGF-pi/LAP/LTBP ne peut se lier aux récepteurs du

TGF-p. Le TGF-pi doit être activé dans le milieu extracellulaire, mais le

mécanisme exact de cette activation, qui constitue un élément

determinant du contrôle de ses effets biologiques, demeure inconnu. Des

études in vitro suggèrent que le lien entre le TGF-(3i mature et LAP peut

être rompu par divers traitements physicochimiques, enzymatiques ou par

clivages protéolytiques. Ainsi, la chaleur, un pH acide ou basique ainsi

que des détergents peuvent libérer le TGF-pi de son complexe inactif94'95.

Par voie enzymatique, plusieurs types de glycosidases et de sialidases

catalysent la libération du TGF-pi, in vitro . De plus, des protéases à

serine, plasmine ou catepsine D, dégradent le peptide LAP dans sa partie

N-terminale par clivage protéolytique97' 98. Un système de co-culture de

cellules endothéliales et de CMLVs ou de péricytes, a permis d'identifier

des composants d'une voie d'activation dépendante de la plasmine99' 100'
101

u

1.3.6 Récepteurs du TGF-pi

Le TGF-pi initie ses actions cellulaires en se liant à ses récepteurs. Trois

types de récepteurs ont été identifiés: TGF-pR I, TGF-pR II et TGF-pR III.

Les récepteurs de type l et de type II, respectivement de 65 KDa et

100 KDa, sont des récepteurs de signalisation qui comportent une courte
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région extracellulaire riche en cystéines, une hélice transmembranaire

hydrophobique et un domaine cytoplasmique avec une activité sérine-

thréonine kinase •103. Dans la majorité des cas, les récepteurs de type l

et II sont présents à la surface cellulaire. Le récepteur de type III est

quant à lui, aussi connu sous le nom de betaglycan. Il s'agit d'un

protéoglycan avec un important domaine extracellulaire, un domaine

transmembranaire simple et une courte queue cytoplasmique ne

possédant pas de motif de signalisation. Ce dernier peut interagir avec

la matrice extracellulaire par ses chaînes de glycosaminoglycans

extracellulaires et avec les trois isoformes du TGF-(3. Il constitue un

récepteur de stockage et présente le TGF-(3 aux récepteurs de

signalisation avec une affinité accrue102 D'autres protéines de liaison

pour le TGF-p telles que l'endogtine, la décorine, t'a2-macroglobuline et la

thrombospondine modulent l'accessibilité du ligand aux récepteurs de

signalisation104

u

1.3.7 Signalisation du TGF-pi

La voie classique de signalisation du TGF-p s'effectue par l'activation des

TGF-pR et des protéines Smads (figure 5). Brièvement, le TGF-p se lie

directement au TGF-pR II présent à la surface cellulaire en tant qu'homo-

oligomère. Cette liaison induit un changement conformationnel qui facilite

le recrutement du TGF-pR l et aussi la formation d'un complexe
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hétéromérique stable . Le complexe cytoplasmique du TGF-pR II

possède une activité sérine-thréonine kinase intrinsèque ce qui lui permet

d'etre constitutivement actif. Par transphosphorylation, Ie TGF-pR II

influe sur le TGF-pR I, ce qui constitue le point initial de la signalisation du

TGF-p et permet la transduction des signaux intracellulaires en amont.
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Adaptée de Sun Y. et al. Molecular Cell 4: 489-508 (1999).

Figure 5 : Voie de signalisation classique du TGF-pi.
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L'activité kinase du TGF-pR l et II est interdépendante et néœssaire pour

la transduction du signal par les protéines Smads. Ces substrats

intracellulaires sont fonctionnellement divisés en trois groupes distincts :

a) les R-Smads, régulés par les récepteurs, comprenant Smad 2 et Smad

3; b) le Co-Smad ou Smad 4, médiateur des R-Smads et e) les 1-Smads,

définis par Smad 6 et Smad 7, antagonistes de Smads. Les R-Smads

sont ancrés à la membrane cellulaire par leur interaction avec les

protéines SARA « Smad Anchor for Receptor Activation ». Suite à la

stimulation par le ligand, R-Smad est phosphorylé par le TGF-pR I et

forme un complexe hétéromérique fonctionnel avec Co-Smad. Le

complexe fonctionnel est ainsi acheminé au noyau où, en association

avec certaines protéines de liaison à l'ADN, il en résulte une régulation

positive ou négative des gènes cibles. Les 1-Smads, quant à eux, inhibent

la voie de signalisation du TGF-p par deux mécanismes. Smad 7 peut

interagir directement avec les R-Smads afin d'empêcher leur

phosphorylation par le TGF-pR l activé. Smad 6 peut interagir avec Co-

Smad en tant que compétiteur de R-Smad phosphorylé ou directement

avec le TGF-pR l activé afin d'empêcher la phosphorylation des R-

Smads104

u
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1.3.8 Activités biologiques du TGF-pi

Le TGF-pi est un facteur de croissance qui possède un large éventail

d'activités biologiques propices à la guérison des lésions vasculaires. Il

est à la fois chimiotactique, régulateur de la prolifération et de ta

differentiation cellulaire, de l'apoptose ou de la mort cellulaire et de la

synthèse de protéines de la matrice extracellulaire81.

Le TGF-pi possède un effet bifonctionnel sur la prolifération cellulaire. Il

peut être inhibiteur ou stimulateur selon le type cellulaire ou les conditions

environnantes. En effet, il inhibe la prolifération cellulaire de façon

réversible, dans la phase G1 du cycle cellulaire, des CMLVs, des cellules

endothéliales, des kératinocytes et des leucocytes87. D'autre part, il agit

en tant que mitogène indirect sur les fibroblastes en induisant la synthèse

et la sécrétion de PDGF-BB par voie autocrine .

0

Le TGF-pi favorise un dépôt significatif de protéines matricielles, en

augmentant leur synthèse et en diminuant leur protéolyse. Le TGF-pi est

un puissant stimulateur de la synthèse du procollagène de type 1, mais

aussi de la fibronectine, des protéoglycans, de la tenascine, de

l'ostéonectine, de l'ostéopondine, de la laminine et de la

thrombospondine. Il augmente aussi la synthèse de PAI-1 « plasminogen

activator inhibitor type 1 », de TIMP « tissue inhibitor of

!
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metalloproteinases » et des intégrines82' 107. Il induit aussi une diminution

de synthèse de l'activateur du plasminogène, des MMPs et de la

transine108'109.

Le TGF-pi favorise la migration des CMLVs, stimule l'activité synthétique

des protéines matricielles, inhibe la protéolyse et la migration des cellules

endothéliales. Il influence de nombreux aspects du remodelage

vasculaire et œntribue à l'initiation ainsi qu'à la progression du processus

de guérison des lésions vasculaires.

1.4 LA THÉRAPIE GÉNIQUE

1.4.1 Généralités

La thérapie génique consiste en un transfert d'acides nucléiques dans les

cellules afin d'induire la production de protéines thérapeutiques

spécifiques. En général, les acides nucléiques transférés sont de l'ADN

ou de l'ARN, codant pour te produit d'un gène ou une protéine. Un gène

absent ou de structure défectueuse qui modifie la conformation ou la

composition des protéines produites par la cellule, peut causer certaines

maladies héréditaires telle que la mucoviscidose110. Dans ces maladies,

la thérapie génique peut viser le remplacement du gène défectueux

nécessitant une expression stable du transgène. Cette thérapie peut

u
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également s'adresser à un gène spécifique déjà présent dans l'organisme,

par l'effet d'une surexpression ou d'une suppression de ce gène

spécifique, ce qui peut modifier le déroulement de la maladie ou

revolution d'un processus physiologique. Généralement, ce type de

thérapie génique ne requiert qu'une expression transitoire du trangène.

1.4.2 Voie d'administration et vecteur

L'efficacité d'une approche par thérapie génique exige un niveau

significatif de transfert et une expression du gène recombinant en quantité

thérapeutique mais non toxique. L'accomplissement optimal du transfert

génique dépend de trois facteurs : l'accessibilité de la cellule cible,

l'intégration du vecteur dans la cellule cible et l'habileté de la cellule cible

à exprimer le gène d'intérêt111.

L'accessibilité à la cellule cible est un des facteurs déterminants du

succès d'une thérapie génique. Elle dépend souvent d'un choix judicieux

de la voie d'administration du vecteur. Le modèle à l'étude dicte souvent

rapproche la plus appropriée. Par exemple, une administration

systémique ou intraveineuse du vecteur ne permet pas une spécificité

tissulaire • alors qu'une administration bronchoscopique ou

intramyocardique permet un traitement ciblé . Une administration

u
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péritumorale ou intrapéritonéale a souvent été utilisée dans des études

précliniques115'116.

Une alternative à toutes ces techniques directes in vivo et in situ, est

rapproche ex wVo. Cette technique consiste à prélever les cellules cibles

du patient, à effectuer un transfert génique in vitro et à réintroduire les

cellules dans l'organisme117. Cette approche comporte de nombreux

avantages comparativement au transfert direct. Tout d'abord, le transfert

est effectué dans un environnement contrôlé in vitro, où l'efficacité du

vecteur peut être optimisée. Une population purifiée de cellules exprimant

le gène recombinant peut être sélectionnée avant d'etre réintroduite dans

l'organisme. Le niveau d'expression du gène ainsi que l'identité des

cellules cibles peuvent être mesurés et vérifiés. Il est aussi possible de

déterminer l'effet du transfert viral sur le phénotype des cellules cibles

avant la transplantation . Cette méthode a d'ailleurs été mise à

l'épreuve dans le cadre d'une étude visant à démontrer le rôle des CMLVs

dans le processus de guérison des anévrismes. Le vecteur employé pour

les fins de cette étude était un adénovirus exprimant la protéine

fluorescente verte (GFP) servant de marqueur cellulaire

u
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1.4.3 Le vecteur de transfert

Les caractéristiques intrinsèques du vecteur et de la cellule cible doivent

être bien définies pour optimiser le transfert. Le vecteur idéal devrait

posséder les attributs suivants : être simple, avoir une haute efficacité de

transfection, peu ou pas de toxicité, une insertion stable, une

immunogénicité négligeable et une expression prolongée118. Pour le

moment, aucun système ne possède toutes ces caractéristiques, donc les

critères de sélection du vecteur sont dictés par le modèle étudié.

Il est important de considérer la spécificité d'intégration du vecteur, car

certains d'entre eux possèdent un tropisme cellulaire spécifique qui

nécessite parfois des modifications des protéines de la surface virale.

Afin de cibler artificiellement un type cellulaire, un ligand peut être attaché

à la capside virale, par des anticorps ou par des méthodes chimiques119'

120 De plus, une modification du gène de ['enveloppe virale peut

permettre d'exprimer une protéine chimérique et d'altérer le tropisme

tissulaire121. Une autre approche consiste à modifier le motif de liaison

des protéines du manteau viral afin d'augmenter la spécificité de liaison à

la cellule cible122.

Un autre facteur déterminant du succès de la thérapie génique est la

capacité de la cellule cible à exprimer le gène recombinant suite à un
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transfert efficace. L'emploi d'un promoteur ubiquitaire hétérologue tissu

ou cellule spécifique permet d'optimiser le niveau d'expression du gène et

d'augmenter la spécificité d'expression123'124' 125'126' 127' 128. Le promoteur

et l'amplificateur du cytomégalovirus humain est le plus souvent employé,

car il est initié en trans, par des facteurs de transcription présents dans le

noyau, permettant d'obtenir une expression constitutive et efficace du

gène recombinant. Il est un des plus forts promoteurs connus et ne

nécessite l'insertion que de quelques paires de bases (380pb) au sein du

vecteur129'130.

Le vecteur sélectionné doit permettre d'obtenir un effet thérapeutique plus

ou moins persistant. Une expression de longue durée nécessite un

vecteur capable de s'intégrer dans le génome, tel que le rétrovirus131.

Cependant, il est associé à des risques de cytotoxicité et de mutagénèse

insertionelle. Par contre, un vecteur comme l'adénovirus permet une

expression à plus court terme car il demeure épisomal et donc susceptible

à la degradation132'133.

u

Le modèle étudié détermine de facto le choix du vecteur ainsi que le

temps d'expression voulu. Généralement, les phénomènes de guérison

des anévrismes intracrâniens ou leurs déficiences s'observent dans les

trois semaines suivant l'embolisation 2. Une expression protéinique
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exogène efficace au sein de l'agent embolisant serait donc cruciale dès le

début du traitement afin de stimuler rapidement le processus de formation

néointimale. Une expression transitoire serait suffisante et même requise

pour ne pas entraîner d'hyperplasie intimale à long terme.

1.4.4 Adénovirus et vecteur adénoviral

Les membres de la famille des adénovirus {Adenoviridae) sont des virus

non-enveloppés, à ADN bicaténaire linéaire, d'approximativement 36 kb.

La configuration génomique de l'adénovirus se divise en deux régions, les

gènes précoces (E1 à E4) et les gènes tardifs (L1-L5), déterminés selon le

moment de l'initiation de la replication de l'ADN. L'expression des gènes

viraux est dépendante des facteurs de transcription cellulaire et de

l'expression de la région virale E1. La région E3 code pour des protéines

virales qui règlent l'immunosurveillance in vivo. Le cycle lytique de

l'adénovirus est caractéristique : il se lie aux récepteurs adénoviraux

présents sur un grand nombre de cellules de mammifères telles que les

CMLVs et il s'insère dans la cellule par endocytose assistée. Les

protéines de la capside lui permettent d'échapper à la dégradation

lysosomiale et d'exporter l'ADN viral vers le noyau. Dans le noyau, il

persiste sous forme non-intégrée. Qu'il s'agisse d'une cellule mitotique ou

post mitotique, lors de son cycle lytique, le génome viral se réplique en

plusieurs milliers de copies par cellule. Il existe plus de 40 sérotypes

u
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d'adénovirus et chez l'humain, la majorité d'entre eux cause une infection

bénigne des voies respiratoires134.

Les sérotypes 2 et 5 (Ad-2 et Ad-5) ont été utilisés pour développer les

vecteurs adénoviraux . La deletion des gènes E1A et E1B du génome

viral le rend incapable de se répliquer. Ils sont alors produits par

recombinaison homologue dans les cellules 293 ou toute autre lignée

cellulaire qui contient une copie intégrée du gène E1 de l'adénovirus1 .

Cette première génération d'adénovirus recombinant permet d'introduire

environ 6,5 kb d'ADN complémentaire, sous le contrôle d'un promoteur

hétérologue. De cette façon, le vecteur viral est relativement stable et

peut-être purifié à très haut titre, soit 1010 à 1012 particules virales par

millilitre. De plus, le vecteur adénoviral demeure épisomal même lors de

sa replication. Ainsi l'introduction de mutations ou de déreglages

cellulaires par intégration aléatoire dans le génome est peu fréquente.

Malgré tous ces avantages, certaines propriétés intrinsèques des vecteurs

sont restrictives136. Dans la majorité des modèles, l'expression génique

est transitoire, généralement moins de trois semaines, et une réaction

inflammatoire est observée dans l'organe exprimant le transgène.

Cependant, lors de thérapies vasculaires une expression à court terme est

suffisante pour obtenir l'effet thérapeutique désiré. La réponse

immunitaire due aux protéines virales et l'expression transitoire du

u
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transgène, demeurent les restrictions majeures de l'utilisation de ces

vecteurs de première génération 7.
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2.1 HYPOTHESES

Les anévrismes intracrâniens peuvent être traités par voie endovasculaire,

une approche thérapeutique moins invasive que la chirurgie. L'inefficacité

à moyen terme, la persistance de collets résiduels et les risques associés

à la récidive représentent les contraintes actuelles qui limitent le potentiel

thérapeutique de ce traitement par voie endovasculaire. Les modèles

animaux qui reproduisent la récidive sont associés à une formation

néointimale déficiente et à une recanalisation persistante au collet des

anévrismes. La formation d'une néointima succède à la migration et à la

proliferation des CMLVs au sein du thrombus. Cette formation

néointimale doit se compléter avant la migration des cellules endothéliales

associées à recanalisation afin de permettre la guérison complète des

anévrismes (figure 6).

2.1.1 Les CMLVs, seules cellules présentes dans la média artérielle,

semblent participer à la formation néointimale. Malgré les

controverses existantes concernant l'origine et la nature précises

des cellules néointimales, la greffe de CMLVs autologues sera

utilisée pour favoriser la formation d'une néointima épaisse au

collet des anévrismes traités, sans encourir des risques de rejet.

<J
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Guérison ou recanalisation après embolisation
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Figure 6 : Schématisation de la guérison ou de la

recanalisation d'un anévrisme après l'embolisation.
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2.1.2 Le TGF-pi est susceptible d'améliorer la guérison des

anévrismes et de diminuer la recanalisation reliée au problème de la

récidive. Le TGF-pi est un facteur de croissance pléiotropique qui

influence de nombreux aspects du remodelage vasculaire. Il contribue

aussi à l'initiation et à la progression du processus de guérison des

lésions vasculaires. Il est l'instigateur le plus puissant de l'activité

biosynthétique matricielle des CMLVs et l'inhibiteur de la prolifération des

cellules endothéliales.

2.1.3 L'élaboration d'un agent embolisant comportant des CMLVs

surexprimant le TGF-pi est susceptible de favoriser la guérison

complète des anévrismes et d'améliorer les résultats

angiographiques à long terme. Une thérapie génique ex wVo est

rapproche thérapeutique choisie pour rallier tous les éléments clés de

notre projet.

2.2 BUT DU PROJET DE RECHERCHE

(J

Le but de ce projet est d'améliorer la guérison des anévrismes

expérimentaux par une greffe autologue de CMLVs modifiées

génétiquement in vitro, à l'aide d'un vecteur adénoviral surexprimant le

TGF-pi. L'amélioration de la guérison anévrismale permettrait de
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favoriser les résultats à long terme du traitement endovasculaire des

anévrismes.

2.3 OBJECTIFS SPÉCIFIQUES

La réalisation de ce projet de recherche implique les étapes

suivantes (résumé, tableau I, page 39) :

In vitro : caractérisation des CMLVs.

2.3.1 Caractérisation de la synthèse d'ADN et de la prolifération cellulaire

des CMLVs, en réponse à des facteurs de croissance généralement

associés à la formation néointimale, soient le TGF-pi et le PDGF-BB ;

2.3.2 Caractérisation et comparaison des CMLVs transfectées avec les

vecteurs adénoviraux AdTRS-TGFbetaDCGFP ou AdTR5-GFPq (vecteur

contrôle) à diverses MO 1s ;

2.3.2.1 Efficacité de transfection, qualifiée en microscopie à

fluorescence et quantifiée par dosage protéique de la

sécrétion deTGF-pi.

2.3.2.2 Seuil de toxicité cellulaire observé en microscopie à

fluorescence, et déterminé par synthèse d'ADN et

proliferation cellulaire.

2.3.2.3 Efficacité biologique du TGF-pi sécrété par les

CMLVs transfectées, déterminée par synthèse de

u
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collagène et test d'inhibition de croissance avec ta

lignée cellulaire MLEC-32.

2.3.3 Visualisation en microscopie à fluorescence des CMLVs

ensemencées sur éponges de collagène.

In vivo : embolisation des anévrismes.

2.3.4 Greffes in situ d'éponges de collagène ensemencées de CMLVs

autologues transfectées avec le vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP du côté

traité et avec le vecteur AdTRS-GFPq du côté contrôle. L'étude comporte

3 groupes expérimentaux (1, 2 et 3 semaines);

2.3.4.1 Efficacité biologique du TGF-pi sur la guérison de

l'anévrisme documentée par angiographie,

macrophotographie et histopathologie;

2.3.4.2 Rétention du gène rapporteur qualifiée en

microscopie à fluorescence et quantifiée par

dosage de l'expression du transgène.

u
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Etapes in vitro : caractérisation des CMLVs

Culture primaire des CMLVs

\
CMLVs transfectées
avec vecteurs TGF-pi
ouGFP

CMLVs ensemencées
sur éponge de collagène

l
->

Effets du TGF-Pi et
du PDGF-BB

Efficacité à
diverses MOIs

Toxicité

Efficacité biologique

Efficacité
d'ensemencement des
CMLVs

a) synthèse d'ADN
b) prolifération cellulaire

a) microscopie à fluorescence
b) dosage du TGF-pi

a) synthèse d'ADN
b) prolifération cellulaire
e) microscopie à fluorescence

a) synthèse de collagène par
CMLVs

b) test d'inhibition de
croissance avec MLEC-32

a) microscopie à fluorescence

Etapes in vivo : embolisation des anévrismes

Greffe in situ des éponges
de collagène ensemencées
(3 groupes expérimentaux :
1, 2 et 3 semaines)

•>• Rétention du gène
Rapporteur

Efficacité biologique
sur la guérison des
Anévrismes

a) microscopie à fluorescence
b) immunobuvardage

a) score angiographique
b) histopathologie
e) macrophotographie

Tableau I : Résumé des objectifs spécifiques

u
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3.1 CULTURES CELLULAIRES

3.1.1 Culture primaire des CMLVs

La culture primaire des CMLVs est effectuée à partir d'artères fémorales

gauches canines, utilisées dans le laboratoire, selon la méthode de

Ross138. Brièvement, l'artère est prélevée en conditions stériles et

maintenue dans du DMEM riche en glucose (Dulbecco's Modification of

Eagle's Medium, Wisent) additionné de 10% de serum foetal bovin (FBS,

Wisent), 100 U/ml de pénicilline (Wisent) et 100 U/ml de streptomycine

(Wisent). L'artère est ensuite nettoyée et mécaniquement

désendothélialisée puis coupée en expiants de 1 x 1 mm. Chaque expiant

est déposé dans 1 puits d'une plaque de 24 contenant 20 [x\ de DMEM.

Suite à une période d'adhésion de 2 heures à 37°C , 500 i^l de milieu frais

est ajouté. Les expiants sont enlevés 1 semaine plus tard et le milieu est

changé. L'expansion cellulaire œntinue pendant 1 semaine en plaque et

ensuite en flasques de 175 cm3 Des cellules entre les passages 1 à 7

sont utilisées pour toutes les expériences.

u

3.1.2 Culture des lignées cellulaires

Les cellules épithéliales de poumon de vison, soient les MLEC-32

(offertes généreusement par Dr Bernard Massie, Institut de recherche en

biotechnologie du Canada), soient les Mv1Lu (CCL-4; American Type

Culture Collection, Manassas, Va.) sont cultivées dans du DMEM



n
43

additionné de 10% FBS, 100 U/ml de pénicilline et 100 U/ml de

streptomycine, en flasques de 175 cm .

3.1.3 Infection virale

Deux vecteurs adénoviraux sont utilisés pour les expériences in vitro et in

vivo : le vecteur AdTRS-GFPq qui surexprime la GFP et le vecteur AdTRS-

TGFbetaDCGFP qui surexprime le TGF-pi et la GFP dans une

configuration discistronique. Le gène d'intérêt du vecteur discitronique est

clone dans la position du premier cistron. Les deux cistrons sont séparés

par un site d'entrée interne pour les ribosomes (1RES) du virus de

l'encéphalomyocardite. L'expression génique des deux vecteurs est sous

le contrôle du promoteur régulé par ta tétracycline (TR5) (figure 7).
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Adaptée du catalogue de Q-Biogene.
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Figure 7 : Représentation schématique
du vecteur de transfert adénoviral

AdTRS-TGFbetaDCGFP.
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Pour que le système soit actif et fonctionnel, une expression constitutive

du transactivateur à la tétracycline, produite par le vecteur AdCMV5-tTA

est nécessaire. Une infection avec une MOI égale, entre le vecteur

constitutif et le vecteur inductible, permet une efficacité maximale de

['expression du gène inductible. Les vecteurs adénovims purifiés nous

ont été généreusement donnés par DR Bernard Massie. Les CMLVs

ensemencées dans une flasques de 175 cm3 sont infectées, à la MOI

désirée, suite à une incubation de 2 heures à 37°C, avec le vecteur

AdTRS-GFPq (6,5 x 1010 pfu/ml) ou le vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP

(1,7 x 1011 pfu/ml) ainsi que le vecteur AdCMVS-tTA (1,2 x 1012 pfu/ml).

Pendant la période d'absorption, une quantité minimale de milieu est

employée (5ml) et une agitation mécanique est requise toutes les 15

minutes. L'efficacité de l'infection est vérifiée 48 heures post-infection en

microscopie à fluorescence par un rapport du décompte cellulaire

(nombre de VSMCs en lumière fluorescente/nombre de VSMCs en

lumière normale) à une magnification de 40X et de 100X. L'intensité de

l'infection est mesurée de façon arbitraire par comparaison visuelle entre

les diverses MOIs.

u

3.1.4 Ensemencement des CMLVs sur éponges de collagène

Après la transfection, les CMLVs sont ensemencées sur un modèle

tridimensionnel 5 jours avant d'etre transplantées dans l'anévrisme
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experimental. II s'agit de couper un morceau d'éponge de collagène en

cubes de 10x 10x 10 mm et d'autoclaver les fractions d'éponge dans du

PBS pendant 10 minutes. Ensuite, les éponges sont asséchées puis

réhydratées dans du DMEM additionné de 10% FBS, 100U/ml de

pénicilline, 100 U/ml de streptomycine et 2 mg/ml de fibrinogène (Sigma).

Les éponges réhydratées sont alors transférées dans une plaque de 24

puits et une suspension de cellules infectées à la MOI de 300 (4 x 106

CMLVs dans 100 |^l de DMEM non-additionné de fibrinogène) est

rapidement ajoutée. Après 2 heures d'incubation à 37°C, le fibrinogène

est polymerise et les éponges sont alors transférées dans une plaque de

6 puits contenant 6 ml de milieu frais.

3.2 MÉTHODOLOGIE IN VITRO

u

3.2.1 Synthèse d'ADN

La synthèse d'ADN est mesurée par incorporation de thymidine tritiée telle

que décrit par Hadrava et al 9. Les CMLVs sont ensemencées dans une

plaque de 24 puits avec une densité initiale de 50 000 cellules/500 4! de

DMEM additionné de 10% FBS, 100 U/ml de pénicilline et 100 U/ml de

streptomycine puis incubées à 37°C pendant 24 heures. Les cellules sont

alors mises à jeun pendant 24 heures, avec 500 ^1 de DMEM additionné

de 0,5% FBS, 100 U/ml de pénicilline et 100 U/ml de streptomycine. Les

CMLVs sont ensuite traitées avec les facteurs de croissance aux



0
46

concentrations voulues pour 48 heures. La thymidine tritiée (Amersham-

Pharmacia) est ajoutée à raison de 5|j.Ci/ml, pour les 24 dernières heures.

Le jour du dosage, les CMLVs sont lavées avec 1 ml de PBS 1X (Wisent)

froid, puis fixées 10 minutes à 4°C avec 1 ml d'une solution glacée

d'éthanol (Sigma) et d'acide acétique (Sigma) (1:3). Par la suite, les

CMLVs sont lavées avec 1 ml d'eau millipure froide, puis incubées 15

minutes à 4°C avec 1 ml d'acide perchlorique (Fisher) 0,5 M froid. Un

dernier lavage est effectué avec 1 ml d'acide perchlorique 0,5 M froid et

les cellules sont incubées pour 30 minutes à 80°C avec 750 [L\ d'acide

perchlorique 0,5 M. Les échantillons sont alors transférés dans des fioles

contenant 10 ml de liquide à scintillation. La quantité de radioactivité

mesurée correspond à la quantité de thymidine tritiée incorporée dans

l'ADN nouvellement synthétisé; elle est mesurée au compteur à

scintillation.

u

3.2.2 Test de prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire est mesurée par le dosage d'un sel de

trétrazolium (WST-1, Roche Diagnostics) selon les instructions du

manufacturier. Brièvement, les CMLVs sont ensemencées dans une

plaque de 96 puits avec une densité initiale de 5000 cellules/100 [i\ de

DMEM supplémenté de 10% FBS, 100 U/ml de pénicilline et 100 U/ml de

streptomycine, puis incubées à 37°C pendant 24 heures. Les CMLVs
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sont par la suite traitées avec les facteurs de croissance aux

concentrations voulues. Après 48 heures d'incubation à 37°C, 10 |j,l de

WST-1 sont ajoutés à chaque puits pour une période de 2 heures. La

densité optique des échantillons est alors mesurée à 450 nm à l'aide d'un

lecteur de plaque ELISA. La mesure de l'absorbance quantifie le clivage

du WST-1 (orangé) en formazan (rouge foncé) par les enzymes des

cellules viables.

0

3.2.3 Determination immunologique du TGF-pi

Les surnageants cellulaires des CMLVs infectées, à diverses MOIs, sont

recueillis à intervalles réguliers à toutes les 24 heures pendant 26 jours.

La concentration de TGF-pi est déterminée par ELISA (Quantikyne assay,

R&D Systems) selon les instructions du manufacturier. Brièvement, les

échantillons sont activés par acidification, le TGF-(3i total (forme active et

latente) immunoréactif est obtenu en incubant pendant 10 minutes, 500 \ji\

d'échantillon avec 100 [i\ de HCL 0,1 N, à température de la pièce. La

reaction d'acidification est arrêtée avec 100 ^1 de NaOH 1,2N/HEPES

0,5 M. Le standard ou les échantillons (200 ^1) sont ajoutés à chaque

puits et incubés pendant 3 heures à température de la pièce. Par la suite,

200 ^1 de conjugué (anticorps polyclonal anti TGFpi-humain conjugué à la

peroxidase de raifort) sont rajoutés après avoir effectué 3 lavages

consécutifs avec 400 \i\ de tampon de lavage. La plaque est alors
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incubée pendant 90 minutes à température de la pièce. Par la suite, 200

[i\ de substrat sont ajoutés à chaque puits, après avoir effectué 3 lavages.

La plaque est incubée à nouveau 20 minutes à température de la pièce,

dans le noir. Finalement, 50 p.1 de « solution d'arrêt » sont ajoutés pour

mettre fin à la réaction du chromogène. La densité optique est mesurée,

à la longueur d'onde de 450 nm, à l'aide d'un lecteur de plaque ELISA,

dans les 30 minutes qui suivent. La concentration basale de TGF-pi

déterminée dans le milieu de culture (DMEM + 10% FBS) est soustraite

de la valeur obtenue pour chacun des échantillons. La variation inter-

essai et intra-essai, lors de la quantification du TGF-pi, est de 6,3% et

7,5% respectivement. La sensibilité minimale de détection du TGF-pi est

de 7pg/ml.

u

3.2.4 Synthèse de collagène

La synthèse de collagène est mesurée par incorporation de proline tritiée,

puisque plus de 80% de la masse sèche de la matrice extracellulaire est

composée de collagène et que 40-80% de la praline est retrouvé dans le

collagène. Le dosage de collagène est effectué tel que décrit par Koyano

et al , Les CMLVs sont ensemencées dans une plaque de 24 puits

avec une densité initiale de 50 000 cellules/500 i^l de DMEM additionné

de 10% FBS, 100 U/ml de pénicilline et 100 U/ml de streptomycine et

incubées à 37°C, pendant 24 heures. Les cellules sont mises à jeun
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pendant 24 heures avec 500 ^il de DMEM additionné de 0,5% FBS, 100

U/ml de pénicilline et 100 U/ml de streptomycine. Les CMLVs sont

traitées avec les facteurs de croissance aux concentrations voulues, pour

une période de 48 heures. La praline tritiée (Amersham) additionnée de

50 i^l/ml d'acide ascorbique (Sigma) est ajoutée à raison de 10^iCi/ml lors

des 24 dernières heures d'incubation. Après avoir enlevé le milieu de

marquage, la monocouche de cellules est lavée avec 500 |j,l de PBS.

Après sonification (Branson Ultrasonics), les membranes cellulaires sont

brisées et les protéines marquées sont ainsi extraites dans 500 p.1 d'acide

acétique 0,5 M, pendant 24 heures à 4°C, avec légère agitation. Pour le

dosage, les filtres d'une plaque de 96 puits avec un système de filtration

(pore de 0,65 ^m, Millipore) sont mouillés avec 50 p,! d'acide

trichloracétique (TCA, Fischer) 25%. Ensuite, 50 4! d'extrait cellulaire et

50 ^il de TCA 50% sont ajoutés à chaque puits. La plaque est alors

incubée pour 60 minutes à 4°C. Le précipité formé est recueilli sur le filtre

par aspiration sous vide et les filtres sont lavés 3 fois avec 100 ^il de TCA

10%. Une fois sèches, les filtres sont transférés dans des fioles contenant

10 ml de liquide à scintillation. La quantité de radioactivité précipitée

correspond à la praline tritiée incorporée dans le collagène nouvellement

synthétisé et elle est mesurée au compteur à scintillation.

u
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3.2.5 Immunobuvardage

Les fragments de spécimens prélevés au collet des anévrismes sont

homogénéisés et incubés pendant 30 minutes avec 500 f^l de tampon de

lyse (50 mM d'HEPES, 150 mM de NaCL2, 1 mM d'EDTA, 10% de

glycérol, 25 p.M de p-glycérophosphate, 1 mM de DDT, 1 mM de NA3VÛ4,

1 mM de NaF, 1% de Tween 20, 1 mM de PMSF, 1 i^g/ml de leupeptine et

1 (j.g/ml d'aprotinine). Le lysat cellulaire est séparé par centrifugation et la

concentration de protéines est déterminée par la méthode de Bradford

(BIO-RAD protein assay, BIO-RAD). Les échantillons sont dénaturés à la

chaleur pendant 5 minutes dans le tampon Laemmli 4X et 25 (ig de

protéines sont migrées sur gel de SDS-polyacrylamide 12% puis

transferees sur membrane de PVDF. Les membranes sont bloquées 1

heure dans du PBS contenant 5% de lait écrémé en poudre puis

incubées, toute la nuit à 4°C, avec l'anticorps polyclonal de lapin anti-

TGFpi pAB (Promega, dilution de 1 :1000). Suite aux lavages avec du

TBS-Tween 0,1%, les membranes sont incubées 1 heure avec l'anticorps

secondaire anti-lapin conjugué à la peroxydase de raifort (Amersham,

dilution de 1 : 20 000). Après les lavages, les conjugués sont révélés par

la méthode de chémiluminescence ECL (Amersham) selon les instructions

du manufacturier.

u
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3.2.6 Tests statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les

effets in vitro des facteurs de croissance commerciaux (TGF-pi ou

PDGF-BB) ou du TGF-pi recombinant produit sur les cellules sont évalués

par tests de Student. Une valeur de P<0,05 est considérée significative.

3.3 MÉTHODOLOGIE IN VIVO

3.3.1 Modèle animal

Nous avons développé, dans notre laboratoire un modèle chirurgical

d'anévrisme carotidien. Ce modèle permet une embolisation

peropératoire par le fundus à l'aide d'éponge de collagène40. Nous avons

utilisé des chiens adultes de 20-25 kg. Toutes les procédures

expérimentales sont réalisées sous anesthésie générale. Les chiens sont

d'abord mis sous sedation avec de l'acépromazine (0,2 mg/kg) suivie

d'une injection intraveineuse de thiopentale (5 mg/kg), de succinylcholine

(0,5 mg/kg) et d'atropine (0,2 mg/kg). Suite à l'intubation endotrachéale,

les chiens sont maintenus sous anesthésie avec de l'halothane (1,5-2%).

De la buprénorphine (0,01 mg/kg) est ensuite administrée comme

analgésique post-opératoire. Deux anévrismes latéraux sont construits

sur les carotides communes de tous les animaux selon la méthode de

German et Black telle que modifiée par Graves ' . Deux segments de

la même veine jugulaire externe sont recueillis et utilisés pour construire

u
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les poches veineuses. Une artériotomie ovale d'un diamètre de 5 mm est

créée sur les carotides communes suite à leur occlusion temporaire. La

poche veineuse est construite en anastomosant un segment de jugulaire à

la carotide à l'aide de prolène 8,0. L'anévrisme est oblitéré avec une

éponge de collagène ensemencée de CMLVs autologues transfectées et

le fundus anévrismal est suturé ou clippé (figure 8)

Construction chirurgicale d'un anévrisme
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a- endothélium
b- adventice
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Court segment de veine jugulaire
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Clip appliqué pour créer
le fundus de l'anévrisme

Artère Carotide Extrait : Laboratoire NRI. Guylaine Gévry. 2001
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Figure 8 : Construction chirurgicale d'un anévrisme.
Schématisation de la construction d'un anévrisme carotidien (A). Photo
peropératoire d'un anévrisme latéral carodidien (B).
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Ce modèle bilatéral d'anévrisme permet d'avoir un côté traité et un côté

contrôle, choisi de façon aléatoire dans chaque animal. Le côté traité est

embolisé avec une éponge de collagène ensemencée de CMLVs

transfectées avec le vecteur I'AdTRS-TGFbetaDCGFP. Le côté contrôle

est traité par une éponge de collagène ensemencée de CMLVs

transfectées avec le vecteurAdTRS-GFPq. Une angiographie de contrôle

post-opératoire est effectuée pendant que l'animal est toujours sous

anesthésie générale afin de vérifier la symétrie et la similitude de la

construction et de l'embolisation des anévrismes. Comme il s'agit d'une

étude comparative dans le temps, les animaux sont répartis en trois

groupes expérimentaux soient : 1, 2 et 3 semaines. Pour documenter le

degré d'oblitération anévrismale et la guérison ou la récidive au collet des

anévrismes, une angiographie de contrôle est réalisée après 1 à 3

semaines selon le groupe expérimental. Les résultats angiographiques

sont gradés selon la classification décrite par Raymond et Roy35' 36. Un

score de 0 est attribué à une oblitération complète de l'anévrisme, un

score de 1 est attribué à une fissure proximate ou distale du collet de

l'anévrisme, un score de 2 est attribué à l'opacification d'un collet résiduel

ou récidivant et un score de 3 pour une récidive sacculaire de l'anévrisme.

Les animaux sont euthanasiés par une administration intraveineuse

massive de barbiturique, et les anévrismes sont prélevés et maintenus

dans du DMEM additionné de 10% FBS. Avant de fixer les tissus dans la

<J
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formaldehyde pour les études histopathologiques, des photos en

macroscopie sont réalisées à l'état frais sur les spécimens et un segment

au collet de l'anévrisme est coupé, congelé dans l'azote liquide et gardé à

-80°C pour l'immunobuvardage.

0

3.3.2 Histopathologie

Une coloration au trichrome de Masson HPS (Hematoxiline- Phloxine -

Safran) et au pantachrome de Movat est effectuée sur les tissus fixés40'

L'épaisseur de la néointima au collet des l'anévrismes est comparée
entre le côté traité et le côté contrôle41.
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4.1 CMLVs ET FACTEURS DE CROISSANCE IN VITRO

Nous avons caractérisé la synthèse d'ADN et la prolifération cellulaire des

CMLVs en réponse aux facteurs de croissance associés à la formation

néointimale, soient le TGF-pi et le PDGF-BB.

4.1.1 Synthèse d'ADN

La synthèse d'ADN des CMLVs a été augmentée significativement (plus

de 150%) avec l'ajout de 2 ou 20 ng/ml de PDGF-BB (figure 9). Le

TGF-pi a diminué significativement (50%) l'incorporation de thymidine

tritiée lorsque les CMLVs ont été traitées avec 60 ng/ml. Suite à la

combinaison des deux facteurs de croissance, le TGF-pi n'a pas diminué

l'effet stimulateur du PDGF-BB (2 ng et 6 ng respectivement).

4.1.2 Proliferation cellulaire

La prolifération cellulaire des CMLVs quantifiée par le WST-1 a été

significativement augmentée (75%) par l'ajout de 2 ou 20 ng/ml de

PDGF-BB (figure 10). Le TGF-pi, aux concentrations de 6 et 60 ng/ml n'a

pas entraîné d'inhibition significative de prolifération comparativement au

niveau basai (DMEM + 0,5% FBS). Suite à la œmbinaison des deux

facteurs de croissance, le TGF-pi n'a pas diminué l'effet stimulateur du

PDGF-BB (2 ng et 6 ng respectivement).

u
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> Le PDGF-BB possède un effet mitotique sur les CMLVs à faibles et

fortes concentrations.

> Le TGF-pi démontre une activité inhibitrice à fortes concentrations sur

les CMLVs.

> Le TGF-pi n'a pas diminué l'effet stimulateur du PDGF-BB.

u
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Figure 9: Synthèse d'ADN par les CMLVs en réponse à du TGF-Bi_et

à du PDGF-BB.

Les CMLVs ont été traitées pendant 48 heures avec du FBS (0,5% ou

10%), du PDGF-BB (2 ou 20 ng/ml), ou du TGF-pi (6 ou 60 ng/ml).

L'ADN nouvellement synthétisé a été mesuré par incorporation de
thymidine tritiée et a été exprimé en pourcentage par rapport au contrôle

(0,5% FBS).

*P< 0,05 vs contrôle et **P<0,01 vs contrôle.
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Les CMLVs ont été traitées pendant 48 heures avec du FBS (0,5% ou
10%), du PDGF-BB (2 ou 20 ng/mt), ou du TGF-pi (6 ou 60 ng/ml). La
proliferation cellulaire a été mesurée par le dosage du WST-1 et a été
exprimée en pourcentage par rapport au contrôle (0,5% FBS).
*P< 0,05 vs contrôle et **P<0,01 vs contrôle.
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4.2 EFFICACITÉ DE L'INFECTION IN VITRO

Nous avons voulu déterminer l'efficacité d'infection des vecteurs AdTR5-

TGFbetaDCGFP et AdTRS-GFPq par les CMLVs, en faisant varier la MOI

de 100à900pfu/cellule.

4.2.1 Visualisation en microscopie à fluorescence

Un niveau d'efficacité de 75 à 85% a été observé lorsque les CMLVs ont

été infectées, par l'un ou l'autre des vecteurs à 300 pfu/cellules (figure

11 ). Dans les 2 cas, l'intensité du signal a été nettement accentuée avec

un accroissement de la MOI. Par contre, l'intensité du signal retrouvée

était la plus forte lorsque les CMLVs ont été infectées par le vecteur

AdTRS-GFPq.

4.2.2 Dosage de la concentration de TGF-pi recombinant

La quantification de la synthèse du TGF-(3i recombinant, sécrété par les

CMLVs, nous a également permis de déterminer l'efficacité de

transfection des CMLVs. La quantité de TGF-pi détectée à la MOI de 0

correspondait à la concentration basais de TGF-pi retrouvée dans le

DMEM + 10% FBS (figure 12). Aux MOIs inférieures ou égales à 300, la

sécrétion de TGF-pi a été quasi constante jusqu'au jour 26 : à la MOI

maximale, une concentration de 180 ng/ml a été retrouvée. À des MOIs

(J
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de 100 à 300, un niveau maximal de sécrétion a été observé au jour 12,

pour revenir au niveau de sécrétion initiale au jour 20. A de fortes MO Is

(600 et 900), la sécrétion de TGF-pi diminuait entre le jour 6 et 12, pour

atteindre dès le jour 12 des valeurs de sécrétion inférieures aux faibles

MOIS.

Un dosage de la sécrétion de TGF-pi a aussi été effectué, aux jours 1, 6,

12, 20 et 26, avec les surnageants cellulaires des CMLVs infectées par le

vecteur AdTRS-GFPq à des MOIs de 0, 100, 200, 300, 600 et 900.

Toutes les valeurs obtenues correspondaient à la concentration basale de

TGF-pi retrouvée dans le DMEM +10% FBS.

> Le vecteur AdTRS-DCTFGbetaGFP et AdTRSGFPq possèdent un bon

tropisme pour les CMLVs.

> Une concentration croissante de TGF-pi recombinant immunoréactif

est sécrétée par les CMLVs en faisant varier la MOI de 100 à 900

pfu/cellule.

u
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Figure 11 : Photos in vitro, des CMLVs surexprimant Ie TGF-pi/GFP
ou la GFP seule, à une MOI de 300.
Les CMLVs ont été infectées avec le vecteur AdTRS-TGFbetaDGGFP, à
une MOI de 300 et visualisées en lumière normale (A) et en lumière
fluorescente (C). Les CMLVs ont également été infectées avec le AdTR5-
GFPq, à une MOI de 300, et visualisées en lumière normale (B) et en
lumière fluorescente (D).
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Figure 12: Secretion ^eTGF-Bi recombinant parles CMLVs infectées.
Les CMLVs ont été infectées à des MOIs de 0, 100, 200, 300, 600 et 900
pendant 2 heures avec le vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP. Après une
période de 48 heures, le surnageant a été recueilli toutes les 24 heures
pendant 26 jours. La sécrétion de TGF-pi a été mesurée par ELISA aux
jours 1,6, 12, 20 et 26.
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4.3 CMLVs ET TGF-pi RECOMBINANT IN VITRO

Nous avons déterminé l'effet de la sécrétion du TGF-pi recombinant sur la

synthèse d'ADN et la prolifération cellulaire des CMLVs. Les CMLVs ont

été infectées avec le vecteur AdTR5-TGFbetaDCGFP à des MOIs de 0,

100, 200, 300, 600 et 900.

Nous avons tenté de discerner l'effet de l'infection virale et de la sécrétion

de TGF-pi recombinant, sur le phénotype des CMLVs, par la synthèse

d'ADN et la prolifération cellulaire. Les résultats obtenus par l'infection

des CMLVs avec le vecteur AdTRSGFPq, aux diverses MOIs, seront

comparés à ceux démontrés avec le vecteur AdTR5-TGFbetaDCGFP.

4.3.1 Synthèse d'ADN

La synthèse d'ADN fut significativement diminuée lorsque les CMLVs ont

été infectées avec le vecteur AdTR5-TGFbetaDCGFP et cultivées dans un

milieu pauvre ou riche en FBS (figure 13). Dans le milieu pauvre, le

pourcentage d'incorporation de thymidine tritiée a diminué de 75% à 60%

lorsque la MOI augmentait de 100 à 900 par rapport au contrôle négatif

(MOI 0, figure 13A). Dans un milieu riche en FBS, la diminution de la

u
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synthèse d'ADN était directement proportionnelle à l'augmentation de la

MOI (figure 13B).

La synthèse d'ADN a été significativement diminuée lorsque les CMLVs

ont été infectées avec le vecteur AdTRS-GFPq et cultivées dans un milieu

pauvre ou riche en FBS (figure 14). La diminution d'incorporation de

thymidine tritiée était directement proportionnelle à l'augmentation de la

MOI. La synthèse d'ADN semble avoir été inhibée davantage suite à

l'infection par le vecteur AdTR5-GFPq comparativement au vecteur

AdTR5-TGFbetaDCGFP. Dans un milieu pauvre en FBS, une diminution

supplémentaire du pourcentage d'incorporation de thymidine tritiée de

20% a été observée. Dans un milieu riche en FBS, la diminution observée

a été de 10% de plus.

4.3.2 Proliferation cellulaire

La prolifération des CMLVs telle qu'illustrée à la figure 15 et 16 a révélé

une très grande variabilité entre les MOIs. Le dosage du WST-1 n'a pu

démontrer un effet significatif sur la prolifération des CMLVs surexprimant

le TGF-pi ou la GFP.

u

> L'infection virale par l'un ou l'autre des vecteurs diminue la synthèse

d'ADN des CMLVs suivant l'augmentation de la MOI.
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Fiaure 13 : Synthèse d'ADN par les CMLVs en réponse à leur
sécrétion de TGF-Bi recombinant.

Les CMLVs ont été infectées à des MOIs de 0, 100, 200, 300, 600 et 900
pendant 2 heures avec le vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP. Après une
période de 48 heures, les CMLVs ont été cultivées dans un milieu pauvre
(A) ou un milieu riche (B) en FBS. L'ADN nouvellement synthétisé a été
mesuré par incorporation de thymidine tritiée et a été exprimé en
pourcentage par rapport au contrôle (MOI 0/0,5% FBS).
*P< 0,05 vs contrôle et **P<0,01 vs contrôle.
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Figure 14: Synthèse d'ADN par les CMLVs en réponse à leur
expression de GFP recombinante.

Les CMLVs ont été infectées à des MOIs de 0, 100, 200, 300, 600 et 900
pendant 2 heures avec le vecteur AdTRS-GFPq. Après une période de 48
heures, les CMLVs ont été cultivées dans un milieu pauvre (A) ou un
milieu riche (B) en FBS. L'ADN nouvellement synthétisé a été mesuré par
incorporation de thymidine tritiée et a été exprimé en pourcentage par
rapport au contrôle (MOI 0/0,5% FBS).
*P< 0,05 vs contrôle et **P<0,01 vs contrôle.
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Figure 15: Proliferation cellulaire des CMLVs en réponse à leur
sécrétion de TGF-Bi recombinant.

Les CMLVs ont été infectées à des MOIs de 0, 100, 200, 300, 600 et 900
pendant 2 heures avec le vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP. Après une
période de 48 heures, les CMLVs ont été cultivées dans un milieu pauvre
(A) ou un milieu riche (B) en FBS. La prolifération cellulaire a été
mesurée par le dosage du WST-1 et a été exprimée en pourcentage par
rapport au contrôle (MOI 0/0,5% FBS).

0



69

n
A)

B)

^200 n
0.5 % FBS

£
•va 150 -

œ
u

100 -
e

0

2
50-ff

0
a.

0

100 200 300 600 900

MOI

-^
400 -

0

10% FBS

£
" 300 -

8 il
e 200 -
9

2
'S. 100 -
2
Q-

0
100 200 300 600 900

MOI

0

Figure 16 : Proliferation cellulaire des CMLVs en réponse à leur
expression de GFP recombinante.

Les CMLVs ont été infectées à des MOIs de 0, 100, 200, 300, 600 et 900
pendant 2 heures avec le vecteur AdTRS-GFPq. Après une période de 48
heures, les CMLVs ont été cultivées dans un milieu pauvre (A) et un
milieu riche (B) en FBS. La prolifération cellulaire a été mesurée par le
dosage du WST-1 et a été exprimée en pourcentage par rapport au
contrôle (MOI 0/0,5% FBS).
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4.4 EFFICACITÉ BIOLOGIQUE DU TGF-pi RECOMBINANT

IN VITRO

Nous avons déterminé l'efficacité biologique de la protéine recombinante

sécrétée par les CMLVs. Tout d'abord, une mesure de la synthèse de

collagène a été effectuée avec les CMLVs transfectées avec le vecteur

AdTRS-TGFbetaDCGFP à des MOIs de 0, 100, 200, 300, 600 et 900.

Ensuite, l'activité biologique de œs surnageants a été mesurée par des

tests d'inhibition de croissance à l'aide des MLEC-32 : lignée cellulaire

excessivement sensible au TGF-pi mature et classiquement utilisée pour

confirmer l'activité biologique du TGF-pi .

4.4.1 Synthèse de collagène

La synthèse de collagène a significativement augmenté lorsque les

CMLVs ont été infectées avec le vecteur AdTR5-TGFbetaDCGFP

comparativement au contrôle négatif, sauf à la MOI de 900 (MOI 0/0,5%

FBS, figure 17). A la MOI de 100, le pourcentage de synthèse de

collagène obtenu était maximal : 200% d'augmentation de la synthèse de

collagène comparativement au contrôle négatif. La sécrétion de collagène

diminuait progressivement avec une augmentation de la MOI. A la plus

forte MOI significative (600), la synthèse de collagène était 40% plus

élevée que le contrôle négatif.
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4.4.2 Tests d'inhibition de croissance

Deux lignées cellulaires ont été caractérisées : les MLEC-32 et les Mv1Lu

à l'aide du TGF-pi commercial en étudiant la synthèse d'ADN et la

proliferation cellulaire afin de déterminer l'activité biologique du TGF-pi

sécrété par les CMLVs infectées.

4.4.2.1 Caractérisation des deux lignées cellulaires

4.4.2.1.1 Synthèse d'ADN

La synthèse d'ADN par les MLEC-32 a été significativement inhibée en

presence d'une concentration croissante de TGF-pi (0,1 à 10 ng/ml) dans

du DMEM sans sérum (figure 18A). Une inhibition de 90% de

l'incorporation de thymidine tritiée a été observée, pour toutes les

concentrations de TGF-pi, en comparaison avec le contrôle négatif

(Ong/ml de TGF-pi). La synthèse d'ADN a été inhibée de 70-75% lorsque

les cellules ont été traitées dans du DMEM additionné de 0,5 % FBS.

Cependant, l'inhibition de croissance n'était pas aussi marquée lorsque

les MLEC-32 ont été traitées dans du DMEM additionné de 10% FBS .

Une inhibition significative de l'incorporation de thymidine tritiée de 75% a

été observée seulement lorsque les cellules ont été traitées avec des

concentrations de TGF-pi commercial variant de 0,1 à 0,5 ng/ml.
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La synthèse d'ADN par les Mv1Lu a été inhibée en présence d'une

concentration croissante de TGF-pi (0,1 à 10 ng/ml) dans du DMEM sans

sérum (figure 18B). Une inhibition significative de 70% de l'incorporation

de thymidine tritiée a été observée, pour toutes les concentrations de

TGF-pi, comparativement au contrôle négatif (Ong/ml TGF-pi/0% FBS).

La synthèse d'ADN a été inhibée de 50-80% lorsque les cellules ont été

traitées dans du DMEM additionné de 0,5% FBS. L'inhibition de

croissance a été de 60 à 75% lorsque les cellules ont été traitées dans du

DMEM additionné de 10% FBS. La mesure de l'activité biologique du

TGF-pi commercial a été plus précise avec la lignée cellulaire MLEC-32

qu'avec la lignée cellulaire Mv1Lu. L'activité du TGF-pi recombinant a

donc été déterminée à l'aide de la lignée cellulaire MLEC-32.

4.4.2.1.2 Proliferation cellulaire

L'activité biologique du TGF-pi commercial, mesurée par le dosage du

WST-1 qui a démontré une inhibition de 30% à 50% de la prolifération des

MLEC-32 et une inhibition 25% à 50% de la prolifération des Mv1Lu

(figure 19).

u

4.4.2.2 Caractérisation du TGF-pi recombinant

La quantité de TGF-pi recombinant mesurée par ELISA a permis de

calculer le volume nécessaire afin d'obtenir les concentrations de 0,1 et
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1 ng/ml pour les essais de synthèse d'ADN ou de dosage du WST-1 par

les MLEC-32.

4.4.2.2.1 Synthèse d'ADN

A la MOI de 200, la synthèse d'ADN des MLEC-32 a été significativement

inhibée de 80% avec 0,1 ng/ml de TGF-pi recombinant aux jours 1 et 6

ainsi qu'au jour 6, à la concentration de 1 ng/ml (figure 20A).

L'incorporation de thymidine tritiée a été aussi significativement diminuée

de 50% avec 1 ng/ml de TGF-pi recombinant, aux jours 6 et 12. À partir

du jour 20, l'inhibition de la synthèse d'ADN, avec 0,1 ou 1 ng/ml de

TGF-pi recombinant n' a pu être démontrée.

À la MOI de 300, la synthèse d'ADN des MLEC-32 a été significativement

inhibée avec 0,1 ng/ml de TGF-pi recombinant (figure 20B). La

diminution d'incorporation de thymidine tritiee était de plus de 90% aux

jours 1 et 6, de 80% au jour 12 et de 40% aux jours 20 et 26. De plus,

lorsque les cellules ont été traitées avec 1 ng/ml de TGF-(3i recombinant,

la synthèse d'ADN des MLEC-32 a été significativement inhibée de 40%

au jour 1, de 85% aux jours 6 et 12, de 60% au jour 20 et de 20% au jour

26.
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À la MOI de 600, la synthèse d'ADN des MLEC-32 a été significativement

inhibée de 50%, aux jours 1 et 6, avec 0,1 ng/ml et 1 ng/ml de TGF-pi

recombinant (figure 20C). A partir du jour 12, l'inhibition de la synthèse

d'ADN à 0,1 ou 1 ng/ml de TGF-pi recombinant n' a pu être démontrée.

4.4.2.2.2 Proliferation cellulaire

A la MOI de 200, la prolifération cellulaire des MLEC-32 a été inhibée

d'approximativement 20%, du jour 1 au jour 26, que les cellules aient été

traitées avec 0,1 ou 1 ng/ml de TGF-pi recombinant (figure 21 A).

A la MOI de 300, la prolifération cellulaire des MLEC-32 a été

significativement inhibée avec 0,1 ng/ml de TGF-pi recombinant

(figure 21 B). La prolifération cellulaire a été significativement inhibée de

60% aux jours 1 et 6 et de 40% aux jours 12 et 20. De plus, 1 ng/ml de

TGF-pi recombinant a inhibé significativement la prolifération cellulaire

des MLEC-32 de 40% aux jours 1 à 20.

A la MOI de 600, la prolifération cellulaire des MLEC-32 a été inhibée

significativement de 30% avec 1 ng/ml de TGF-pi recombinant seulement

aux jours 6 et 12 (figure 21 C).
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> Le TGF-pi recombinant sécrété par les CMLVs est biologiquement

actif puisqu'il induit une augmentation de leur synthèse de collagène.

> Reconnues pour être sensibles au TGF-pi, les cellules épithéliales de

poumon de vison ont confirmé l'activité biologique paracrine du TGF-pi

recombinant recueilli dans le milieu de culture des CMLVs infectées à

diverses MOIs.
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Figure 17 : Synthèse de collaaène par les CMLVs en réponse à leur
sécrétion de TGF-Bi recombinant.

Les CMLVs ont été infectées à des MOIs de 0, 100, 200, 300,600 et 900
pendant 2 heures avec le vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP. Après une
période de 48 heures, la synthèse de collagène a été mesurée par
incorporation de proline-tritiée et a été exprimée en pourcentage par
rapport au contrôle (MOI 0/0,5% FBS).
*P< 0,05 vs contrôle et **P<0,01 vs contrôle.

(J



77

0

u

A) 0% FBS 0,5% FBS 10%FBS
1501

^ 125^

^ ^ 100^
l! 75\iî:\
il 2:1

r 11 ir ~1

\....... lliiiiii liii
Ot-r»iin-<-r>iioo OT-rsiiq-'-^ioo oi-Niq-'-Nioo000 'r~ O Ô Ô T- 000 'r~

B)

^

0% FBS 0,5% FBS

TGF-pi (ng/ml)

10%FBS

^
125i Il Il

I100-
0)
:®

.J! 75-
** ** n ** i *•***iiiiiii liilii% à **

iiliii.£ 50-0 **

e-? ii5 E
ô >^ 25-
££

0
o'^-Mint-CMino OT-r>iiqT-rsiiAo o-r-Nin'^rMiooooci 'r~ ôôd '^ o ôo T~

TGF-pi (ng/ml)

Figure 18: Synthèse d'ADN par les MLEC-32 et les Mv1Lu en réponse
à du TGF-Bi^

Les MLEC-32 (A) et les Mv1 Lu (B) ont été traitées pendant 48 heures,
dans trois milieux de culture différents (0%, 0,5% et 10% FBS), avec des
concentrations croissantes de TGF-(3i (0 à 10 ng). L'ADN nouvellement
synthétisé à été mesuré par incorporation de thymidine tritiée et a été
exprimé en pourcentage par rapport à son contrôle respectif
(0 ng TGF-pi/0% FBS, 0 ng TGF-|3i/0,5% FBS et 0 ng TGF-pi/10% FBS).
*P< 0,05 vs contrôle et **P<0,01 vs contrôle.
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Figure 19: Proliferation cellulaire des MLEC-32 et des Mv1Lu en

réponse à du TGF-Bi^

Les MLEC-32 (A) et les Mv1 Lu (B) ont été traitées pendant 48 heures,
dans trois milieux de culture différents (0%, 0,5% et 10% FBS), avec des
concentrations croissantes de TGF-pi (0 à 10 ng). La prolifération
cellulaire a été mesurée par te dosage du WST-1 et a été exprimée en
pourcentage par rapport à son contrôle respectif (0 ng TGF-pi/0% FBS,
0 ng TGF-pi/0,5% FBS et 0 ng TGF-pi/10% FBS).
**P<0,01 vs contrôle.
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Figure 20: Synthèse d'ADN par les MLEC-32 en réponse à du TGF-[
recombinant produit par les_CMLVs.

Les MLEC-32 ont été traitées pendant 48 heures, avec du TGF-pi
recombinant (0,1 ng/ml et 1 ng/ml), provenant de surnageants prélevés
aux jours 1, 6, 12, 20 et 26, de culture de CMLVs infectées avec le
vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP, à des MOIs de 200 (A), 300 (B) et 600
(C). L'ADN nouvellement synthétisé a été mesuré par incorporation de
thymidine tritiée et a été exprimé en pourcentage par rapport au contrôle
(0% FBS). *P< 0,05 vs contrôle et **P<0,01 vs contrôle.
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Figure 21: Proliferation cellulaire des MLEC-32 en réponse à du
TGF-Bi recombinant produit par les CMLVs.

Les MLEC-32 ont été traitées pendant 48 heures, avec du TGF-pi
recombinant (0,1 ng/ml et 1 ng/ml), provenant de surnageants prélevés
aux jours 1, 6, 12, 20 et 26, de culture de CMLVs infectées avec le
vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP, à des MOIs de 200 (A), 300 (B) et
600 (C). La prolifération cellulaire a été mesurée par le dosage du WST-1
et a été exprimée en pourcentage par rapport au contrôle (0% FBS).
*P< 0,05 vs contrôle et **P<0,01 vs contrôle.
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GREFFES DE CMLVs SUREXPRIMANT LE TGF-pi/GFP
OU LA GFP

Les anévrismes expérimentaux ont été embolisés avec des éponges de

collagène ensemencées de CMLVs surexprimant le TGF-pi/GFP ou la

GFP. La rétention de l'expression du transgène a été évaluée en

microscopie à fluorescence et par immunobuvardage. Le degré

d'oblitération anévrismale et la guérison ou la récidive au collet des

anévrismes ont été documentés par l'angiographie de contrôle, la

macrophotographie et l'histopatologie après le sacrifice.

4.5.1 Rétention de l'expression du transgène

4.5.1.1 Microscopie à fluorescence

La microscopie à fluorescence réalisée sur les spécimens fraîchement

prélevés au collet des anévrismes à 1 et 3 semaines après l'embolisation

a révélé de nombreuses cellules GFP positives tant du côté traité avec les

éponges ensemencées avec les CMLVs infectées avec le vecteur AdTRS-

GFPq que du côté traité avec les CMLVs infectées avec le vecteur

AdTRS-DCTGFbetaGFP (figure 22). L'index de fluorescence était plus

intense lorsque les CMLVs étaient infectées avec le vecteur AdTRS-GFPq

que lorsqu'elles étaient infectées avec le vecteur AdTRS-DCTGFbetaGFP.

L'intensité de la fluorescence était également moindre in vivo qu'/'n vitro, et
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moindre à 3 semaines qu'à 1 semaine après l'implantation au sein des

anévrismes.

4.5.1.2 Immunobuvardage

Le TGF-pi recombinant a été détecté par immunobuvardage dans la

fraction cellulaire prélevée au collet des anévrismes à 1 et 3 semaines

après l'intervention, du côté traité avec les CMLVs surexprimant le TGF-pi

(figure 23, puits 3A et 4B). Des éponges ensemencées de la même

façon, mais conservées en culture pendant le même période de temps

aux jours de la chirurgie (temps 0) et du sacrifice (1 ou 3 semaines) ont

été également dosées afin d'obtenir une mesure comparative de

l'expression du TGF-pi recombinant in vitro et in vivo. Une très forte

surexpression de TGF-pi reœmbinant, au temps 0 a été détectée in vitro

à 1 et 3 semaines (puits 2A et 2B), en comparaison avec les éponges

ensemencées de CMLVs normales (puits 8A et 8B) ou surexprimant la

GFP seule (puits 5A à 7A et puits 5B à 7B), où aucun signal n'a été

détecté. Une diminution de l'expression de TGF-pi recombinant été

mesurée entre le temps 0 et 3 semaines autant in vitro (puits 2A et 3B)

que in vivo ( puits 3A et 4B).
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4.5.2 Effets biologiques sur la guérison ou la récidive

anévrismale

4.5.2.1 Résultats angiographiques

L'angiographie réalisée 1 semaine après l'embolisation des anévrismes

avec les éponges de collagène ensemencées de CMLVs avec l'un ou

l'autre des vecteurs a révélé après 1 semaine la persistance des collets

résiduels démontrés comparativement à l'angiographie initiale (figure 24,

A à D). Les angiographies à 3 semaines ont démontré une oblitération

complète ou quasi œmplète de l'anévrisme des 2 côtés (figure 24, G et

H). En effet, le score angiographique des anévrismes traités avec les

greffes cellulaires surexprimant le TGF-pi ou la GFP a diminué entre 0 et

3 semaines (résumé des scores angiographiques, tableau II). Cependant,

il n'y avait pas de différence significative dans le degré d'oblitération

anévrismale obtenu par greffe d'éponges de collagène surexprimant le

TGF-pi/GFP ou la GFP.

u

4.5.2.2 Macrophotographie et histopathologie

La macrophotographie a démontré une fermeture complète ou quasi

complète des collets des anévrismes à 3 semaines, scellés par une

nouvelle paroi le plus souvent étanche, autant du côté embolisé avec une

éponge de collagène surexprimant le TGF-pi/GFp que surexprimant la

GFP (figure 25, A et B). L'histopathologie réalisée sur les spécimens
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prélevés à une semaine a permis de retrouver le tissu greffé et révéler la

presence d'une « néointima précoce », au sein d'un thrombus en voie

d'organisation, tant du côté traité à l'aide d'éponges ensemencées de

cellules surexprimant le TGF-(3i que de celui traité avec les cellules

surexprimant la GFP (figure 25, C et D). La néointima formée à 3

semaines à la surface des éponges de collagène au collet des anévrismes

était plus cellulaire, plus épaisse et contenait plus de fibres matricielles

qu'à 1 semaine (figure 25, E à F). Cependant, il n'y avait pas de

différence perceptible au niveau de la néointima formée à la surface de

l'agent embolisant à 3 semaines, entre le côté ensemencé de CMLVs

surexprimant le TGF-pi ou la GFP.

> La microscopie à fluorescence et l'anatyse par immunobuvardage

confirme la rétention de ['expression du transgène in vitro et in vivo

dans les CMLVs pour une période d'au moins trois semaines.

> La greffe de CMLVs exprimant le vecteur adénoviral TGF-pi/GFP ou

GFP permet une fermeture complète ou quasi complète des collets

des anévrismes à 3 semaines.

> L'histopathologie permet de confirmer la présence du tissu greffé ainsi

que la présence d'une néointima étanche, cellulaire et contenant plus

de fibres matricielles.
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Figure 22 : Expression in vivo de la GFP.

Microscopie à fluorescence des éponges de collagène ensemencées de

CMLVs surexprimant le vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP ou AdTRS-GFPq

à la MOI de 300, fraîchement prélevées à 1 et 3 semaines après la greffe.

Magnification 40X (A, C et D) et 100X (B).
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Figure 23 : Immunobuvardaae du TGF-Bi recombinant surexprimé

par les CMLVs.

Comparaison in vivo et in vitro de l'expression du TGF-pi recombinant par

les CMLVs à 1 et 3 semaines (A et B). Les fractions cellulaires

proviennent d'éponges de collagène ensemencées de CMLVs

surexprimant le TGF-pi ou la GFP qui sont soient greffées dans

l'anévrismes (in vivo, puits 3 et 7) soient conservées in vitro. In vitro, les

éponges contrôles correspondent au jour de la chirurgie (in vitro, puits 2 et

5) et au jour du sacrifice (in vitro, puits 5 et 7). Le puits 1 contient 50 ng

de standard.
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Figure 24 : Résultats anaioaraDhiaues.

Angiographies des anévrismes embolisés par greffe de CMLVs,

surexprimant le TGF-pi ou la GFP. CMLVs/TGF-pi au temps 0 (A et E), 1

semaine (C) et 3 semaines (G); CMLVs/GFP au temps 0 (B et F), 1

semaine (D) et 3 semaines (H).
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GROUPES
EXPÉRIMENTAUX

SCORES ANGIOGRAPHIQUES

TGF-pi/GFP l GFP

Animaux] Chirurgie | Sacrifice Chirurgie Sacrifice

1 semaine 1
2

3
3

2
2

3
3

2
2

2 semaines 3
4

3
2

1
1

3
2

2
2

3 semaines 5
6
7

2
2
2

0
0
0

2
0
0

0
0
1

Tableau II : Sommaire des scores angiographiques.

Les anévrismes expérimentaux ont été embolisés par des éponges de

collagène ensemencées de CMLVs surexprimant le TGF-pi/GFP ou la

GFP. Une angiographie de contrôle a été réalisée à 1, 2 et3 semaines

afin de documenter revolution de l'occlusion anévrismale.

Légende des scores anqioaraphiques

0 Oblitération complète de l'anévrisme
1 Fissure proximale ou distale
2 Collet résiduel
3 Récidive de l'anévrisme

0
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Figure 25 : CMLVs greffées in vivo.

Macrophotographies du collet des anévrismes embolisés avec CMLVs

surexprimant te TGF-(3i (A) et la GFP (B) à 3 semaines, magnification

20X. Etudes histopathologiques des sections axiales des anévrismes
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traités avec éponges de collagène ensemencées de CMLVs surexprimant

le TGF-p à 1 semaine (C) et 3 semaines (E) ou surexprimant la GFP à 1

semaine (D) et 3 semaines (F), a : artère carotidienne, e : éponge, ^:

néointima, r : recanalisation. Coloration au pentachrome de Movat (C, D et

F) et à l'hématoxyline, phloxine, safran HPS (D), magnification 20X.
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L'objectif général de ce projet était de développer un agent

embolisant, stimulant la formation néointimale, qui permettrait d'améliorer

les résultats, à long terme, du traitement endovasculaire des anévrismes.

Les mécanismes de guérison ou de récidives des anévrismes

intracrâniens traités par embolisation demeurent méconnus. Des travaux

antérieurs ont démontré que les modèles expérimentaux qui évoluent vers

la guérison sont associés à une formation néointimale épaisse au collet

des anévrismes, alors que ceux qui récidivent sont associés à une

formation néointimale déficiente. La libération locale de facteurs de

croissance (PDGF-BB ou TGF-pi) pouvait stimuler la formation

néointimale au collet des anévrismes traités par embolisation. Cette

approche, efficace dans le modèle porcin, s'est avérée sans effet sur un

modèle canin où la récidive est constante . Par ailleurs, une greffe in situ

de CMLVs autotogues a permis d'épaissir la néointima et d'améliorer tes

résultats angiographiques dans le modèle expérimental canin42. La suite

logique de ces travaux était d'utiliser les CMLVs en tant que vecteur

cellulaire d'une thérapie génique et le TGF-pi comme agent

thérapeutique, puisqu'ils s'étaient avérés efficaces pour stimuler la

guérison anévrismale. Des travaux plus récents ont par ailleurs révélé le

rôle déterminant des mécanismes de recanalisation du caillot dans la

récidive anévrismale, mécanismes synchrones à ceux impliqués dans la
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formation néointimale39. Nous souhaitions donc favoriser la formation

néointimale tout en inhibant la recanalisation en réalisant une greffe

autologue de CMLVs surexprimant le TGF-pi.

0

5.1 Les CMLVs répondent aux facteurs de croissance

Les cellules néointimales retrouvées au collet des anévrismes porcins

traités par embolisation répondent favorablement à l'administration de

facteurs de croissance in vitro. Cette réponse est identique à celle des

cellules (CMLVs) a-actine positive de la média artérielle. Nous avons

d'abord voulu vérifier si les CMLVs canines répondaient favorablement in

vitro aux facteurs de croissance, les travaux antérieurs ayant été réalisés

sur des CMLVs porcines41. L'étude des effets mitotiques du PDGF-BB et

du TGF-pi a permis de confirmer que le PDGF-BB stimule la prolifération

des CMLVs contrairement au TGF-pi qui lui l'inhibe. Le PDGF-BB est un

puissant agoniste de la proliferation et de la migration des CMLVs in

wïro144' 145. Nous savons également que son expression augmente au

site d'une lésion vasculaire et qu'il stimule la formation néointimale in

v/Vo •147. Nous avons démontré que le TGF-pi inhibe la prolifération des

CMLVs, mais nous n'avons pas réussi à démontrer significativement l'effet

inhibiteur du TGF-pi sur l'effet mitotique du PDGF-BB (figure 9). Les

effets mitogènes du TGF-pi, in vitro, diffèrent selon le type cellulaire, la

densité et les conditions de culture. En effet, il est tantôt inhibiteur, tantôt
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stimulateur de la prolifération cellulaire87' 148. Par contre, il est reconnu

que le TGF-pi est impliqué dans le processus de guérison des lésions

vasculaires. Il régule la prolifération et la migration des CMLVs et des

cellules endothéliales, il induit la differentiation des CMLVs et stimule la

production de protéines de la matrice extracellulaire 91 . Les cellules

souches embryonnaires en culture peuvent migrer vers un gradient de

PDGF-BB et se différencier en CMLVs. Ces mêmes cellules, lorsqu'on

contact avec l'endothélium peuvent se différencier en CMLVs. Cette

étape de différenciation est inhibée par la présence d'anticorps

neutralisant le TGF-pi. Ainsi, le TGF-pi semble favoriser la différenciation

des CMLVs et le rétablissement de l'intégrité vasculaire .

La réponse mitotique au PDGF emprunte de nombreuses voies de

signalisation notamment la voie MAP kinase ou « mitogen-activated

protein kinase » et la voie phosphoinositide (PIS-kinase/Akt). Suite à

l'activation du récepteur du PDGF, la voie MAP kinase, par la protéine ras

puis le facteur erk, aboutit à l'augmentation de l'expression de l'ARNm de

la cycline D. La voie de signalisation PIS-kinase/Akt phosphoryle la

cycline D et bloque sa dégradation par ubiquitination tandis qu'elle inhibe

également les voies de l'apoptose. Le cycle cellulaire est alors activé et la

cellule progresse vers la phase S, la mitose et la proliferation152'153.
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A l'inverse du PDGF-BB, le TGF-(3i est un inhibiteur de la prolifération des

CMLVs (figure 9). Cet effet peut s'expliquer par une augmentation de

l'expression des protéines qui inhibent les protéines kinases cdk de la

phase G1, comme la protéine p21. Cette protéine est synthétisée sous la

dépendance du facteur p53; elle se lie aux protéines kinases cdk2, cdk4,

cdk6 et bloque le passage de G1 vers S. En outre, elle se lie au PCNA ou

« proliferating cell nuclear antigen », un co-facteur de I'ADN polymerase

nécessaire pour la replication de l'ADN. Lors du contrôle normal de la

proliferation cellulaire, l'effet anti-mitotique du TGFpi est dominant sur

l'effet d'un facteur mitotique, tel que le PDGF-BB, ayant une signalisation

par la protéine ras103'154' 155.

Contre toute attente, les résultats obtenus par le dosage du WST-1

suggèrent un effet de synergie entre le PDGF-BB et le TGF-pi (figure 10),

ce qui est contraire à l'effet inhibiteur normalement attendu dans le même

modèle lors de l'incorporation de thymidine tritiée (figure 9). Pour

expliquer cette contradiction, il faut savoir que les changements dans

l'environnement de culture, tels qu'un apport de glucose ou une

modification de pH, peuvent influencer la réduction des sels de tétrazolium

et introduire des artefacts dans les essais colorimétriques156.

L'introduction de telles variations au sein des expérienœs peuvent mener

à des résultats aberrants ou paradoxaux. Puisque ce test peut entraîner
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des erreurs d'interprétation, seuls les résultats obtenus par l'incorporation

de thymidine tritiée ont été retenus.

Les CMLVs peuvent subir une modulation phénotypique passant d'un état

contractile predominant à un état mitotique ou synthétique prédominant.

Suivant cette hypothèse, la prolifération et la migration des CMLVs

« synthétiques » se retrouvent de façon non-spécifique dans les

mécanismes de guérison des lésions vasculaires, dans la resténose et

dans l'athérosclérose157' 158. Les études in vivo démontrent que la

denudation endothéliale provoquée par une angioplastie induit la sécrétion

de PDGF-BB et de TGF-pi, ce qui stimule la prolifération et la migration

des CMLVs vers l'intima, favorise l'hyperplasie intimale ainsi que la

production et l'accumulation de matrice extracellulaire incluant le

collagène159'160'161'162'163. Dans cette optique, le TGF-pi possède aussi

une activité chimiotactique et mitotique car il induit la synthèse et la

sécrétion de PDGF-BB106. Dans notre modèle expérimental, la

proliferation et la migration des CMLVs sont aussi des étapes essentielles

à la formation néointimale au collet des anévrismes traités par

embolisation. Nous avons montré que les cellules néointimales prélevées

au collet des anévrismes traités par embolisation présentaient les mêmes

caractéristiques et les mêmes réponses aux facteurs de croissance

(PDGF-BB et TGF-pi) que les cellules prélevées de la média artérielle41.
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Les résultats obtenus dans cette étude (figure 9 et 10) ont permis de

retrouver les effets classiques des facteurs de croissance impliqués dans

la formation néointimale chez les CMLVs canines, qui serviront de vecteur

à la thérapie génique.

5.2 Les CMLVs expriment efficacement les vecteurs

adénoviraux.

Nous avons utilisé un vecteur adénoviral contenant l'ADN complémentaire

du TGF-pi humain et de la GFP ainsi qu'un vecteur contrôle n'ayant que

celui de la GFP. L'emploi d'un vecteur avec une co-expression de GFP

permet une évaluation rapide et directe de l'efficacité de transfection.

Nous avons constaté une augmentation proportionnelle de l'index de

fluorescence in vitro, avec l'augmentation de la MOI, autant avec le

vecteur AdTRS-GFPq qu'avec le vecteur AdTRS-TGFbetaDCGFP. Ce

marqueur d'expression génique possède la propriété de pouvoir être

détecté autant au niveau de la cellule que dans l'organisme entier.

Cependant, lorsque la GFP est exprimée en tant que second cistron,

l'intensité de son expression est diminuée de 2 à 4 fois (figure 11). Elle

demeure néanmoins facilement détectable autant in vitro que in vivo.

0

Un système d'expression par un vecteur adénoviral permet de produire

une grande quantité de protéines recombinantes. Nous avons démontre
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que notre système d'expression est efficace puisque des concentrations

considérables de TGF-pi ont été mesurées dans les surnageants de

culture des cellules transfectées, jusqu'à un maximum de 180 ng/ml à la

MOI de 900 (figure 12). Les concentrations mesurées augmentent de

façon linéaire avec l'accroissement de la MOI et elles suivent également

l'index de fluorescence de la GFP. Ce patron d'expression demeure

constant pendant les premiers six jours. Par la suite, on assiste à une

baisse abrupte de la sécrétion aux MO Is de 600 et 900, révélant ainsi une

faiblesse dans le système d'expression de la protéine recombinante. La

cytotoxicité est une première hypothèse permettant d'expliquer cette

baisse de production. Effectivement, nous avons remarqué en

microscopie que la viabilité cellulaire est affectée à de fortes MOIs.

Généralement, ce type de système d'expression permet de produire la

protéine recombinante jusqu'à des niveaux atteignant plus de 20% du

total des protéines cellulaires, mais seulement si les protéines produites

n'affectent pas la cellule transfectée. De manière générale, le TGF-pi

n'est pas considéré comme toxique 7. Il est normalement produit en

quantité infinitésimale par les cellules. En concentration supra-

physiologique, des fonctions cellulaires pourraient être altérées.

0

Afin de discriminer les effets de l'infection virale de ceux liés à la

production de TGF-pi recombinant, des études comparatives de la
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synthèse d'ADN et de la prolifération cellulaire ont été réalisées avec le

vecteur surexprimant le TGF-pi et celui ne surexprimant que la GFP. La

comparaison des résultats démontre clairement que le modèle de réponse

est le même, soit une diminution graduelle et proportionnelle de

l'incorporation de thymidine tritiée avec l'augmentation de la MOI (figures

13 à 15). La diminution de la synthèse d'ADN n'est donc pas associée à

la production et la sécrétion du TGF-pi recombinant, mais plutôt à l'effet

de l'infection virale.

5.3 Le TGF-pi recombinant sécrété par les CMLVs est

biologiquement actif.

Bien que le taux de transfection du vecteur dans la cellule cible atteigne

80% d'efficacité in vitro et qu'il soit possible d'obtenir une grande quantité

de TGF-pi immunoréactif, qu'en est-il de l'activité biologique du

transgène? Tout d'abord, l'activité biologique du TGF-pi recombinant a

été testée par une mesure de la synthèse de collagène par les cellules

transfectées. Nous avons démontré que le TGF-pi sécrété par les CMLVs

augmente la synthèse de collagène pour toutes les MOIs (figure 17).

Puisque le TGF-pi est un puissant stimulateur de la synthèse du

procollagène de type 1, il est inattendu de constater que la synthèse de

collagène diminue avec une augmentation de la MOI. En effet, par
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rapport au contrôle négatif, ta synthèse de collagène passe de 200% à

des faibles MOIs (100 et 200) à 40% à une MOI de 900.

0

Le TGF-pi est sécrété sous la forme d'un complexe inactif. De manière

classique, la régulation de l'activité du TGF-pi est évaluée en examinant

le niveau de sa synthèse, que ce soit la transcription ou la traduction.

Pourtant, l'augmentation de la production du TGF-pi par les cellules n'est

pas toujours carrelée avec une activité biologique plus intense. Bien que

des cellules en culture puissent synthétiser une très grande quantité de

TGF-pi latent, une infime partie (généralement moins de 5%) est

activée165 L'activation du complexe latent représente une étape

restrictive qui est au moins aussi importante que celle de la synthèse pour

moduler son activité. Ainsi, la recherche d'une activité accrue du TGF-pi

par une surexpression nécessiterait l'utilisation d'un ADN complémentaire

muté qui coderait pour du TGF-pi actif et non pas latent puisque la

surexpression n'aboutit pas toujours à un phénotype détectable. Puisque

le TGF-pi recombinant est sécrété par les CMLVs sous forme latente, qu'il

peut être activé indépendamment de sa transcription et que nous n'avons

employé aucun moyen pour l'activer lors de cette expérience, nous

pouvons suggérer que la variation des résultats est le reflet d'un manque

de contrôle de l'activation du TGF-pi. D'ailleurs, la comparaison des

résultats de la synthèse de collagène obtenus à des MO Is de 200, 300 et



/-^)
101

600 le démontre bien. Ainsi, nous avons mesuré une augmentation de la

synthèse de collagène de 100% à la MOI de 200, de 23% à la MOI de 300

et de 70% à la MOI de 600 comparativement au contrôle négatif

(figure 17). L'effet de l'infection virale pourrait peut-être aussi expliquer le

patron de diminution de la synthèse de collagène avec des MOIs

croissantes. Il serait d'ailleurs intéressant de pouvoir comparer les

résultats obtenus avec un système d'expression adénoviral permettant

une expression constitutive de TGF-pi actif.

Pour démontrer l'activité biologique du TGF-pi recombinant, nous avons

également employé une lignée de cellules épithéliales de poumon de

vison, reconnue comme étant excessivement sensible au TGF-pi.

L'activité biologique du TGF-pi recombinant contenu dans les

surnageants cellulaires a été mesurée par la synthèse d'ADN et la

proliferation cellulaire des MLEC-32. En comparant la caractérisation des

MLEC-32 faite avec le TGF-pi commercial, nous avons pu authentifier que

le TGF-pi recombinant sécrété à court terme par les CMLVs infectées

peut inhiber la synthèse d'ADN (figure 20). Par contre, le TGF-pi à plus

long terme ne démontre pas d'effet anti-mitotique sur les MLEC-32. Une

proportion importante de TGF-pi sécrétée demeure vraisemblablement

sous forme latente.

u
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Dans les vaisseaux sanguins, les cellules endothéliales se retrouvent en

contact avec les cellules musculaires ou les péricytes. Ces types

cellulaires, lorsqu'ils sont cultivés in vitro séparément, produisent du

TGF-pi latent, mais très peu de TGF-pi actif. En revanche, lorsque les

cellules endothéliales sont mises en présence de cellules musculaires

lisses ou de péricytes, on observe une augmentation du taux de TGF-pi

actif, ce qui se traduit, par exemple, par l'inhibition de la prolifération et de

la migration des cellules endothéliales99' 166. La mise en contact, ou la

proximité des deux types cellulaires déclenchent l'activation du TGF-pi

latent. Cette observation est importante puisque nous n'avons testé

l'efficacité du système d'expression in vitro qu'en présence d'un seul type

cellulaire.

5.4 Les CMLVs greffées in vivo survivent et expriment le

transgène pendant au moins 3 semaines.

Pour réaliser une thérapie génique, on doit d'abord s'assurer de la survie

des cellules greffées et de la persistance in vivo de l'expression du

transgène. En effet, les cellules pourraient ne pas « prendre » au collet

de l'anévrisme, être affectées par le flot sanguin, être compromises par la

réponse immunitaire causée par les antigènes viraux. Par ailleurs, l'ADN

demeure épisomal, il pourrait ne pas s'exprimer suffisamment longtemps

pour réaliser son effet thérapeutique et la MOI choisie pourrait ne pas être
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convenable pour produire les effets escomptés. Le modèle expérimental

que nous avons choisi a fréquemment servi à étudier les mécanismes de

guérison ou de récidive des anévrismes41'42; l'embolisation peropératoire à

l'aide d'éponge de collagène est un modèle pratique, bien documenté,

peu coûteux qui nous a permis de reproduire le problème de la récidive.

Des travaux similaires réalisés avec des coils de platine auraient

engendré des coûts prohibitifs. De plus, l'embolisation post-opératoire

réalisée avec les coils est moins contrôlée. Les coupes histologiques sont

également dégradées par les artefacts causés par les fils métalliques.

Nous avons donc testé l'expression du transgène dans notre modèle

d'anévrismes carotidiens expérimentaux, qui permet d'étudier un côté

traité et un côté contrôle chez le même animal. Le côté traité est embolisé

avec une éponge de collagène ensemencée de CMLVs surexprimant le

TGF-pi et le côté contrôle contient une éponge de collagène ensemencée

de CMLVs surexprimant la GFP. Nous avons utilisé des éponges de

collagène comme agent embolisant, car elles peuvent aussi bien

supporter la croissance de CMLVs in vitro, que la transplantation dans les

anévrismes in vivo. Grâce au marqueur fluorescent, nous pouvons

affirmer que les CMLVs encemencées sur les éponges de collagène

survivent et expriment toujours le transgène et ce jusqu'à 3 semaines

après l'embolisation. Le fragment prélevé au collet de chacun des

anévrismes embolisés démontre clairement l'expression de la GFP en
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microscopie à fluorescence à 3 semaines (figure 22). Nous pouvons

également confirmer que l'index de fluorescence autant in vitro que in vivo

est plus fort avec le vecteur qui exprime seulement la GFP

comparativement au vecteur TGF-pi/GFP. De plus, les résultats de

l'immunobuvardage démontre que le TGF-p est surexprimé dans

l'anévrisme à 1 et 3 semaines, comparativement au côté contrôle où

aucun TGF-pi n'est détecté (figure 23, puits 3A, 4B et 7A, 7B). Des

éponges contrôles aux jours de la chirurgie et du sacrifice permettent de

comparer la mesure in vivo à la sécrétion de TGF-pi recombinant in vitro.

L'intensité du signal in vitro diminue entre le jour 1 et le jour 21 (puits 2A

et 2B). Elle est encore plus faible in vivo, à 21 jours (puits 4B). Il est plus

difficile, voir impossible, de déterminer avec précision la quantité de

TGF-pi exprimée et sécrétée in vivo, car nous n'avons prélevé qu'un

fragment de la néointima retrouvée au collet de l'anévrisme pour

l'immunobuvardage, ce qui ne correspond pas à la totalité des cellules

infectées puis greffées. Par ailleurs, le TGF-pi possède une courte demi-

vie qui pourrait vraisemblablement modifier les résultats de

l'immunobuvardage in vivo. En effet, les CMLVs surexprimant le TGF-pi

sont greffées dans la poche veineuse délimitée par les cellules

endothéliales. Lors de la formation du caillot et de la migration des

cellules de l'hôte, elles seront en contact avec de nombreux types

cellulaires, y compris les cellules endothéliales associées à la
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recanalisation. Puisque la proximité des deux types cellulaires semble

déclencher l'activation du TGF-pi latent. Il serait d'ailleurs intéressant

d'étudier l'activité mitotique des cellules endothéliales canines en réponse

au TGF-pi recombinant contenu dans les surnageants de cultures de

CMLVs ayant été infectées. L'inhibition attendue de la prolifération des

cellules endothéliales supporterait l'hypothèse voulant que notre stratégie

puisse inhiber les mécanismes de recanalisation du caillot associés à la

récidive anévrismale dans notre modèle animal.

5.5 La greffe de CMLVs améliore les résultats

angiographiques de l'embolisation des anévrismes.

Le modèle canin d'anévrismes carotidiens embolisés à l'aide d'éponges

de collagène a été étudié de façon extensive dans notre laboratoire41' 42.

La documentation du degré d'oblitération anévrismale et de la guérison ou

de la récidive au collet des anévrismes nécessite une angiographie de

contrôle, la macrophotographie et l'histopathologie après le sacrifice. Les

anévrismes embolisés avec une éponge de collagène seule récidivent : le

score angiographique augmente à trois semaines, le collet demeure

largement ouvert à la macrophotographie et la néointima est déficiente à

l'immunohistochimie. Nous avons observé une nette amélioration du

score angiographique (figure 24, tableau II) entre O et 3 semaines avec

les greffes cellulaires tant du côté traité avec le TGF-pi que du côté
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contrôle traité avec la GFP. Cette observation confirme des travaux

réalisés lors d'études antérieures dans notre laboratoire avec le même

modèle animal42. Les résultats obtenus avec la greffe de CMLVs sont tels

qu'il n'y a plus de récidive et que les collets sont bien scellés par une

néointima épaisse. La surexpression de TGF-pi au sein de l'anévrisme

traité n'a pas causé de changement significatif du score angiographique et

n'augmente pas significativement la formation néointimale. Nous pouvons

seulement affirmer que la surexpression du TGF-pi n'a pas nuit à l'effet

thérapeutique de la greffe de CMLVs sur revolution du modèle. Il faudra

avoir recours à d'autres modèles pour évaluer l'effet de la surexpresion de

TGF-pi ou encore initialement ensemencer moins de cellules sur l'éponge

de collagène pour vraiment percevoir les effets bénéfiques du TGF-pi

recombinant au collets des anévrismes. Il faut souligner que

l'embolisation peropératoire d'éponges ensemencées de cellules, qui

permet une greffe cellulaire efficace, n'est pas une solution réaliste au

problème de la récidive après traitement endovasculaire, car elle ne peut

être adaptée en clinique. La petite taille des microcathéters qui

permettent normalement l'accès à l'anévrisme, nous contraint à l'utilisation

d'agents embolisant beaucoup plus petits comme les filaments de platine.

Une greffe cellulaire via les filaments de platine a déjà été étudiée167'168.

La greffe cellulaire est alors beaucoup moins efficace et la surexpression

d'un gène, tel que le TGF-pi, pourrait dans ce contexte se révéler d'une
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grande valeur. Cette hypothèse pourrait être vérifiée en comparant le

taux de recanalisation d'artères embolisées avec un filament de platine

avec celui d'artères embolisées avec filament ensemencé de CMLVs

surexprimant ou non le TGF-pi. Une autre solution technique

envisageable est l'utilisation d'un polymère tel que l'alginate, qui peut être

injecté par microcathéter et pourrait permettre d'ensemencer l'anévrisme

avec des CMLVs169.
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n 6 Conclusion

Les résultats obtenus par ce modèle de thérapie génique ex vivo avec le

TGF-pi, ne démontrent pas d'amélioration significative de la guérison des

anévrismes expérimentaux. Nous avons cependant démontré la

faisabilité de cette stratégie : il est possible de prélever des CMLVs, de les

infecter par un adénovirus pour qu'elles surexpriment le TGF-pi. Nous

avons identifié les conditions optimales d'infection. Nous avons démontré

que ces cellules survivent à la greffe et expriment le transgène in vivo,

pour au moins 3 semaines. Nos travaux futurs viseront à identifier une

méthode endovasculaire afin de réaliser cette greffe par des

microcathéters utiliséss en pratique courante. Nous espérons ainsi

améliorer les résultats à long terme du traitement endovasculaire des

anévrismes intracrâniens.
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