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Résumé

La rétinopathie induite par I’oxygene (RIO) est un modéle animal semblable aux
rétinopathies vue chez ’homme. Dans ce modele, une destruction des microvaisseaux
rétiniens est suivie d’'une néovascularisation pathologique qui chez I’homme peut mener
a un détachement de la rétine et subséquemment une perte de vision. Afin de remédier a
cette revascularisation anarchique, un traitement de cellules souches (hématopoiétiques
et mésenchymateuses) a été effectué chez des souris soumises a ce modele. Les cellules
injectées ont pu migrer a la rétine et induire une revascularisation saine (surtout les
cellules souches mésenchymateuses). L’injection du milieu de culture de ces cellules
induit aussi une revascularisation semblable a celle vue chez les souris traitées avec les
cellules indiquant que D’effet thérapeutique des cellules semble étre accompli par
I’entremise de facteurs paracrines. Ces résultats suggérent que ces cellules peuvent
jouer un rdle au niveau de ’angiogénese et indiquent un potentiel thérapeutique pour les

rétinopathies.
Mots-clés : cellules souches, cellules mésenchymateuses, cellules souches
hématopoiétiques, néovascularisation, rétinopathie du prématuré, angiogénese,

inflammation, ischémie, rétinopathie induite par I’oxygene
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Abstract

Oxygen induced retinopathy (OIR) is an animal model that mimics the
developing phases of retinopathies seen in humans such as diabetic retinopathy and
retinopathy of prematurity. An initial destruction of retinal microvasculature is followed
by pathological neovascularization that can lead to retinal detachment in humans and
therefore blindness.  Utilizing bone marrow derived stem cells (mesenchymal and
hematopoietic), we aimed to repopulate the retina with normal vessels which are
affected in the OIR model. Cells injected into the vitreous migrated to the retina and
reduced both the area of vasoobliteration and neovascularization. Injection of
conditioned cell medium also induced proper vascular repair similar to that seen in mice
injected with cells indicating that the cells therapeutic effect is achieved through
paracrine action. These results suggest that bone marrow stem cells play a role in

angiogenesis and could be a potential therapeutic aid in treating retinopathies.

Keywords : stem cells, mesenchymal stem cells, hematopoietic stem cells,
neovascularisation, retinopathy of prematurity, angiogenesis, inflammation, ischemia,

oxygen induced retinopathy
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Introduction

«L’oeil... Tout l'univers est en lui, puisqu’il voit, puisqu’il refléte »
L’écrivain frangais, comme nous tous, reconnaissait le role primordial que joue la vision
dans nos vies. Imaginez le plus beau moment de votre vie, votre endroit favori au
monde, les personnes qui vous tiennent a cceur. Vous allez alors vous apercevoir
combien nous sommes non seulement dépendants de la vision mais comment ce sens
enrichit nos vies. C’est pourquoi la recherche en vision est un domaine de recherche
indispensable. Selon un rapport produit par la National Coalition for Vision Health en
2007, le colit annuel qu’impose la perte de vision au Canada est 7.9 milliards de dollars.
Si on considere aussi I’impact indirect de la cécité sur la société via le chomage et autres
subventions ou pertes de productivité, ce montant grimpe a 15.8$ milliards >. La
rétinopathie du prématuré est la cause principale de cécité chez les enfants. Cette
pathologie, qui atteint les bébés prématurés, méne souvent a la myopie, a la réduction de
la vision périphérique puis parfois la cécité. Présentement, les traitements utilisés en
clinique sont des techniques invasives qui arrétent la progression de la pathologie mais
ne favorisent pas une revascularisation saine >. Dans le but de remédier a cette carence,
nous avons évalué le potentiel thérapeutique des cellules souches issues de la moelle

dans un modele animal de rétinopathie.
1. La vision et les rétinopathies

1.1 La rétine

1.1.1 Anatomie et physiologie de I’oeil

L’ceil est un organe spécialisé et complexe qui nous permet de former une image
congruente a partir de plusieurs petites unités d’information, appelées photons. Afin
d’accomplir toutes les étapes de transduction de photons en image, I’ceil comprend
plusieurs structures (fig. 1 A). Les photons commencent par passer par la cornée, une

surface protectrice qui réfracte la lumicre de fagon majeure et préliminaire. La lumicre



passe ensuite par le cristallin dont 1’aire de sa surface est régulée par 1’iris, un tissu
dynamique qui se contracte selon le niveau de luminosité. Le cristallin est le réfracteur
de précision qui permet aux photons de rencontrer la rétine a la bonne profondeur
formant une image claire. Ces structures forment le segment antérieur de ’ceil. La
lumic¢re passe ensuite par I’humeur vitré, un matériel viscoélastique permettant
d’absorber les chocs et protéger la rétine. L’humeur vitré est surtout composée d’eau, de
collagéne et d’acide hyaluronique puis joue aussi le role d’échafaud pour les cellules
gliales et endothéliales qui migrent vers la rétine ou vers ce dernier. Les photons
terminent sur la rétine, un tissu hypervascularisé a fonctions multiples. La rétine et
I’humeur vitré forment le segment postérieur de ’ceil *. L’ceil comprend aussi d’autres
structures annexes tels que la sclére, les corps ciliaires, le nerf optique, la glande

lacrimale et les muscles oculaires mais la rétine est le tissu le plus essentiel a la vision °.

1.1.2 Anatomie et physiologie de la rétine

Plus spécifiquement, la rétine est un tissu spécialis€ composé de plusieurs
couches de divers types cellulaires ainsi que des couches de vascularisation (fig. 1 B).
La rétine est subdivisée en deux sections : la rétine interne et la rétine externe. La rétine
interne comprend une couche de fibres nerveuses, une couche de cellules ganglionnaires,
une couche plexiforme et une couche nucléaire. La rétine externe comprend une couche
plexiforme, une couche nucléaire, ainsi que les segments internes et externes des
photorécepteurs. La rétine repose sur I’épithélium rétinien pigmenté qui sert de rideau
noir absorbant les photons et empéchant leur réfléchissement °. Ces multiples couches
comprennent des cellules neuronales, gliales et vasculaires qui forment un réseau
complexe semblable a I’organisation du systéme nerveux central dont la rétine en est le

prolongement °.
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Figure 1. Structure de l'eil. L’ceil comprend 2 segments: antérieur et postérieur. Dans le segment
postérieur on retrouve la rétine, un tissu spécialisé hypervascularisé, qui permet la transduction de photons
en message électro-chimique. La rétine comprend des cellules neuronales, des cellules gliales ainsi des

réseaux de vaisseaux sanguins dans multiples couches organisées.
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Les cellules neuronales telles que les cones, les batonnets, les cellules bipolaires,
les cellules ganglionnaires, les cellules amacrines et les cellules horizontales permettent
la transduction et la modulation des influx nerveux qui constituent la vision. Un photon
est transmis via une réaction chimique avec le rétinal dans les photorécepteurs qui est
ensuite transmis par message ¢€lectrochimique aux cellules bipolaires. Cet influx
nerveux est acheminé aux cellules ganglionnaires qui elles acheminent le message au
niveau central via le nerf optique. Les cellules amacrines et horizontales jouent plutdt

un role dans la modulation de ces messages °.

La rétine contient aussi des cellules gliales. Les astrocytes et les cellules de
Miieller, cellules uniques a la rétine, sont les deux types de macroglies présents dans la
rétine *. Les cellules de Miieller permettent le maintien de I’homéostasie ionique et des
neurotransmetteurs '. Les astrocytes jouent aussi un role au niveau de 1’homéostasie,
mais leur fonction principale est le guidage de la formation du lit vasculaire lors du
développement °. Les microglies sont aussi des cellules gliales de la rétine. Celles-ci
sont les cellules immunitaires résidentes de la rétine. Les microglies ressemblent aux
macrophages en ce qui concerne la fonction ; ce sont des cellules phagocytaires qui
relachent plusieurs cytokines, radicaux libres et enzymes °. Enfin, il y a aussi les
cellules vasculaires qui font partie de la rétine 10 La diversité de cellules au niveau de la
rétine est immense. Si I’on considere les sous-types cellulaires, la rétine contient plus de

cinquante sortes de cellules différentes '

1.1.3 Anatomie et physiologie de la vasculature rétinienne

Due a une demande élevée en oxygene, la rétine est le tissu le plus vascularisé du
corps humain 6 La rétine est irriguée par deux sources vasculaires différentes. La rétine
externe est desservie par les vaisseaux choroidiens alors que les nutriments de la rétine
interne proviennent du réseau vasculaire superficiel de 1’artere ophtalmique qui entre par
le nerf optique (fig. 1 B) °. La vasculature rétinienne comprend les cellules

endothéliales et les péricytes; elles n’ont pas de cellules musculaires lisses car celles-ci
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ne sont pas présentes dans la microvasculature. Les cellules endothéliales forment

l’intima du vaisseau et assurent son étanchéité 2.

Les péricytes sont agencés a la
membrane basale des cellules endothéliales permettant ainsi une communication et
association entre ces deux types cellulaires. Cette interaction est ce qui permet aux
péricytes de réguler le flux sanguin, la stabilité, la perméabilité et la différenciation des

cellules endothéliales .

Le tissu de I’eeil a évolué pour devenir un tissu immuno-privilégié. Grace a la
barriére hémato-rétinienne (BHR) puis a un milieu intraoculaire anti-inflammatoire, la
rétine peut minimiser les réponses immunitaires dans 1’ceil, et conséquemment diminuer
le dommage & la structure rétinienne '*. La BHR est un homologue de la barriére
hémato-encéphalique (BHE) qui est présente au niveau du systéme nerveux central. Ces
deux barri¢res empéchent ’entrée de molécules provenant de la circulation périphérique
tels que des contaminants, drogues ou toxines afin de permettre le fonctionnement

., \ 15
appropri¢ de ces deux systeémes .

Cependant, le privilege dans la rétine n’est que
partiel car il y a tout de méme une réaction inflammatoire accrue lorsqu’il y a un irritant
ou de ’hypoxie dans I'ceil . Les cellules gliales sont une partie intégrante de la BHR.
Plus spécifiquement, les prolongements d’astrocytes entourent les vaisseaux dans le
plexus interne alors que les prolongements des cellules de Muller forment la barriére sur
les vaisseaux du plexus externe '’. Cela met en évidence I’étendue des liens entre les
divers types cellulaires et couches rétiniennes permettant ainsi une homéostasie et
communication continue entre ces cellules *. D’infimes changements au niveau de cette

organisation étanche peut mener a une perte d’acuité visuelle ou méme a la cécité 6,

Cette relation joue un rdle primordial lors du développement.

1.1.4 Développement vasculaire rétinien

La vascularisation des tissus est essentielle au développement, en permettant
I’accés a 1’oxygéne et aux nutriments, de méme que I’élimination des déchets

métaboliques. Le développement rétinien est donc relié de trés pres au développement
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vasculaire. La demande métabolique, plus spécifiquement I’oxygene, régule la
formation de nouveaux vaisseaux '°. Il y a deux mécanismes qui ménent a la formation
de nouveaux vaisseaux : la vasculogénése et 1’angiogénése. Lors de la vasculogénése,
les nouveaux vaisseaux sont formés a partir de cellules vasculaires progénitrices qui se
différencient et s’accumulent pour former un tube endothélial précoce. Au contraire,
I’angiogénese se fait a partir de vaisseaux matures via la migration de cellules
endothéliales existantes. Ces deux processus prennent place lors du développement

ainsi qu’en conditions pathologiques '°.

Lors du développement du feetus, les cellules neuronales migrent a partir du nerf
optique vers la périphérie. Leur activit¢ métabolique nécessite des nutriments. C’est
alors que les astrocytes activés forment un réseau sur lequel les cellules endothéliales
vont migrer permettant ainsi la formation d’un réseau de vaisseaux superficiels *. Chez

I'homme, durant la 16°™

semaine de gestation, la vascularisation débute au centre de la
rétine ou se trouve le nerf optique et s’étend vers la périphérie. C’est seulement a
quarante semaines, que le réseau vasculaire devient mature . La premiére étape se fait
par vasculogénese et crée le plexus interne dans la rétine centrale humaine. Ensuite,
I’angiogénése prend la reléve puis crée le restant des vaisseaux de la rétine périphérique,
augmentant ainsi la densité vasculaire centrale et pour développer le plexus externe.
Contrairement a la vasculogénese, 1’angiogénese est induite par un niveau d’hypoxie
physiologique transitoire due a I’augmentation de 1’activité métabolique des neurones
rétiniens lorsqu’ils se différencient et deviennent fonctionnels 0 Ce manque d’oxygene
local cause une augmentation de production du facteur 1 induit par I’hypoxie (HIF-1), ce
qui provoque une augmentation du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)
par les astrocytes de la rétine interne et des cellules de Miiller de la rétine externe. Au
contraire, la vasculogénese est indépendante des niveaux de HIF1 et VEGF. Avec le
développement de nouveaux vaisseaux, et I’apport d’oxygene supplémentaire, il y a une
diminution de I’expression de VEGF par les cellules gliales. Il y a donc une

communication cellulaire trés complexe lors du développement puisque la vasculature
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influence le développement neuronal et a leur tour, les cellules neuronales affectent le

développement vasculaire '°.

1.2 Rétinopathie de prolifération

Les rétinopathies de prolifération sont des maladies oculaires d’origine
vasoproliférative.  La croissance vasculaire excessive et pathologique est la cause
principale de ces pathologies. Cette néovascularisation peut mener au détachement de
la rétine ainsi qu’a la cécité. Plus spécifiquement, la rétinopathie du prématuré (ROP) et
la rétinopathie diabétique, deux exemples de rétinopathie de prolifération, sont les deux

principales causes de cécité chez les cinquante ans et moins dans les pays industrialisés
19

1.2.1 L’hypoxie

Dans les rétinopathies de prolifération, la néovascularisation a lieu suite a une
hypoxie rétinienne. Chez les patients diabétiques, I’hyperglycémie engendre une
dégénérescence vasculaire qui méne 4 un manque d’oxygéne dans la rétine *°. Chez les
bébés prématurés, plusieurs facteurs développementaux combinés a des traitements

d’oxygene causent une oblitération vasculaire .

Les humains, tout comme les rongeurs, ont des mécanismes qui leur permettent
de percevoir le niveau d’oxygene afin de s’adapter rapidement a 1’hypoxie :
I’augmentation de la respiration, et du flux sanguin sont des réponses de survie.
Lorsque ce manque d’oxygene persiste, des mécanismes additionnels doivent prendre la
releve pour que le corps puisse s’adapter a cette hypoxie. Ces mécanismes dépendent
sur les prolyl hydroxylases (PHDs), senseurs d’oxygene. En normoxie, ces derniers
hydroxylent les prolines dans la sous-unité¢ alpha de HIF créant une liaison avec la
protéine von Hippel-Lindau (VHL). Cette liaison avec VHL, une protéine faisant partie
du complexe E3 ubiquitine ligase, méne a la destruction de HIF-1a par les protéosomes.

En hypoxie, HIFa ne peut étre hydroxylé par les PHDs, ce qui produit une sous-unité



15

HIFa stable. Elle est alors transportée dans le noyau ou elle se lie a la sous-unité beta.
Le complexe HIF-1 est ainsi formé et peut induire la transcription de genes cibles tels
que le VEGF, I’EPO, le facteur de transcription nucléaire kB (NF-kB)et les récepteurs
de type Toll (TLR) 2'.

Alors, suite a ce manque d’oxygene, HIF-1 induit une sécrétion des facteurs de
croissance chez les cellules gliales et neuronales de la rétine ce qui permet la

. sl 2
néovascularisation O.

1.2.1 La néovascularisation

Cette formation de nouveaux vaisseaux, appelée néovascularisation, se fait
principalement par angiogénése chez I’humain post-embryonnaire. L’angiogénése
comprend une prolifération et une migration de cellules endothéliales suite a une
induction de VEGF. Le VEGF est un facteur proangiogénique qui comporte cing
isoformes, dont le VEGF165, le plus abondant et actif chez I’étre humain. Cette
protéine se lie a deux différents récepteurs : Flk-1 (VEGFR-2) et le Flt-1 (VEGFR-1),
récepteurs exprimés par la majorité des cellules endothéliales vasculaires *>. Cette
libération de VEGF suffit pour induire des embranchements a partir de cellules
endothéliales déja présentes dans la vasculature. Ces embranchements sont soumis a
une réorganisation structurale, formant un tube endothélial primitif. Ensuite, il y a
recrutement de cellules murales, soit des péricytes ou des cellules musculaires lisses, qui

’ . . . 1
eux déclenchent la maturation et la stabilité du nouveau vaisseau .

Au départ, la communauté scientifique croyait que la vasculogénése se produisait
seulement durant le développement embryonnaire mais c’est maintenant évident que
celle-ci joue aussi un réle crucial dans la néovascularisation post-natale '°. Récemment,
il a été démontré que des cellules progénitrices circulantes d’origine hématopoiétique
contribuent a la néovacularisation par vasculogénese. Ces cellules, qui ressemblent a
des hémangioblastes, résident dans la moelle et entrent en circulation en réponse a une

. . . . . T - 23
insulte hypoxique, a des cytokines spécifiques ou a I’inoculation de tumeur .
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La néovascularisation est régulée non seulement par le VEGF mais aussi par
plusieurs autres facteurs pro-angiogéniques ainsi qu’anti-angiogéniques (fig. 2).
L’équilibre entre ces promoteurs et suppresseurs de I’angiogénése contrdle de fagon
serrée la mise en marche de 1’angiogénése. Parfois, cet équilibre s’ajuste mal selon les
conditions menant a des formations pathologiques tels que 1’ont voit dans les

rétinopathies de prolifération '®.
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Figure 2. Facteurs pro- et anti-angiogéniques. L’équilibre entre les multiples facteurs pro-angiogéniques
et anti-angiogéniques contrdle le développement vasculaire. Si la balance penche vers les facteurs anti-
angiogéniques il y a une répulsion et une régression de vaisseaux. Alors que si la balance penche vers les
facteurs pro-aniogéniques, il y a une collatéralité et une formation de nouveaux vaisseaux (BDNF, facteur
neurothrophique dérivé du cerveau; PIGF, facteur de croissance placentaire; IL-8, interleukine 8; PDGF-
BB, facteur de croissance dérivé des plaquettes BB; TGF-a, facteur de croissance transformant alpha;
TGF-B, facteur de croissance transformant béta; Nt-3, neurotrophine 3; Ang-1, angiopoiétine 1; Ang-2,
angiopoiétine 2; FGF, facteur de croissance fibroblastique; NGF, facteur de croissance neuronale; EGF,
facteur de croissance épidermique; IGF-1, facteur de croissance apparenté a 1’insuline 1; VEGF, facteur de
croissance endothélial vasculaire; TSP-1, thrombospondine-1; TSP-2, thrombospondine-2; PEX, domaine
de type hémopexine de MMP-2; PAI, inhibiteur des activateurs de plasminogéne; IL-4, interleukine 4; IL-
12, interleukine 12; IL-18, interleukine 18; Pf4, facteur 4 plaquettaire; PEDF, facteur dérivé de
I’épithélium pigmentaire; Sema3 A, sémaphorine 3A).

En résumé, dans les rétinopathies de prolifération, les cellules gliales et

neuronales pergoivent une hypoxie et relachent des facteurs de croissance qui induisent
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une prolifération pathologique de nouveaux vaisseaux .

1.2.1 L’inflammation

La néovascularisation est aussi combinée a une inflammation qui a des effets désastreux
sur la perméabilité vasculaire et la récupération des tissus . Le concept d’inflammation
est li¢ de prés avec celui de I’hypoxie. Selon plusieurs études le mécanisme de
signalisation de I’hypoxie déclenche I’activation du systeme inflammatoire en aval.

Grocott et al.’® et plusieurs autres >’ **

ont démontré que les personnes qui souffrent du
manque d’oxygene en altitude possédent de haut niveau de cytokine puis une fuite
vasculaire pouvant mener a 1’cedéme pulmonaire ou cérébral. De plus, les niveaux
d’interleukine 6, de son récepteur et de la protéine C-réactive sont €levés apres trois
nuits en altitude (plus de 3400 m) *. Cette réaction inflammatoire suite & une
diminution de la quantit¢ d’oxygene distribuée aux tissus par le sang a pour cause

I’interaction entre la signalisation de PHD-HIF et les membres de la famille du facteur

de transcription NF-xB *'. Dans les rétinopathies de prolifération, I’hypoxie rétinienne
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cause une augmentation du nombre des cellules inflammatoires, y compris les
neutrophiles, les macrophages et les lymphocytes T de type CD4 et CD8 *°. De plus, on
remarque des différences de niveaux chez certaines cytokines dont le facteur de nécrose

tumorale alpha (TNF-a), IL-1B, IL-6, IL-17, IL-18, RANTES et la protéine C-réactive
30-32

1.3. Rétinopathie du prématuré

1.3.1. Définition et épidémiologie

La rétinopathie du prématuré est une maladie vasoproliférative qui atteint les
bébés prématurés et peut mener a la cécité. Cette pathologie se développe surtout dans
les bébés ayant un poids sous la norme a la naissance (<1250 g). La ROP est la cause
principale de cécité juvénile dans le monde avec une prévalence de 50 000 °.
L’incidence de cécité chez ces enfants ayant la ROP est cependant petite, environ 1 cas
par 820 bébés, grace au suivi médical et aux traitements. Néanmoins, la ROP est
associée avec une réduction de qualité de vision méme chez les bébés ou la ROP
régresse suite ou non a un traitement. L’¢étude de cette pathologie méne non seulement a
des développements au niveau du traitement mais aussi a des progrés dans la
compréhension de I’angiogénese, des interconnections neuro-vasculaires puis de

I’interférence métabolique vasculaire *°.

1.3.2. Physiopathologie — Phase 1 Vaso-oblitération

Comme mentionné ci-haut, la vasculature rétinienne est compléte seulement
lorsque le bébé ou fétus a environ 36 semaines post-menstruel. Les prématurés sont

’ . \ 4
donc nés avec une vasculature incompléte **.

De plus, une des caractéristiques des
prématurés qui affectent leur survie est leurs poumons sous-développés. En
conséquence, ces bébés recoivent presque toujours un traitement d’oxygene tel que la
ventilation ou le CPAP (ventilation en pression positive continue). Ces hauts niveaux

d’oxygéne viennent affecter 1’équilibre physiologique de la rétine. Le lit vasculaire
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rétinien n’a pas d’innervation du systéme nerveux autonome, il est donc dépendant des
facteurs locaux pour réguler la tension d’oxygéne dans le tissu. Chez le nouveau-né
prématuré, I’autorégulation locale du flux sanguin est trés limitée comparé a un adulte **.
Ce manque de régulation combiné au traitement d’oxygene élevé méne a des niveaux
d’oxygéne trop €levé. Une surproduction de radicaux libres survient puis une destruction
de la microvasculature rétinienne prend place. Subséquemment, ce surcroit d’oxygene
annule aussi 1’hypoxie physiologique de la rétine en développement puis supprime la
synthése du VEGF astrocytaire. Cela méne a une régression des vaisseaux immatures '°.
L’absence de facteurs de croissance provenant de la meére puis de certains facteurs de
survie de la vasculature et des cellules neuronales joue aussi un réle a ce niveau. Tous
ces facteurs ménent & une vasooblitération, qui est la caractéristique centrale de cette

premiére phase de la ROP (fig. 3) *°.

1.3.2. Physiopathologie — Phase 2 Néovascularisation

Avec le développement et le retour a I’air ambiante du nouveau-né, la rétine
devient active ce qui cause une ischémie dans la zone non perfusée de la rétine. Il y a
alors un immense relargage de VEGF par les astrocytes mais aussi les autres cellules
neuronales. Ceci déclenche une angiogénése accrue dans la rétine. Lorsqu’il y a une
ischémie ailleurs dans le corps tel que dans le cceur ou le cerveau, cette angiogénese est
favorable au rétablissement *°. Cependant, dans la rétine, il y a un déréglement des
processus angiogénique qui entraine une croissance vasculaire anormale, excessive et
désordonnée .  C’est ce qu'on considére la phase 2 de la ROP: phase de
néovascularisation (fig. 3). Généralement cela se passe quand le bébé atteint 32 a 34

. A 10
semaines (age post-menstruel)
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Figure 3. La rétinopathie du prématuré. Les prématurés naissent avec une microvasculature qui n’est pas
encore complétement développée. La combinaison du traitement d’oxygene par ventilateur et 1’absence
des facteurs de croissance de la mére méne a une destruction des micro-vaisseaux. Avec le
développement du nouveau-né, le métabolisme de la rétine s’active causant une hypoxie locale et un
relargage de facteurs de croissance. Cela cause une néovascularisation accrue et pathologique pouvant

mener a un détachement de la rétine.
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1.3.3 Diagnostiques et impacts de la ROP

Il y a plusieurs niveaux de rétinopathie chez le prématuré. Ceux-ci sont définis
selon I'apparition de vaisseaux a I’endroit ou les zones vasculaires et avasculaires se
rencontrent. Cette interface apparait comme une ligne pour la ROP de stade 1, une créte
a trois dimensions pour le stade 2 puis une créte avec des bourgeonnements de vaisseaux
dans I’humeur vitrée pour le stade 3. C’est au troisi¢me stade que le traitement est
prescrit. Souvent des bébés atteignent les 2 premiers stades sans atteindre le troisiéme.
« Plus disease » est une ROP de stade 3 ou 2 quadrants ou plus de I’ceil du patient
contiennent des veines dilatées et des artéres tortueuses pres du disque optique. Parfois,
les bourgeonnements peuvent progresser puis former des bandes fibreuses qui causent
un détachement partiel de la rétine (stade 4), ou bien un détachement de la rétine au

complet (stade 5) .

Lors de la deuxieme phase de la ROP, il y a non seulement une réponse
angiogénique mais aussi une réponse inflammatoire. L’infiltration de cellules
inflammatoire déclenche des modifications de la matrice extracellulaire puis des
changements vasculaires. Les nouveaux vaisseaux sont susceptibles aux fuites
vasculaires, ce qui cause un épaississement de la rétine, de I’cedéme, et des saignements
33 La combinaison de I’infiltration inflammatoire puis les fuites vasculaires favorisent
une prolifération de cellules gliales agissant en fibroblastes. C’est ce qui peut mener a la
formation d’une cicatrice fibreuse et le détachement rétinien par force de traction. La
fibrose est un processus biologique adaptatif qui se fait dans tous les tissus. Malgré cela,

la composition cellulaire et la structure anatomique de la rétine fait en sorte que I’effet

de la fibrose dans la rétine est dévastateur plutdt que réparateur *.

Il faut noter que souvent il y a une régression de la ROP aprés ou méme sans
qu’il y ait eu de traitement et aucune cécité a lieu. Ces enfants développent une vision
normale durant leurs premicres années. Cependant, au cours de leur développement

ultérieur, leur acuité visuelle diminue sous la norme. Il y a aussi ét¢ démontré que la
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fonction de la rétine périphérique est appauvric méme lorsqu’aucune thérapie n’a été
nécessaire. De plus, certains déficits ont été remarqués dans la sensibilité des batonnets,
puis cette sensibilité n’est nullement proportionnelle a la sévérité de la condition initiale

1 . . . . \ ;.
0 Les traitements actuels de la ROP en clinique laissent donc encore & désirer.

1.3.4 Traitements pour la ROP

Débutant en 1988, la cryothérapie était le traitement de choix pour la ROP de
niveau 3+. Cette thérapie utilise I’application de froid a trés basse température sur la
rétine via la surface oculaire. Ce traitement affecte la sclére ainsi que la choroide. Un
traitement de 5 heures consécutives a -150°Celcius ou de 8 heures cumulatives a -

240°Celcius était recommandé .

Dans les années 90, il y eu une transition du traitement vers 1’utilisation de la
thérapie de photo coagulation au laser. Cette thérapie applique un laser a la surface
interne de la rétine en passant par la pupille qui a été dilatée. Ce traitement, comme la
cryothérapie vise a détruire la majorité des cellules périphériques qui produisent le
VEGEF dans la rétine diminuant ainsi la croissance vasculaire malsaine. Ces thérapies
d’ablation conventionnelles (laser ou cryothérapie) causent la perte permanente du
champ visuel périphérique et induit souvent une myopie cliniquement significative ' .
De plus, ces interventions sont trés invasives et elles sont utilisées que tardivement

(stade 3+), ne limitant donc que partiellement les dommages fonctionnels et conduisant

N ’ 7 1
ainsi 4 des conséquences néfastes .

L’utilisation d’agents anti-angiogéniques est maintenant le traitement a 1’horizon.
Les anti-VEGF, surtout Bevacizumab, sont maintenant utilisés en clinique pour traiter la
ROP aigue '. 1l y a aussi la thérapie photo-dynamique, les stéroides angiostatiques et

les antagonistes d’intégrines qui émergent comme traitement >°.
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1.4 Rétinopathie induite par I’oxygene — Modele animal

L’efficacité¢ de nouveaux traitements pour la ROP est souvent étudiée dans le
contexte du modele animal de la rétinopathie induite par I’oxygene. De plus, I’étude des
mode¢les animaux de rétinopathie induite par I’oxygeéne a permis a la communauté
scientifique de progresser sur la pathogénése de la ROP ainsi que de découvrir certains
mécanismes sous-jacents 3% Contrairement aux humains, les souris, les rats, les chats et
les chiens naissent avec des yeux qui ne sont pas complétement vascularisés. Leur état
de vasculature a la naissance est alors parallele a celui des bébés prématurés.
L’exposition de ces animaux néonataux a I’hyperoxie mene a la perte des vaisseaux
rétiniens, a 1’arrét du développement vasculaire qui est suivi d’une néovascularisation '°.
Ces modéles animaux reproduisent les deux phases de la ROP : phase I de vaso-
oblitération et phase II de néovascularisation. Un des premiers mod¢les animaux a été le
chat puisque son systéme nerveux et visuel ressemble beaucoup a celui de I’humain.
Pour des raisons de cott et de disponibilité, ce modele a vite ét€¢ mis de coté. Le lapin
quant a lui ne développe la pathologie que dans une petite région de la rétine. Le rat et
la souris sont les modéles les plus utilisés en raison de leur peu de variabilité, leur prix

économique ainsi que la disponibilité de mutant *’.

En 1994, Smith et al’® ont développé un modéle de souris de rétinopathie
reproductible et quantifiable permettant d’étudier la néovascularisation in vivo. Ce
modele animal reproduit les deux phases de la rétinopathie du prématuré en exposant des
souriceaux a 75% d’oxygene a partir du jour post-natal 7 (P7). La vasculature rétinienne
au jour P7 est celle qui ressemble de plus pres a celle des prématurés avec une
régression maximale des vaisseaux hyaloides puis un développement vasculaire rétinien
minimal *°. Ces souriceaux restent en hyperoxie pendant cinq jours et sont ensuite remis
en condition normoxique (21% d’oxygene) au jour P12. L’exposition a 1’hyperoxie
augmente le niveau de radicaux libres et conduit a la destruction des vaisseaux rétiniens

(phase de vaso-oblitération) (fig. 4 C). Lorsqu’au jour P12 ces souriceaux retournent en

normoxie, la rétine continue de se développer et requiert une quantit¢ d’oxygene
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supérieure a la production du réseau vasculaire qui a été en partie détruit. Ce manque
d’oxygéne crée une hypoxie locale ce qui produit un relichement accrue de VEGF *.
Cette relation entre ’hypoxie et les niveaux de VEGF concordant est trés bien établie

40-42 . ., .
%42 Drautres facteurs de croissance et angiogéniques sont aussi

dans la littérature
relachés ce qui meéne a une angiogénese accélérée et pathogénique (phase de
néovascularisation) (fig. 4 D). La premicre phase peut étre quantifiée en mesurant 1’aire
de la surface avasculaire sur un montage a plat de rétine (voir matériel et méthodes) soit
au jour P12 (fig. 4 C) soit a P17 (plus petite aire avasculaire). La néovascularisation
quant a elle, est a son seuil maximal au jour P17 (fig. 4 D) ou ’on peut calculer I’aire

. \ rpion 38
que recouvrent les bourgeonnements de vaisseaux sur un montage a plat de rétine ™.

Normoxie Hyperoxie

-

P12

P17
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Figure 4. Le modele de RIO. Le modele RIO reproduit les deux phases de la ROP en soumettant les souris
a des conditions hyperoxiques (75% d’oxygene) pendant 5 jours entre les jours post-nataux 7 et 12. La
premiére phase de la ROP, la vaso-oblitération, est évidente au jour P12 (C) alors que la phase 2 de
néovascularisation est évidente a P17 (D).

Ce modele permet I’étude de la néovascularisation et des mécanismes sous-
jacents, puis I’évaluation de nouvelles interventions médicales. Toutefois, on doit
reconnaitre certaines différences et faiblesses chez le modele lorsqu’on le compare avec
la pathologie chez I’humain. Une des différences majeures entre le modele et la
pathologie humaine est I’absence de fibrose pré-rétinienne et le rétablissement des
vaisseaux au jour P21 chez le modéle de souris. De plus, la vaso-oblitération rétinienne
se développe au centre de la rétine de souris alors que chez le prématuré, celle-ci prend
place a la périphérie. Certaines théories tentent d’expliquer ces différences mais ce n’est

. N . . 4
toujours pas trés bien compris .

2. Les cellules souches

Toutes les interventions pour la ROP priment sur la destruction ou I’inhibition de
la néovasculature au lieu de promouvoir la collatéralité et la maturation des vaisseaux.
Ces traitements permettent I’alignement de 1’offre et la demande d’oxygene mais au
détriment de la vision. Souvent ils ne parviennent pas a inhiber toute la
néovascularisation pathologique. Finalement, ces traitements sont associés a des

dommages tissulaires de méme qu’a plusieurs complications locales et systémiques >°.

Récemment, plusieurs découvertes ont été accomplies dans le domaine des
cellules souches. Ce traitement de type cellulaire pourrait combler les lacunes des autres
traitements en préservant la structure et la fonction rétinienne avant que cela mene a
I’;edeéme, aux saignements, la fibrose et enfin au détachement rétinien. Les thérapies
cellulaires a base de cellules souches sont un domaine de recherche émergeant rempli de

promesses pour diverses pathologies. Un certain enthousiasme se manifeste pour ’utilité
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thérapeutique de ces cellules dans les pathologies dégénératives de type neuronal et
méme vasculaire afin de prévenir, stabiliser ou méme de restaurer les fonctions suite aux
dégénérescences **. 11 y a toujours beaucoup d’inconnus dans ce domaine et plusieurs
utilités thérapeutiques restent a étre explorées. Néanmoins, certains facteurs doivent étre
considérés avant de proposer une approche thérapeutique : la source de cellules souches,
la sécurité, les effets secondaires, le phénotype cellulaire, la plasticité, et le mécanisme

d’action.
2.1 Concepts de base des cellules souches

2.1.1 Définition

Lors du développement humain, 1’organisme commence d’une cellule (I’ovule
fertilisé) puis devient un organisme complet avec plus de deux cent types cellulaires.
Cette tendance phylogénétique a passer de cellules pluripotentes a des cellules matures
est une partie intégrale du développement humain.  Ce processus ou les cellules se
différencient et progressent vers une cellule sans plasticité est nécessaire pour produire
tous les tissus spécialisés de I’humain et pour minimiser les risques de prolifération
tumorale. Il y a donc une diminution du pouvoir régénératif avec 1’age. Ce manque de
régénérescence a 1’age adulte a poussé la communauté scientifique a étudier les cellules

o s 11
primitives au pouvoir regenerateur .

A la base, une cellule doit remplir deux conditions pour étre considérée comme
une cellule souche. Cette cellule doit d’abord pouvoir s’auto-renouveler sans perdre sa
plasticité¢ (division symétrique). Deuxiemement, elle doit aussi pouvoir perdre sa
plasticité et se différencier dans divers sous-types cellulaires matures. Une cellule
souche doit donc pouvoir accomplir une division cellulaire asymétrique ou les deux

cellules filles ont un différent phénotype 3 (fig. 5).
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Figure 5. Division cellulaire de cellules souches. Une cellule souche est une cellule qui peut s’auto-
renouveler ainsi que se différencier en divers sous-types cellulaires. L’auto-renouvellement se fait par
division symétrique alors que la différentiation en cellules spécialisées se fait par division asymétrique.

Il existe plusieurs types de cellules souches ayant des potentiels de différentiation
variables. Une cellule peut étre totipotente, pluripotente, multipotente ou bien
unipotente (fig. 6). Les cellules dites totipotentes sont celles qui peuvent produire un
étre humain au complet. Seule la morula, structure de huit cellules ou moins d’un
embryon d’un a trois jours, peut mener la formation d’un humain complet. Apres ce
stade de développement, les cellules sont dites pluripotentes. Ce genre de cellules
provient du blastocyte qui est formé de seize a trente-deux cellules durant les jours
embryonnaires cinq a quatorze. Les cellules pluripotentes donnent lieu a plus de deux
cent types cellulaires sans pouvoir créer un humain complet. Ce sont ces cellules
embryonnaires qui sont utilisées en recherche aux fins expérimentales et qui menent a
beaucoup de désaccord au niveau éthique. Il y a aussi des cellules multipotentes qui
sont des cellules différenciées, contrairement aux cellules totipotentes et pluripotentes,
mais qui peuvent se différencier en différents sous-types cellulaires. Les cellules
souches hématopoiétiques (HSC) de la moelle en sont un exemple. Les HSCs

proliférent dans la moelle tout au long de notre vie et certaines se différencient en
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cellules hématopoiétiques matures afin de renouveler ces cellules. Les cellules
multipotentes sont souvent aussi appelées des cellules progénitrices. Enfin, une cellule

. L e e, . 4
unipotente est une cellule spécialisée qui ne peut s auto-renouveler .

Plus de 200 types cellulaires

Totipotenc

Morula

Pluripotence

Blastocyste

Quelques sous-types cellulaires

Multipotence

eg. Cellules souches hématopoiétique

(s>

eg. hépatocyte

Figure 6. Potentiel de différenciation des cellules. Les cellules peuvent étre catégorisées selon leur
potentiel de différentiation. Une cellule totipotente est celle qui peut mener a la formation d’un humain
complet, alors qu’une cellule pluripotente peut devenir n’importe quelle cellule humaine mais ne peut
former I’humain entier. Les cellules multipotentes sont des cellules différenciées qui peuvent tout de
méme se diviser en une variété de sous-type cellulaire. Une cellule unipotente est une cellule spécialisée

qui ne peut donner qu’un type cellulaire, elle est restreinte a un seul phénotype

2.1.2 Sources et types de cellules souches

Il y a une grande variété de cellules souches étudiées et utilisées en recherche

(tableau 1). Notamment, certains chercheurs trouvent encore aujourd’hui de nouvelles

47-49

sources de cellules souches On peut reconnaitre trois différentes catégories de
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sources de cellules souches : les cellules embryonnaires, les cellules souches issues de la

moelle puis les cellules progénitrices de tissus (fig. 7) *°.
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Figure 7. Sources de cellules souches. Les cellules souches peuvent provenir de tissus embryonnaires ou
de tissus adultes. Les cellules du blastocytes sont les cellules souches embryonnaires principales, mais le
placenta et le sang de cordon contiennent aussi des cellules souches. Chez I’adulte, on retrouve des niches
de cellules souches dans le sang, dans les muscles, dans la moelle, dans le tissu adipeux, dans I’ceil et

méme dans la peau.

\

Les cellules embryonnaires ont ét¢ les premicres cellules souches a étre
découvertes et ensuite étudiées. Ces cellules pluripotentes proviennent de la masse
cellulaire interne de I’embryon au stade de blastocyste. Dans le développement humain,
ces cellules vont former les trois feuillets embryonnaires (ectoderme, endoderme,

mésoderme). Ces trois feuillets embryonnaires sont la source de tous les types
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cellulaires de I’humain *°.

La cellule embryonnaire renferme donc un potentiel
thérapeutique immense car elle pourrait théoriquement venir en aide a n’importe quel
tissu endommagé. Néanmoins, ces cellules présentes quelques obstacles surtout au
niveau éthique. La controverse provient du besoin de détruire un embryon afin d’obtenir
les cellules. De plus, I'insuffisance de disponibilit¢ de ce tissu, la carence en
connaissances des signaux de différentiation cellulaire, le risque d'induction de tumeur et

les risques de contamination avec I’acide sialique Neu5Gce représentent d’importantes

difficultés & surmonter °°.

La moelle osseuse est le lieu de I’homéostasie hématopoiétique. Cette
cavit¢ contient deux types de cellules souches principales: les cellules souches
hématopoiétique (HSC) et les cellules souches mésenchymateuses (MSC) (fig. 8). Les
HSCs sont les cellules souches adultes qui ont été les plus étudiées; elles sont déja
utilisées en clinique comme traitement. Les HSCs sont les cellules multipotentes qui
génerent toutes les cellules hématopoiétiques y compris my¢loides et lymphoides. Elles
sont donc responsables de maintenir le contenu de cellules de la circulation sanguine .
Le stroma de la moelle osseuse contient aussi des MSCs. Ces cellules, aussi connues
sous le nom de cellules souches stromales sont les cellules qui réapprovisionnent le
stroma de la moelle. Lors des derniéres décennies, d’autres fonctions ont été élaborées
pour les MSCs. Celles-ci sécreteraient aussi des facteurs solubles qui supportent et

régulent I’hématopoiése .
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Figure 8. Cellules de la moelle. La moelle osseuse contient deux types de cellules souches: les cellules
souches hématopoiétiques (HSC) et les cellules souches stromales mésenchymateuses (MSC). Les HSCs
sont présentes dans la cavité de la moelle et donnent lieu a toutes les cellules hématopoiétiques matures
myéloides ainsi que lymphoides. Les MSC jouent plutot un role de support pour I’hématopoiese et elles
se retrouvent dans un réseau qui interagit de pres avec 170s.

La moelle osseuse contient aussi d’autres types de cellules souches qui portent
différent noms selon le groupe de chercheurs. Les cellules progénitrices endothéliales
(EPC) résident aussi dans la moelle, ainsi que des cellules progénitrices adultes
multipotentes (MAPC) *. Les EPCs, décrites pour la premiéres fois par Asahara et al.>
entrent en circulation et se dirigent vers un endroit d’ischémie lorsqu’il a lieu et sont
impliquées dans I’angiogénése. De plus certaines études font référence aux cellules
souches de la moelle (BMC) qui représentent une population hétérogene de cellules
souches. Ces cellules ont la capacité de se différencier en plusieurs types de cellules

telles qu’un hépatocyte, une cellule endothéliale, une cellule épithéliale, une cellule

musculaire cardiaque ou squelettique, une cellule neuronale ou méme un astrocyte. Ceci
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indique que les cellules de la moelle ont le potentiel de transdifférentiation leur
permettant de devenir une cellule d’un tissu autre que le leur. Toutefois, ce n’est pas
tous les BMCs qui se différencient dans ces sous-types cellulaires ce qui rend la
compréhension du réle et du mécanisme de différentiation de ce groupe de cellules

variées presque insurmontable >*.

Il y a aussi des cellules souches qui ne sont pas endogenes, elles sont plutot une
fabrication humaine. Les cellules pluripotentes induites (iPSCs) sont générées via la
reprogrammation d’une cellule somatique adulte vers un phénotype de pluripotence.
Les iPSCs ressemblent de prés aux cellules souches embryonnaires; elles sont
pluripotentes, elles peuvent former les trois feuillets embryonnaires, elles peuvent se
différencier en n’importe quel sous-type cellulaire, elles expriment les mémes genes et
antigénes a leur surface que les cellules souches embryonnaires. L’induction de
pluripotence peut étre accomplie par une variété de méthodes telles que le transfert
cellulaire, la fusion cellulaire, la reprogrammation indirecte (spécimens de cellules
embryonnaires) et la reprogrammation directe. Cette derniére regoit beaucoup
d’attention car elle est réalisée via une introduction de nouveaux genes. Les rétrovirus,
les lentivirus, les adénovirus et les plasmides de transfection. Ces cellules arborent
quelques avantages sur les cellules souches embryonnaires : les iPSCs impliquent moins
de thématiques morales puis elles ne posent pas de problémes au niveau de la
compatibilité. Toutefois, la sécurité et la stabilité de ce nouveau type cellulaire reste a

étre confirmé >,

Enfin, certains tissus contiennent des niches de cellules progénitrices.
Ces cellules résident dans leur niche jusqu’a ce qu’il y ait une insulte ou un signal
développemental qui les attire a 1’extérieur de la niche **. Le sang de cordon est une
niche de cellules souches qui ressemblent de trés prés a la cavité de la moelle. On y
retrouve des cellules progénitrices de cellules érythroides, myéloides et de lymphocytes
B ®. Le sang de cordon est aussi une source importante d’EPCs, MSCs et HSCs. Les

cellules multipotentes de cette source font preuve d’une meilleure prolifération que
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celles dans la moelle adulte® *®. Des cellules progénitrices ont aussi été retrouvées dans
le sang de menstruation, appelées cellules régénératives endométriome (ERC) ¥/, L ceil
contient deux niches de cellules souches. La premicre est localisée dans le corps ciliaire

de Iceil adulte *°

. La deuxiéme est dans le limbe entre la cornée et la sclérotique *°. La
circulation sanguine est une autre source de cellules progénitrices, plus spécifiquement
une source d’EPCs. Ces cellules progénitrices hématopoiétiques portent aussi parfois le
nom de cellules angiogéniques circulantes (CAC) **. En condition normale, trés peu
d’EPCs circulent dans le sang. Lors d’une ischémie, une insulte ou une pathologie telle
que le diabéte ou des tumeurs, celles-ci sont plus nombreuses en circulation puis sont
impliquées dans la néovascularisation 2. 1l existe aussi des cellules progénitrices
neuronales (NPCs) chez I’adulte. Les NPCs ont ét¢ identifiées dans le ventricule latéral
de la zone sous-ventriculaire et dans la zone sous-granulaire dans le gyrus denté¢ de
I’hippocampe. Il y a certaines évidences que les NPCs sont aussi peut-&tre ailleurs dans
le cerveau tels que dans le cortex, la matiére blanche sous-corticale, la moelle €piniére
%0 Les NPCs ont la capacité de se différencier en neurone, astrocyte et oligodendrocyte,

mais avec 1’age elles perdent de leur multipotence et se différencient par préférence en

11
astrocyte .

Tableau 1. Types de cellules souches étudiés en vision

Type de cellule Sources Fonction de base  Capacité de Marqueurs
différentiation courants

Cellule souche Morula (stade a8  Génére I’embryon  Pluripotence Phosphatase

embryonnaire cellules) alcaline, Nanog,

ol c-myc, Smad-2,
Oct-3/4, SSEA-
1,3,4

Cellule souche Cellule somatique  Aucune, cellule Pluripotence Méme que les

pluripotente induite  adulte créé par I’homme cellules souches
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Cellule souche

neuronale
60

Cellule souche
hématopoiétique
46

Cellule souche

mésenchymateuse
45

Cellule
progénitrice

endothéliale

Cellule souche

rétinienne >’

Cellule souche

limbale
50

Zone sous-
ventriculaire de

I'humain adulte

Cavité médullaire

des os longs

Cavité des os

longs

Circulation

sanguine

Zone antérieur

uvéale de 1'ceil

Le limbe (entre la
cornée et la

sclérotique)

Neurogénese pour
le bulbe olfactif et

I’hippocampe

Régénération des

cellules du sang

Supporter
I’hématopoicse et
renouvellement du

stroma

Néovascularisation

Signification
évolutionnaire

seulement

Régénération de
I’épithélium de la

cornée

Cellule neuronale

olfactoire, myocyte,

autres cellules

neuronales

Cellules my¢loides
et lymphoides du
sang et trans-

différenciation

Adipocyte,
ostéocyte,

chondrocyte et

trans-différenciation

Cellule endothéliale

Cellule neuronale

primitive

Cellule épithéliale

de la cornée

34

embryonnaires

Nestine, Notch,
Numb, Musashi-
1, Préséniline
FGFR-4, Fz9,
Sox2

CD34, C-Kit,
Sca-1, Thy-1

CD105, CD73,
CD90, CD106,
CD29, CD44

CD34, CD133,
CD309 (VEGFR-
2)

Nestine, BIII
tubuline, EGF-R,
FGF-R, Shh,
Pax6, Six 3/6

Vimentine,
kératine 19, a-
énolase, EGF-R,
p63, Pax6, Shh,
ABCG2/BCRP
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SSEA, antigéne spécifique de I'état embryonnaire; FGFR-4, récepteur 4 du facteur de croissance fibroblastique; Fz9,
Frizzle 9; Sca-1, antigéne 1 de cellules souches; VEGFR-2, récepteur 2 du facteur de croissance vasculaire; EGF-R,

récepteur du facteur de croissance épidermique; ABCG2/BCRP, transporteur a cassette liant 'ATP

Les cellules souches se retrouvent un peu partout, et certaines niches sont
encore a découvrir. Leur potentiel et leur utilité sont encore des sujets a débats; en
particulier le phénotype de chaque type cellulaire varie d’un laboratoire a un autre, ainsi

que les techniques d’isolement et d’identification.

2.1.3. Sécurité des cellules souches

La découverte des cellules souches et de leur role prometteur a formé
deux mouvements d’opinions opposés. D’un coté, certains craignent l’utilisation de
cellules souches pour des raisons morales autant que médicales. D’autre part, certains
croient que ces découvertes sont trés prometteuses et que les cellules souches sont le
traitement universel de demain. Tout compte fait, ces deux opinions sont nécessaires a
I’avancement de recherche en traitement cellulaire afin de pousser les découvertes et

e, , . . I . S 1
ainsi éviter de prendre des démarches qui mettraient la santé des patients a risque °'.

L’utilisation de cellules souches présente plusieurs controverses. Tout
d’abord, la source des cellules peut étre un sujet de désaccord. Les cellules
embryonnaires ont le plus grand potentiel régénératif mais elles sont aussi au centre de
plusieurs débats législatifs. Les normes d’utilisation, si la manipulation elle-méme est
permise, varient d’un pays a I’autre et elles sont généralement restreintes. Le phénotype
est un autre sujet sans consensus. La méthode d’identification de chaque type de

cellules souches reste toujours vague.

Plusieurs marqueurs et essais ont €té proposés mais les critéres changent
continuellement créant ainsi une variabilité dans le monde scientifique **. La recherche
en cellules souches est relativement nouvelle. Ce faisant, il y a toujours un certain
manque de connaissances quand aux mécanismes des cellules souches et des voies

cellulaires de différentiation *°. Enfin, certaines précautions sont nécessaires afin
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d’éviter les risques associ¢s avec la thérapie cellulaire : développement de tumeur,
réaction contre un antigéne animal, une fibrose, un rejet de greffe et une réaction
inflammatoire systémique . De plus, on doit prendre en considération une certaine
perte de validité dans la recherche causée par une grande variabilité au niveau des
cellules utilisées, I’administration du traitement, le modéle animal utilisé et la méthode

d’analyse *°.

Ces obstacles mettent en évidence le besoin d’approfondir et d’élargir nos
recherches sur les cellules souches. Néanmoins, cela n’empéche pas qu’il y a des
découvertes importantes qui ont déja été accomplies. De plus, certaines applications des
cellules souches sont déja utilisées en clinique 64 L’approbation de ces traitements
cellulaires démontrent qu’ils sont sécuritaires lorsqu’utilisés selon un protocole établi.

Au Canada, plusieurs traitements sont en essais cliniques (http://clinicaltrials.gov/) et

d’autres sont déja acceptés tels que les greffes de moelle pour rebatir le systéme
immunitaire chez les patients atteints de maladies d’immunodéficiences ou apreés une
ablation myéloide par chimiothérapie *°. En d’autres mots, aprés de rigoureuses
recherches un traitement cellulaire peut €tre sécuritaire si les parametres du traitement

sont bien établis permettant ainsi leur approbation par les institutions gouvernementales.

2.2 Roles et effets des traitements des cellules souches

Le role des cellules souches durant le développement commence a étre €élucideé.
Toutefois, leur role chez 1’adulte est également important d’un point vu physiologique et
méme thérapeutique. Plusieurs découvertes ont été accomplies dans ce domaine lors des
derniers 15 ans mais beaucoup reste a étre exploré. A présent, les cellules souches
démontrent une certaine promesse pour une multitude de pathologies. Les cellules
souches hématopoiétiques sont présentement utilisées pour reconstituer le systéme
immunitaire chez les personnes avec une immunodéficience causée par une pathologie
ou la myéloablation *°. Récemment, les MSCs ont été ajoutées aux traitement d’HSCs

afin de diminuer la maladie du greffon contre I’hote (GVHD) et puisque celles-ci jouent
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un réle de support dans I’hématopoiése **. Au niveau cardiaque, il a ét¢ démontré que
les cellules souches (EPC, BMC ou CAC), injectées de fagon systémique ou trans-
endocarde, augmentent la fonction cardiaque suite & un infarctus du myocarde . Au
niveau pulmonaire, les MSCs semblent préserver la structure alvéolaire dans les
maladies chroniques de poumons provoquées par une ischémie. Selon un modé¢le
animal, ces cellules pourraient réduire le risque qu’ont les bébés prématurés de
développer la dysplasie broncho-pulmonaire . De plus, les cellules souches stromales
peuvent réduire la grandeur d’un infarctus neuronal et par la suite, améliorer la fonction
neuronale chez des animaux subissant des ischémies cérébrales ®°. Les cellules souches
sont aussi utilisées en combinaison avec la chimiothérapie pour pouvoir augmenter la
dose de d’agents cytotoxiques administrée aux patients souffrant d’un glioblastome,
d’un neuroblastome, du cancer du sein, d’un tumeur de moelle épiniére ou autres
cancers. D’ailleurs, une multitude d’essais cliniques ayant recours aux cellules souches
sont déja en place. Les traitements tentent de contrer des pathologies telles que les
cancers hématologiques, la maladie de Crohn, la sclérodermie, 1’hypertension
pulmonaire, la sclérose en plaques, la myélofibrose et la neuromyélite optique

(http://clinicaltrials.gov/)*’. 1l y a aussi des articles qui ont proposé une implication des

cellules souches endogenes dans le développement de pathologies ischémiques telles

que les infarctus (cardiaques et neuronaux), et la rétinopathie diabétique®® .

Les cellules souches, qu’elles soient endogénes ou administrées, semblent
pouvoir migrer vers le tissu endommagg, surtout lors d’une ischémie. Le mécanisme
cellulaire et I’effet de la cellule souche varie selon 1’environnement ou elle se trouve.
Ces cellules ont une grande plasticité qui leur permet d’adapter a leur environnement
puis agir conformément *°. Néanmoins, le mécanisme de 1’effet thérapeutique des
cellules souches est toujours sujet a débat. Les deux explications principales sont la
différentiation cellulaire et I’effet paracrine de cellules souches. La différentiation des
cellules pourrait venir en aide aux tissus en remplacant les cellules endommagées par

des nouvelles cellules fonctionnelles. D’autre part, certains affirment que le pouvoir
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régénérateur des cellules souches provient d’un effet paracrine. Ces cellules
relacheraient des facteurs selon 1’environnement du tissu affecté qui aideraient a
promouvoir la stabilité, la réparation et la survie cellulaire. La combinaison de ces deux

. . . SR Lo 44
mécanismes seraient une troisieéme théorie ~ .

2.2.1 Les cellules souches et 1I’ceil

La découverte des cellules souches a déclenché de 1’enthousiasme pour la
médecine en vision dans 1’espérance d’utiliser ce genre de traitement pour rétablir la
vision. Au niveau du segment antérieur de 1’ceil, les cellules souches ont déja un impact
remarquable en clinique. Un traitement de cellules souches permet la réépithélialisation
de la cornée menant a un rétablissement de vision. Le réseau trabéculaire aussi peut
étre régénéré a partir de cellules souches, ce qui peut venir en aide aux personnes

souffrantes de glaucome *.

Malgré cela, les découvertes les plus intéressantes ont été accomplies dans le
segment postérieur de 1’ceil, ou 1’organisation cellulaire rend le rétablissement de la
vision beaucoup plus complexe. La plupart des dégénérescences rétiniennes sont
initiées par une perte ou un dommage a un type de neurone. Il faudrait donc remplacer
ces cellules par une mono-couche de cellules différenciées et fonctionnelles a un endroit
précis. Parfois, la pathologie se développe et touche plusieurs type cellulaire; dans ces
cas une greffe de plusieurs couches serait nécessaire rendant la procédure encore plus
complexe. La communauté scientifique cherche a isoler des cellules neuronales
progénitrices qui peuvent étre placées en culture et différenciées en différents types de
neurones de la rétine pour effectuer un traitement de greffe contre la cécité. Cependant,
trés peu de ces mécanismes de différentiation ont été completement élucidés. Nous en

sommes donc encore loin de I’utilisation de greffe cellulaire dans la rétine *°.

Les rats RCS sont un mod¢le animal de dégénérescence neuronale dans la rétine.
64 fn R L . .
Selon Inoue et al.”, cette dégénérescence peut tre retardée si on traite ces souris avec

des MSCs dans ’espace sous-rétinienne. De plus, ce traitement induit aussi une
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préservation de la fonction rétinienne. Dans le cas de la dégénérescence maculaire liée a
I’age (DMLA), des cellules souches de type iPSC ont démontré un potentiel de
rétablissement fonctionnel partiel de 1’épithélium rétinien pigmentaire . Alors que ces
cellules souches injectées dans la rétine semblent exercer un effet sur la vision de ces
modeles animal, ils n’ont toujours pas été capables de compleétement se différencier en
un phénotype rétinal spécifique. Certaines cellules semblent pouvoir se différencier ex
vivo, mais ne peuvent migrer et s’intégrer fonctionnellement dans la rétine adulte apres
avoir été injectées .

La majorité de la recherche en cellules souches en ce qui a trait a la vision traite
de pathologies neuronales. Pourtant, les dysfonctions vasculaires sont une source
courante de problémes oculaires. Seulement quelques études ont traité de I’impact des
cellules souches sur la vasculature rétinienne. Ces études indiquent une co-influence
entre la vasculature et les cellules souches. Plus spécifiquement, Otani et al.” ont
découvert que des cellules souches hématopoiétiques « lineage negative » (Lin-) de la
moelle osseuse pouvaient s’incorporer dans la rétine en développement et stabiliser la
vasculature rétinienne dans un modele de dégénération rétinienne (rd! et rd10). En
2006, Ritter ef al.”” ont démontré que des progéniteurs myéloides CD44"¢" de 1a moelle
pouvaient accélérer la revascularisation de la rétine en méme temps de prévenir la
néovascularisation pathologique de souris soumis au modele de RIO. Les cellules dans
cette étude se différenciaient en cellules de type microglial apres leur injection dans ce
milieu. Ces études offrent des voies d’exploration pour permettre 1’identification des
meilleures sources et types de cellules souches ainsi que la découverte du mécanisme

d’action derriére I’effet protecteur.

2.2.2 Les cellules souches et la néovascularisation

De¢s le début du développement, les cellules souches et la néovascularisation sont
liées 'une a l'autre. Durant ’embryogenése, la vasculogénése se fait a 1’aide de

précurseurs de cellules endothéliales. Nous savons maintenant que méme a 1’age adulte,
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des cellules ressemblant aux précurseurs embryonnaires persistent et jouent un role dans
la néovascularisation. Les facteurs angiogéniques tels que le VEGF, 1I’érythropoiétine
(EPO), le facteur dérivé des cellules de stroma (SDF-1), le facteur de croissance
fibroblastique (FGF) et le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) sont de
puissants stimuli qui attirent et mobilisent les cellules souches aux tissus ischémiques 2.
Apres la découverte du potentiel angiogénique de différentes cellules souches (EPCs,
HSCs, MSCs), des études in vivo ont été exécutées pour confirmer ce role dans
I’organisme. Une incorporation minimale des cellules dans la vasculature a souvent été
notée mais tout de méme avec un effet significatif sur la croissance vasculaire via la

C g . 7071
sécrétion de facteurs de croissance comme le VEGF .

D’autres recherches ont discerné un type de cellules progénitrices neuronales qui
pouvaient se différencier en cellules endothéliales ou cellules musculaires lisses dans la

7273 Drautant plus, El-Helou ef al.”* ont démontré

cicatrice ischémique d’un infarctus
que des cellules souches exprimant la nestine (marqueur de cellules souches neuronales)
se différenciaient en cellule endothéliale, puis formaient de nouveau vaisseaux dans le
myocarde ischémique. Une augmentation de la fonction cardiaque post-infarctus était

évidente dans le groupe ayant regu le traitement cellulaire.

Ces ¢études témoignent de la présence des cellules progénitrices endothéliales
dans les tissus ischémiques. Toutefois, certains chercheurs ont observé des effets
néfastes causés par ces cellules souches. Des niveaux ¢levés d’EPCs sont maintenant

e . . I . 2075
définis comme facteur de risque pour la néovascularisation pathologique

. De plus
une étude de Yodoi et al.”® démontre que les cellules souches hématopoiétiques CD34+
participent a la néovascularisation pathologique dans le modele de néovascularisation
choroidienne (CNV). De plus, cette étude a révélé que le niveau de cellules CD34+
circulantes augmentait chez les patients de DMLA avec une néovascularisation active.
Ceci est indicatif d’une double fonction des cellules souches surtout dans le milieu

oculaire. Le milieu particulier de la rétine semble pouvoir réagir différemment selon le

type et la source de cellules souches présentes.
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2.3. Les cellules souches issues de 1a moelle

Dans cette étude, nous nous sommes attardés aux HSCs et aux MSCs provenant
de la moelle osseuse. Ces cellules sont facilement accessibles de fagcon non invasive.
Du cé6té clinique il serait intéressant d’utiliser le sang de cordon de nouveau-né car celui-
ci contient aussi des HSCs et des MSCs. Les HSCs ont été étudiées en profondeur et
certaines ¢tudes démontrent un rdle prometteur pour ces cellules dans la rétine. Les
MSCs ont été définies plus récemment mais des découvertes intéressantes émergent
quotidiennement. Leur potentiel de transdifférentiation et leur effet anti-inflammatoire
rendent les MSCs un candidat intéressant pour le rétablissement de vasculature chez les

personnes souffrant de rétinopathie proliférative.

2.3.1. Les cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques ont la capacité de s’auto-renouveler ainsi
que de se différencier en cellules hématopoiétiques matures. Cette différenciation est ce
qui permet le renouvellement des cellules myéloides et lymphoides en circulation. Les
cellules sanguines ont une durée de vie limitée et doivent étre remplacées
continuellement. Les HSCs posseédent une grande plasticité suggérant une contribution a
la régénération de tissu non hématopoiétique. Des souris ayant subi une irradiation
1étale suivie d’une reconstitution par des HSCs, obtiennent des cellules exogénes dans la
moelle mais aussi au niveau du cerveau, du cceur, des muscles squelettique et du foie.
Cette plasticité pourrait permettre aux HSCs d’induire une préservation neuronale en
méme temps que leur effet angiogénique dans les rétinopathies de prolifération .
D’autre part, les HSCs peuvent étre mobilisées en utilisant certaines cytokines comme le
facteur stimulant les colonies de granulocytes (G-CSF) 7®. L’expression de la
chimiokine SDF-1 induit aussi une mobilisation des HSCs vers 1’environnement

ischémique via le récepteur CXCR4 localisé sur les HSCs .

Le premier marqueur des HSCs a été le CD34. Celui-ci est toujours le marqueur

le plus utilis¢ dans le but d’obtenir une population de cellules enrichies en HSCs
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humains. CD34 est exprimé sur environ 1 a 4 % des cellules mononuclées de la moelle
osseuse et moins de 0.1% dans les cellules du sang périphérique. Chez la souris,
I’expression de CD34 n’est pas la méme. Les HSCs de la moelle expriment le CD34 au
stade feetal, par contre seulement 10% des HSCs adultes expriment toujours le CD34.
L’antigene 1 de cellule souche (SCA-1), CD90 (Thy-1) puis CD117 (c-kit) sont de
meilleurs marqueurs. Toutefois, ils ne sont pas idéals pour 1’isolation car I’expression
de ceux-ci par les HSCs est variable. Souvent, une déplétion de la moelle osseuse est
utilisée afin d’isoler les HSCs. En éliminant les cellules matures lymphocytaires (CD45,
CD3, CD4, CD8), my¢loides (CD11/b, Mac-1) et érythroides (TER-119) on obtient une

population de cellule enrichie en HSCs dite « Lineage negative » (Lin-) .

2.3.2. Les cellules souches stromales mésenchymateuses

Récemment, les chercheurs s’intéressent beaucoup aux MSCs dans le cadre
d’études cliniques et fondamentales. Ces cellules sont trés attrayantes car elles sont
faciles a isoler, ne semblent pas former des tératomes, peuvent proliférer et étre
multipliées en culture, ne semblent pas induire des réactions négatives méme dans des
greffes allogéniques, et elles disposent de propriétés immuno-modulatoires *' . La
nomenclature de ce type cellulaire a souvent varié en commencgant par le « fibroblast
colony-forming unit » (CFU-F). D’autres nomenclatures ont suivi telles que cellule
progénitrice mésenchymateuse, cellule de moelle stromale, cellule souche
mésenchymateuse, cellule souche stromale, cellule souche stromale mésenchymateuse et
cellule multipotente stromale mésenchymateuse *°. Les MSCs peuvent provenir du sang
de cordon, du placenta, du tissu adipeux et de la moelle osseuse. Elles sont situées de
fagon périvasculaire dans ces tissus et leur quantité est proportionnelle a la densité de la
microvasculature °'. La moelle osseuse contient trés peu de MSCs; leur fréquence est
d’environ 1 sur 1x10° & 1x10° selon des essaies CFU-F **, ils représentent environ 0.01 &
0.001% des cellules mononuclées de la moelle osseuse *> Généralement, il n’y a pas de

MSC:s en circulation a cause de leur quantité minimale. Cependant, lorsque 1’organisme
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subit une hypoxie chronique il y a une mobilisation des MSCs dans la circulation. C’est
pourquoi on observe souvent une augmentation des MSCs circulants chez les personnes

diabétiques ™'

Les MSCs, d’origine mésodermique, diminuent avec 1’age ce qui vient
expliquer certains phénomenes de vieillissement dans les tissus mésenchymateux. Ces
cellules produisent des cellules mésodermiques (par différenciation cellulaire) pouvant
remplacer les cellules mortes ou dysfonctionnelles afin de maintenir I’intégrité des
tissus. De plus, ces cellules semblent pouvoir produire des sous-types cellulaires qui
migrent vers les tissus endommagés et aident a la réparation du tissu . Les MSCs sont

aussi importantes pour I’homéostasie du stroma de la moelle. Elles régénerent le stroma

puis elles sécretent des facteurs de croissance qui supportent et régulent 1’hématopoiese
51

La définition et les méthodes d’isolement des MSCs varient beaucoup d’un
laboratoire a un autre. Certains utilisent des cellules de moelle Lin- et CD34-, d’autres
utilisent des cellules de moelle adhérentes, ou une déplétion de CD34, CD45 et CD11b
des cellules de moelle, ou la moelle totale et plusieurs autres méthodes. Afin de
remédier a cette variabilité, le International Society for Stem Cell Therapy ont établi
certains critéres d’inclusion pour les MSCs. D’abord une MSC est une cellule adhérente

au plastique *°.

Deuxiemement, une MSC doit avoir un profil d’expression spécifique d’antigene.
Afin de déterminer si une population de cellules est constituée de MSCs, plus de 95%
des cellules doivent exprimer CD105, CD73, CD90 et moins de 2% peuvent exprimer
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a et CD19 *. Cependant, ce profil d’expression
n’est applicable qu’aux cellules humaines. Les antigenes des MSCs des souris ont
beaucoup moins ¢été étudiés. Toutefois, la présence des marqueurs CD106, CD105,
CD73, CD29 et CD44 puis I’absence de TER-119, CD45, CD11b et CD31 sont souvent

utilisées pour les études dans les souris tout dépendant de la souche ** ™.
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Finalement, une MSC doit pouvoir se différencier en adipocyte, en ostéocyte et
en chondrocyte **. Leur capacité de différenciation a d’abord été suggérée par Friedstein
et al.** mais seulement dans le contexte de régénération du stroma de la moelle. C’est
seulement 25 ans plus tard que Krause er al® ont démontré le vaste potentiel
régénérateur des MSCs. Dans cette étude les MSCs ont été greffées dans plusieurs
différents organes et elles ont adopté un différent phénotype épithélial dans le foie, le
poumon, la voie gastro-intestinale et la peau. Les MSCs peuvent aussi se différencier en
cellule musculaire lisse, cellule musculaire squelettique, cardiomyocyte, cellule
endothéliale et méme en cellule non-mésodermique telle qu’une cellule neuronale ** ¢,

Le micro-environnement et les cellules présentes affectent fortement le phénotype

adopté par le MSC .

Les MSCs sont prélevées des os de pattes arrieres chez les souris et de la créte
iliaque chez ’homme. Ces cellules sont parfois enrichies selon différentes méthodes
avant d’étre mises en culture. Apres 24 a 72 heures, le milieu est échangé pour éliminer
les cellules non adhérentes. En recherche, les MSCs proviennent idéalement de souris
d’environ 6 a 10 semaines car les MSCs subissent des changements génétiques
moléculaires lors de la vieillesse qui peuvent nuirent a leur effet thérapeutique. De plus,

sous ’age de 6 semaines, la quantité de cellules prélevées est trop petite *.

Avec leur vaste potentiel de différentiation, les MSCs peuvent étre utilisées pour
traiter une large gamme de pathologies dont la fibrose pulmonaire, les dommages a la
moelle épiniere et les problémes cardiovasculaires. D’ailleurs les MSCs sécrétent des
facteurs neurotrophiques qui favorisent la survie des cellules neuronales . Les MSCs
peuvent servir de thérapie pour le GVHD, la maladie de Crohn, le diabéte de type I, les
infarctus du myocarde, la maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC), la
sclérose latérale amyotrophique, la greffe de moelle, la leucodystrophie
métachromatique, 1’insuffisance rénale et I’ostéogenése imparfaite °'. Présentement, il y
a 182 essais cliniques enregistrés au monde qui évaluent le potentiel thérapeutique des

MSCs dans une multitude de pathologies (http://clinicaltrials.gov/)®’. Plus récemment,
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des études suggerent que les MSCs exercent leur effet par activité paracrine. Dans
plusieurs études moins de 1% des MSCs injectées subsistaient dans la zone de
dommages pour plus d’une semaine >'. Des études au niveau du ceeur et des accidents
de moelle épiniere démontrent que les facteurs neurotrophiques relachés par les MSCs
pourraient étre la source du mécanisme de réparation . Effectivement, ces cellules
stromales relachent le facteur de croissance neuronale (NGF) et le facteur neutrophique
dérivé du cerveau (BDNF). De plus, ces facteurs semblent exercer un effet pro-
angiogénique sur les cellules endothéliales et induire le recrutement des précurseurs
endothéliaux nécessaires a la néovascularisation 2°. D’autres études récentes continuent
de défendre le role de la différentiation et la fusion cellulaire comme mécanisme dans

A \ . r 1
ces mémes systémes mais les cellules greffées sont souvent peu nombreuses .

Une derniére caractéristique trés importante des MSCs est leur propriété
d’immunosuppression. D¢s les premicres études de greffe, il est devenu évident que les
MSCs étaient immuno-privilégiées car aucune réjection immunitaire ne prenait place,
méme dans des cas de greffe allogénique °'. D’autant plus, les MSCs possédent des
propriétés d’immunosuppression qui comprennent une inhibition de la prolifération des
cellules T, cellules B et les cellules NK («natural killer » ou tueuse naturelle) ainsi
qu’une inhibition de sécrétion des facteurs pro-inflammatoires. D'ailleurs, les MSCs
modifient leur profil de sécrétion selon la situation et I’environnement. En situation de
stress, les MSCs augmentent la sécrétion de neurotrophines, chimiokines et cytokines.
Ce relargage de facteurs trophiques peut moduler la réponse immunitaire et promouvoir
la survie de cellules neuronales autant que endothéliales en initiant des cascades anti-
apoptotiques. Au niveau immunitaire, les MSCs sécretent plus d’IL-10, IL-6, IL-7,
VEGF, RANTES et IL-la tout dépendant du stress initiateur *’. Une autre étude
démontre que si I’on traite une dépression de la fonction du myocarde induite par LPS
avec des MSCs, les niveaux des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-1p et IL-6
diminuent significativement ®. Certaines études animales affirment qu’un traitement

avec MSCs peut réduire I’inflammation de souris atteintes de septicémie en réduisant les
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cytokines pro-inflammatoires. Les animaux traités faisaient preuve d’une diminution de
dommage aux organes et une augmentation des chances de survie. Les auteurs ont
suggéré un mécanisme ou les MSCs atténuent la septicémie via une sécrétion de IL-10

¥ Cette caractéristique

des macrophages induite par la prostaglandine E2
immunosuppressive peut €tre avantageuse dans certains traitements mais peut aussi
aggraver certaines pathologies et doit donc étre considérée avec importance. Ainsi,

I’utilité et ’effet des MSCs dans différents milieux restent a étre complétement €lucidés.

2.4. Effet des HSCs et MSCs sur les rétinopathies

Les MSCs semblent étre une avenue de traitement intéressante pour les
rétinopathies grace a leur effet anti-inflammatoire combiné a leur effet anti-apoptotique.
Cette approche pourrait stabiliser le milieu rétinien et permettre une revascularisation
saine. Afin de déterminer le niveau d’impact des MSCs dans le mod¢le de RIO, I’effet
des MSCs a été comparé aux HSCs. Tout d’abord, ces deux types cellulaires ont été
isolés et caractérisés. On a ensuite comparé leur migration et leur effet dans le modele
de RIO afin de déterminer si les MSCs pourraient étre un outil thérapeutique pour les

rétinopathies de prolifération.



Matériels et Méthodes

Animaux

Toutes procédures et manipulations effectuées sur des animaux ont recus
I’approbation du Comité institutionnel de bonnes pratiques animales en recherche
(CIBPAR) du CHU Sainte-Justine, en vertu de la loi de 1968-69 sur les animaux utilisés
en recherche et avec les recommandations du Conseil canadien de protection des

animaux (CCPA).

Modeéle de RIO

Les souriceaux C57Bl/6 ont été placés avec une mere CD1 adoptive allaitante au
jour post-natal 5 (P5) car celles-ci sont moins portées au cannibalisme en hyperoxie.
Ensuite, ces portées ont été placées dans une chambre hyperoxique avec un flux stable
de 75£2% d’oxygeéne de P7 a P12. Comme les meres sont plus susceptibles que les
petits aux effets toxiques de I’oxygene, elles sont échangées entre les cages normoxiques
et hyperoxiques a chaque jour. Au jour post-natal 12, les portées sont retournées en
normoxie, soit 21% d’oxygeéne. Au jour post-natal 17, ou la néovascularisation est a son
maximum, les souriceaux sont sacrifiés, les yeux €nucléés et préparés afin d’analyser
leur rétine. Le poids des souriceaux a €té pris en considération afin d’exclure les souris
sous-développées €éliminant ainsi la différence de gain de poids comme variable (Stahl et

al. 2010)

Préparation de cellules (HSC et MSC)

(HSC) Des souris C57Bl6 mutante GFP (TgUBCGFP30Scha/]J Jackson
Laboratory #004353) de 6 a 8 semaines ont été sacrifiées par CO2. Les pattes arricres
ont été désarticulées et nettoyées jusqu’a 1’os a I’aide de ciseau et scalpel. Les os sont
ensuite rapidement stérilisés dans de I’éthanol 70% et rincés dans la solution de tampon
(PBS 1X, 2%FBS 1mM EDTA). Utilisant une seringue de 10cc contenant la solution de
tampon, les cellules de la cavité interne (moelle) sont évacuées des deux cotés de I’os

jusqu’a ce que 1’os devienne blanc. Les cellules mononuclées sont séparées a 1’aide de



48

centrifugation par gradient de densité avec le Ficoll (Stem Cell Technologies). Une
s¢lection négative a ensuite ¢été effectuée avec des anticorps de cellules
hématopoiétiques conjugués a la biotine incubés avec des billes magnétiques anti-biotine
(Mouse Hematopoietic Progenitor Enrichment Kit, Stem Cell Technologies). Les
cellules ont ¢été¢ triées avec un aimant afin d’obtenir une population de cellules
hématopoiétiques immatures (HSC ou Lin-). Ces cellules sont injectées immédiatement

dans le mode¢le de RIO (fig. 9A).

(MSC) Des souris C57BI6 mutante GFP (TgUBCGFP30Scha/J Jackson
Laboratory #004353) de 6 a 8 semaines ont été sacrifiées par CO2. Les pattes arriéres
ont été désarticulées et nettoyées jusqu’a 1’os a I’aide de ciseau et scalpel. Les os sont
ensuite rapidement stérilisés dans de I’éthanol 70% et rincés dans la solution de tampon
(PBS 1X, 2%FBS 1mM EDTA). Les os ont été écrasés et rincés afin d’éliminer les
cellules de la cavité de la moelle. IIs ont ensuite été digérés avec la collagénase type I
de Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich) pour faire relacher les MSCs qui sont
isolés par filtration sur un filtre de 40pm. Ces cellules ont été mises en culture avec du
Mesencult complet (Stem Cell Technologies) et le milieu a été échangé aprés 72hrs
permettant aux MSCs d’adhérer au plastique ainsi que d’éliminer les cellules

contaminantes. (fig. 9B).
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Figure 9. Méthode d’isolation des cellules souches de la moelle osseuse. (A) Afin d’isoler des HSC, on

sacrifie une souris C57BL/6 GFP pour obtenir les os de pattes arriéres (iliaque, fémur et tibia). Utilisant

une aiguille et une seringue on évacue les cellules de la cavité de la moelle. Les cellules mononuclées
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sont ensuite isolées par centrifugation par gradient de densité avec le Ficoll. Les cellules matures (Lin+)
sont ¢éliminées a 1’aide d’une séparation magnétique de billes magnétiques liées a des anticorps dirigés
contre des marqueurs de cellules matures (CD5, CD11b, CD19, CD45R, 7-4, Ly-6G/C. Les cellules Lin-
sont enfin injectées dans le vitré de souriceaux. (B) Afin d’isoler des MSC, on sacrifie une souris
C57BL/6 GFP pour obtenir les os de pattes arriéres (iliaque, fémur et tibia). Ces os sont écrasés et digérés
par la collagénase pour permettre le détachement des MSC des os. Les cellules mononuclées sont ensuite
isolées par centrifugation par gradient de densité avec le Ficoll. Ces cellules sont mises en culture et

subissent environ 2 passages avant d’étre injectées dans le vitré de souriceaux.

Caractérisation des cellules souches par analyse FACS

Le phénotype des cellules souches Lin- a été analysé par cytométrie en flux a 2
couleurs. Les cellules ont ét¢ marquées avec CKIT-APC (Biolegend) et SCA1-FITC
(Biolegend) pour 30 minutes a 4°C aprés avoir été lavées avec 100 ul de
PBS+2%FBS+1mM EDTA pour 10 minutes a température ambiante. Ils ont ensuite été
lavées 3 fois de plus avec PBS+2%FBS+1mM EDTA. Les cellules marquées ont été
analysées par un FACSCalibur (BD Biosciences). Les données ont été analysées a

I’aide du software Macintosh CELL Quest.

Caractérisation des MSCs par essai de différentiation

Le potentiel de différentiation des MSCs a été évalué a 1’aide de 2 essais de
différentiation. Dans le premier, un supplément qui comprend de I’hydrocortisone, de
I’isobutylméthylxanthine et de I’indométacine (R & D Systems) a été ajouté au MSCs
pendant 14 jours afin de les différencier en adipocyte. L’identité des adipocytes a
ensuite été confirmée aprés un marquage avec FABP4 (R & D Systems) et DAPI
(Molecular Probes) Pour le deuxiéme essai, nous avons eu recourt a un supplément
comprenant de 1’ascorbate-phosphate, du B-glycélophosphate et du BMP-2 recombinant
humain (R & D Systems) pendant 21 jours afin de différencier les MSCs en ostéocytes.
Les ostéocytes ont été identifiés apreés un marquage a I’osteopontin (R & D Systems) et

le DAPI (Molecular Probes).
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CFU-F Assay

Les essais CFU-F ont ¢ét¢ effectuées a partir de cellules souches
mésenchymateuses (voir préparation de cellules) de souris C57B1/6. Les MSCs isolées
ont immédiatement été mises en culture dans des plaques a 6 puits a trois différentes
densités (1000, 5000 et 10000 cellules/cm2) en duplicatas dans du milieu de Mesencult
complet (Stem Cell Technologies). Celles-ci ont ensuite soit été incubés en normoxie a
21% d’oxygene et 5% de dioxyde de carbone ou soit en hypoxie a 5% d’oxygene et 5%
de dioxyde de carbone pour 13 jours sans changement de milieu. Au treiziéme jour, les
cellules ont été marquées avec le HEMA 3 Stain Set (Fisher Diagnostics). Les colonies
de cellules sont visualisées et comptées sous un microscope inversé a contraste de phase

(Eclipse TE300, Nikon)

Mise en culture des MSCs

Les MSCs une fois en culture ont été mises en normoxie (21% d’oxygene) ou en
hypoxie (5% d’oxygene) selon le cas. Le milieu de culture a été échangé pour du milieu
frais a tous les 2 a 3 jours. Lorsque les MSCs atteignaient une confluence de plus de
80% celles-ci sont sous-cultivées. Ces cellules ont subi 1 a 2 passages avant d’étre
injectées dans le modele de RIO. De plus, pour les expériences d’analyse protéique, les
MSCs ont aussi subis un traitement pro-inflammatoire d’IL-1B 10 ng/ml pendant 24hrs

avant d’étre collectées pour I’analyse.

Explants d’aorte

Des souris de 6 a 10 semaines ont été anesthésiées et perfusées avec de la saline
jusqu’a ce que le sang soit tout évacué. L’aorte a été prélevée (sevrée au niveau de la
crosse aortique et le début de I’aorte abdominale) et dégagée des tissus adipeux et
conjonctifs adjacents.  L’aorte a ensuite été sectionnée de fagon transversale en
segments de Imm et transférée dans un pétrie a 24 puits. Les segments ont été
recouverts de Matrigel réduit de facteurs de croissances (BD Biosciences) et mis en

culture avec du EBM 10% FBS pour 72 heures. Un traitement de MSC (50 000,
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100 000, 200 000 cellules dans du Mesencult complet), ou de milieu de culture
conditionné¢ de MSCs (poussées en hypoxie-5% ou en normoxie-21% dans du DMEM
pendant 24 heures) a été ajouté aux explants ainsi que du Mesencult et du DMEM
comme contrdle respectif. La croissance aortique a été visualisée 24 et 48 heures apres
le traitement a 1’aide d’un microscope inversé a contraste de phase (Eclipse TE300,

Nikon). Les explants ne faisant preuve d’aucune croissance apres 72hrs ont été exclus.

Concentration de milieu de culture de MSCs pour injection

Des MSCs ont été isolées de souris C57Bl/6 et cultivées soit en normoxie (21%
oxygene) ou hypoxie (5% oxygene) dans du Mesencult complet. Aprés 1 a 2 passage,
lorsque les cellules sont de 80-95% confluentes, les cellules ont été lavées trois fois
pour enlever le sérum afin de changer le milieu a du DMEM sans sérum. Aprés 24
heures, ce milieu sans sérum est collecté et filtré pour éliminer les cellules et débris
cellulaire. La solution a ensuite été concentrée 40 fois par 1’entremise d’un centricone

de 5kDa (Millipore).

Injections intra vitréennes

Les animaux soumis aux modeles de RIO ont recu des injections intravitréennes
de 1pl de traitement de cellules ou de milieu de culture a 1’aide d’une seringue de 10pul
Hamilton pourvu d’un capillaire de verre étiré alors qu’ils étaient anesthésiés sous
isoflurane 3%. Plus spécifiquement, les souris ont soit été injectées avec une suspension
de 50000 a 150000 cellules (soit MSC ou Lin-) dans 1ul de PBS 0.5% BSA 2mM EDTA
ou du milieu de culture concentré de MSCs poussées en normoxie ou en hypoxie. Ces
souris ont aussi recu une injection de 1ul de PBS 0.5% BSA 2mM EDTA ou de DMEM
selon le cas dans I’ceil controlatéral comme témoin. Ces injections ont été effectuées au

jour P7 ou P12.
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Montage a plat

L’état vasculaire de la rétine a été évalué par montage a plat. Au jour P12 ou P17, les
souris ont ét¢ sacrifiées et énucléées. Les yeux ont été fixés dans le paraformaldéhyde
4% pendant 1.5hrs a 4°C. La rétine a ensuite été séparée du globe oculaire et des autres
tissus de 1’ceil, perméabilisée avec du méthanol d’abord et ensuite marquer avec la
lectine Griffonia simplicifolica (GS lectine) conjuguée au TRITC (Sigma-Aldrich, cat :
L5264). Les montages a plat ont visualisés avec un microscope a fluorescence (Nikon

Eclipse, E800) et un microscope confocal (Zeiss LSM5)

Cryosections

La localisation et la nature des cellules injectées ont été évaluées par
immunohistochimie sur des cryosections d’yeux (12 um d’épaisseur) a I’aide de
microscope a épifluorescence (Nikon Eclipse, E800) et microscope confocal (Zeiss
LSMS5). Les animaux ont été¢ perfusés d’abord avec du PBS et ensuite avec du
paraformaldéhyde 4% avant d’énucléer les yeux. Les yeux ont été fixés dans du
paraformaldéhyde 4% pour 4 heures, incubés avec dans une solution de sucrose 30%
pour 18 heures a 4°C, inclus dans de I’OCT et sectionnés. Les sections ont ensuite été
lavées avec du PBS et bloquées avec du PBS 1% BSA et 1% Triton. Les cryosections

ont ¢ét¢ marquées avec le DAPI (Molecular Probes).

Transcription inverse et I’amplification en chaine par polymérase en temps réel

(RT-PCR)

De I’ARN provenant de MSCs en culture ainsi que de la partie centrale de rétine
ont ¢ét¢ obtenus en utilisant le TRizol (Invitrogen) suivi d’un traitement a la DNase |
(QIAGEN) afin d’enlever les contaminants d’ADN. Pour I’ARN rétinien, les yeux de
souris P14 traitées et contrdles ont été énucléés rapidement, la rétine centrale découpée
et séparée de la rétine périphérique. L’ARN a ensuite été¢ converti en cDNA utilisant la
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen). Des amorces de souris pour le VEGFA,

FGF2, IL-10, IL-1P et IL-1ra ont été construites a I’aide du Primer Bank puis le software
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NCBI Primer Blast. L’analyse quantitative de 1’expression génique a été réalisée avec un
ABI Prism 7700 Sequence Detections System et le SYBR Green Master mix kit
(BioRad). Les valeurs de chaque geéne ont été normalisées avec les niveaux
d’expression de 18S (18S Universal Primers - Ambion). Les paires d’amorces utilisées
(sens/antisens) sont les suivantes: IL-10, GCT CTT ACT GAC TGG CAT GAG / CGC
AGC TCT AGG AGC ATG TG (produit PCR de 105 paires de bases); IL-1B, CTG
GTA CAT CAG CAC CTC ACA / GAGCTC CTT AAC ATG CCC TG (produit PCR
de 155 paires de bases); IL-1ra, GCT CAT TGC TGG GTA CTT ACA A/ CCA GAC
TTG GCA CAA GAC AGG (produit PCR de 132 paires de bases) ;VEGFA, GCC CTG
AGT CAA GAG GAC AG/ CTC CTA GGC CCC TCA GAA GT (produit PCR de 215
paires de bases); FGF2, GCG ACC CAC ACG TCA AAC TA / TCC CTT GAT AGA
CAC ACC TCC TC (produit PCR de 62 paires de bases)

Imagerie et analyse d’image

Des images partielles des montages a plat marquées avec GS lectine ont été
prises avec grossissement de 4X sur un microscope a épifluorescence (Nikon Eclipse,
E800) et importées dans Adobe Photoshop. Les images partielles ont été fusionnées
pour produire une image de la rétine entiére en ayant recourt a la fonction « automated
photomerge » de Adobe Photoshop (CS3). L’aire de la rétine totale ainsi que 1’aire
avasculaire ont été tracées dans Image] et le nombre de pixels calculés. L’aire de
néovascularisation a été calculée a 1’aide d’une macro qui permet de sélectionner par
contraste les bourgeonnements vitréens de la rétine, une technique décrite par Stahl et al
(2009). Parallelement, ’aire de croissance aortique et de 1’aorte totale ont aussi été
calculées de la méme fagon dans ImageJ avec des photos a 2X prises avec le microscope

inverseé a contraste de phase (Eclipse TE300, Nikon).
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Analyse statistique

Les données sont présentées comme moyennes = SEM. La comparaison entre les
groupes a ¢été effectuée utilisant le Student T-test (pour 2 groupes seulement) ou le

ANOVA (3 groupes ou plus). P<0.05 était considéré comme statistiquement significatif.



56

Résultats

Les cellules Lin- expriment les marqueurs de cellules souches hématopoiétiques

SCAL1 et CKIT

Les cellules souches hématopoiétiques de souris n’ont pas un marqueur unique
pour les identifier. Alors que le CD34 est un marqueur de HSC dans I’humain,
I’expression de cet épitope est plutdt variable chez la souris. Ainsi, les marqueurs stem
cell antigen 1 (Scal), stem cell growth factor receptor (c-Kit) et Thy-1 sont de meilleurs

90-92 " Afin de confirmer la nature des cellules

marqueurs pour les HSC chez la souris
Lin- et confirmer leur potentiel comme cellules souches hématopoiétiques, nous avons

procédé a une analyse par FACS pour les marqueurs Scal et c-Kit.

Nous avons analysé 1’expression de ces marqueurs dans chaque fraction
cellulaire des étapes d’isolation des cellules Lin-. Une petite population des cellules de
moelle exprimait ces marqueurs; soit 7,577% et 13,58% pour Sca-1 et c-Kit
respectivement (fig. 10 A). Leur niveau d’expression a augmenté quelque peu dans la
fraction de cellules mononuclées (fig. 10 B) pour enfin étre beaucoup plus enrichi dans
la fraction de cellules Lin- (fig. 10 C). L’expression de c-Kit est 4.2 fois plus haute chez
les cellules Lin- que les cellules de la moelle complete (fig. 10 F; p<0,01). L’expression
de Scal est beaucoup plus variable d’une souris a une autre dans les cellules Lin- mais il
semble tout de méme avoir un enrichissement (fig. 10 D). Tout compte fait, une portion
des cellules Lin- expriment le Sca-1 et le cKit (fig. 10 E,G) indiquant que cette fraction

cellulaire contient une population hétérogene qui comprend des HSCs.
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Figure 10. Expression de marqueurs HSC. Une analyse par FACS a été effectuée en utilisant les anticorps
SCA1 (A et B) et CKIT (C et D) conjugués aux fluorochromes FITC et APC respectivement.
L’expression des anticorps SCA1 et CKIT augmente a chaque étape de purification entre la moelle
osseuse — BM (E), les cellules mononuclées — MNC (F) et les cellules Lin- (B,D,G). n=3*p<0.05,

#4p<(.01
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Les MSCs forment plus de « colony forming unit fibroblast » lorsqu’ils poussent en

hypoxie

Afin de déterminer le potentiel des cellules souches, nous avons effectué¢ des
essais CFU-F sur les MSCs isolées. Ce genre d’essai permet de quantifier les MSCs
fonctionnels présents dans la fraction isolée de la moelle. Lorsque les cellules de moelle
ont été mises en culture pendant 13 jours, des colonies fibroblastiques formaient autour
d’un centre ou le MSC original se retrouvait (Fig. 11 A). Les essais CFU-F en normoxie
contenaient environ 1,65 colonies par 10 000 cellules de moelle. Les CFU-F en hypoxie
(5% d’oxygene) formaient 3,492 colonies par 10 000 cellules, soit plus de deux fois le
nombre de colonies en normoxie (Fig. 11 C; p <0,0001). Ceci suggére une plus grande
prolifération chez les MSCs lorsqu’ils sont en milieu hypoxique; une observation déja
validée dans la littérature *>**. Conséquemment, la culture de MSCs a été accomplie en
milieu hypoxique (5% oxygene, 5% dioxyde de carbone, 90% azote) par défaut si non

spécifié.
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Figure 11. CFU-F Assay. Le « Colony Forming Unit Fibroblast Assay » est un essai qui permet
d’identifier la présence de MSC ainsi que de quantifier le potentiel de cellules souches avec la quantité des
colonies. Les cellules ont été fixées et marquées avec le HEMA 3 stain pour pouvoir visualiser les
colonies (A) ainsi que la morphologie fibroblastique des colonies (B). Lorsque les cellules sont poussées
en hypoxie (5% d’oxygeéne) versus normoxie (21% d’oxygeéne) la quantit¢ de colonie double en
conséquence (C). (meantSEM,***p<0.0001 comparé au contrdle normoxique; compilation de n= 12

essais)

Les MSCs peuvent se sous-différencier en adipocytes et ostéocytes

Selon !’International Society for Cellular Therapy *°, un des critéres d’inclusion
pour les MSCs est le potentiel de différentiation en adipocyte, ostéocyte et chondrocyte.
En placant les MSCs sous des conditions spécifiques in vitro, nous avons pu modifier le
phénotype de ceux-ci. Apres 14 jours en culture avec un milieu pro-adipocytaire, les

cellules expriment le FABP4, un marqueur spécifique des adipocytes (Fig. 12 A-C).



60

Aprées 21 jours dans un milieu pro-ostéocyte, les cellules expriment 1’ostéopontine, un
marqueur d’ostéocyte (Fig. 12 D-F).

--

Figure 12. Différenciation des MSCs. Les MSC peuvent se différencier en adipocytes ou ostéocytes s’ils

Adipocytes

Ostéocytes

sont mis dans un milieu de culture supplémenté de certains facteurs de croissance. Les MSC différenciées
en adipocytes (A,B,C) sont identifiées a 1’aide d’un anticorps contre le FABP4 (B) tandis que les
ostéocytes (D,E,F) sont identifiés avec un anticorps contre 1’ostéopontin (E), puis tous deux avec

I’anticorps secondaire Alexa Fluor 594. Les noyaux des cellules ont été marqués avec le DAPI (A,D).

Les cellules Lin- et les MSCs migrent et s’intégrent dans la rétine lorsqu’injectées

dans des souris RIO

Dans le but d’investiguer I’intégration des cellules dans la rétine, nous avons
injecté les deux types cellulaires dans des souris soumis au modele de RIO. Les cellules
Lin- et les MSCs ont ¢té isolées de souris transgénique GFP afin qu’on puisse observer
le sort de ces cellules apres injection. Celles-ci ont été injectées a P12 dans le vitré des
souris, puis les rétines analysées a P17. Sur les montages a plat comme les sections de
rétine, on pouvait identifier des cellules exprimant le GFP. Sur les sections de rétine
nous avons remarqué que la majorité des cellules migraient a la couche de cellules

ganglionnaires et quelques une jusqu’a la couche plexiforme interne (fig. 13 A-E), mais
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aucune cellules a été trouvées dans la rétine externe. Les cellules injectées se
retrouvaient donc dans la couche superficielle ou se retrouve la vasculature rétinienne.
De plus, les cellules injectées s’établissaient proche de la vasculature parfois méme de
facon périvasculaire comme on peut voir sur les montages a plat de rétines (fig. 14 A-E),

indiquant une relation potentielle avec la microvasculature.

Couche plexiforme externe —=i—

Couche plexiforme interne -s—

Figure 13. Migration des cellules a la rétine interne. Des souris C57BL/6 soumises au modele de RIO
ont été injectées a P12 avec 150 000 cellules souches (Lin- ou MSC) dans le vitré de I’ceil. Ces cellules
qui expriment le GFP (vert) migrent du corps vitré a la rétine interne. Plus spécifiquement, les cellules
injectées se retrouvent au niveau de la couche plexiforme interne (B : cellules Lin-, C : MSC) ainsi que la
couche de cellules ganglionnaires (D : cellules Lin-, E : MSC). Les rétines des souris ont été récupérées a

P17, sectionnées (12um) puis marquées au DAPI.
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Figure 14. Migration des cellules vers la vasculature. Des souris C57BL/6 soumis au mod¢le de RIO ont
été injectées a P12 avec 150 000 cellules souches (Lin- ou MSC) dans le vitré de 1’ceil. Les cellules, qui
expriment le GFP (A,D) se retrouvent en proximité de la vasculature marqué a la lectine (B,E). Certaines
des cellules adoptent une morphologie périvasculaire (C), alors que la majorité garde une morphologie
circulaire. Les rétines de souris ont été récupérées a P17, marquées a la lectine TRITC et visualisées par

montage a plat.

Les MSCs induisent une revascularisation lorsqu’injectées dans le modele de RIO

apres ’insulte d’hyperoxie

Due au potentiel régénérateur des cellules souches, nous avons injecté celles-ci
dans le modele de RIO. Afin de déterminer si ces cellules peuvent avoir un effet
préventif sur ’insulte de radicaux libres durant la phase d’hyperoxie, nous avons
effectué des injections a P7, soit avant ’hyperoxie. Lorsque les rétines de ces souris ont
¢été analysées par montage a plat a P12, aprés I’hyperoxie, la zone centrale de destruction

¢tait semblable entre les rétines contrdles et les rétines traitées avec cellules Lin- (fig. 15
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B,C). La zone avasculaire des rétines traitées avec les MSCs étaient un peu diminuée
compar¢ au contrdle mais pas de fagon significative (fig. 15 D; p=0,0656). Comme
deuxiéme expérience, nous avons effectué des injections a P12, soit apres I’insulte, pour
voir si ce traitement pouvait aider a la revascularisation. Les rétines traitées a P12 ont
¢été analysées par montage a plat au jour P17. Les rétines controles développaient une
zone avasculaire qui représentait environ 9,935 % de 1’aire de la rétine en question (fig.
15 E). Certaines des rétines traitées avec des cellules Lin- semblaient avoir une
réduction de la zone vasculaire (fig. 15 F) mais non significative alors que la zone
avasculaire des rétines traitées avec MSC était trois fois plus petite (fig. 15 G;

p<0,0001).
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Figure 15. Injection de cellules souches dans le modele de RIO. (B,C,D,H) Des souris C57BL/6 soumis
au mod¢le de RIO ont été injectées a P7 (avant I’insulte d’hyperoxie) avec soit 150 000 cellules souches
Lin- ou MSC et le véhicule d’injection dans le vitré de I’ceil controlatéral. Les rétines contrdles (B)
développent une zone de vaso-oblitération qui est évidente & P12, soit aprés avoir été exposées a
I’hyperoxie. Les rétines traitées avec des cellules Lin- (C) ont une zone de taille similaire alors que les
rétines traitées avec des MSC (D) semblent avoir une petite réduction non significative de la zone. Les
rétines de souris ont été récupérées a P12, marquées a la lectine TRITC et visualisées par montage a plat.
(E,F,G,I) Des souris C57BL/6 soumis au modele de RIO ont été injectées a P12 (aprés l’insulte
d’hyperoxie) avec soit 150 000 cellules souches Lin- ou MSC et le véhicule d’injection dans le vitré de
I’ceil controlatéral. Les rétines contréles (E) ont toujours une zone de vaso-oblitération a P17 alors que
les rétines traitées avec des cellules Lin- (F) semblent avoir une plus petite zone de vaso-oblitération mais
non significative. Les rétines traitées avec des MSCs (G) font preuve d’une réduction significative de la
zone d’oblitération. Les rétines de souris ont été récupérées a P17, marquées a la lectine TRITC et
visualisées ' par montage a plat. (mean+SEM,***p<0.0001 comparé¢ au contréle injecté avec véhicule; H

n=9-5-2, I n= 15-4-14)

Les MSCs ont un potentiel pro-angiogénique qui est généré par I’entremise de

facteurs relachés.

\

L’effet revasculateur des MSCs nous a poussés a confirmer le potentiel
angiogénique des MSC in vitro. Nous avons effectué des essais d’explants d’aorte nous
permettant d’analyser 1’effet pro-angiogénique des MSCs. Les explants d’aorte traités
avec 10 000 MSCs semblaient avoir tendance a développer une plus grande formation de
tubes, signe de croissance aortique. Plus spécifiquement, les explants traités avec
10 000 MSCs dans du DMEM développaient une croissance aortique d’environ 140,1
% (en relation avec la grosseur de 1’explant) (fig. 16 C; p>0,05) versus 63,54 % pour les
aortes contrdles traités avec seulement du DMEM (fig. 16 B). Cependant, seulement
quelques MSCs prenaient la forme allongée des tubes dans la croissance aortique
indiquant que I’effet angiogénique ne provenait pas enticrement de la différentiation des
MSCs. Conséquemment, nous avons étudié 1’effet du milieu de culture (MdC) des
MSCs sur les explants d’aorte dans le but d’analyser 1’effet des facteurs relachés par ces
cellules. Nous avons traité les explants d’aorte soit avec du milieu de culture de MSCs

en hypoxie (5% d’oxygeéne) ou du milieu de culture de MSCs en normoxie (21%
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d’oxygene) afin de comparer 1’effet des facteurs relachés par les MSCs en différentes
conditions. La croissance aortique des explants traités avec du MdC MSCs normoxiques
¢taient presque trois fois plus grande que celle des explants contrdles (fig. 16 D;
p<0,05). Le traitement avec MdC MSCs hypoxiques induisait une encore plus grande
croissance aortique d’environ 266,6%, soit quatre fois plus grande que le controle (fig.
16 E; p<0,01). Les MSCs ont donc un plus grand effet pro-angiogénique paracrine
lorsque ces cellules sont exposées a de basse concentration d’oxygene.

A

Explant d'aortes traités avec MSC et MdC

300+ —|—
*
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Croissance aortique (%)

I oo
%ﬁﬁ
0 T T
Ctrl 10 000 MSC MdC Norm MdC Hyp
Traitement

Figure 16. Effet des MSCs et de leu MdC sur la croissance aortique. Des explants d’aorte de souris
C57BL/6 de 8 a 10 semaines ont été mis en culture pendant 3 jours et ensuite traités avec soit 10 000 MSC
(C), du milieu de culture de MSC poussées en normoxie (21% d’oxygéne) (D), ou du milieu de culture de
MSC poussées en hypoxie (5% d’oxygeéne) (E). Les aortes contrdles ont été traitées avec du DMEM (B).
Les photos ont été prises 48hrs aprés le traitement et la croissance aortique calculé selon 1’aire de la
croissance aortique en fonction de 1’aire de I’explant d’aorte. (mean+=SEM, *p<0.05, **p<0.01 comparé au

contréle DMEM; n= 10-5-6-6)



67

Le MdC des MSCs a aussi un effet bénéfique sur la vaso-oblitération et la

néovascularisation dans le modéle de RIO

Sachant que le milieu de culture des MSCs a un effet pro-angiogénique sur les
explants d’aorte ainsi qu’un effet anti-inflammatoire (Parekkadan & Milwid, 2010),
nous avons voulu investiguer I’effet du MdC dans le modéle animal de RIO.
L’injection du MdC normoxique concentré dans le vitré de souris RIO a P12 n’as pas eu
d’effet significatif sur le phénotype de la vasculature rétinienne (fig. 17 B) a P17; ces
derniéres détenaient un phénotype semblable aux rétines contrdles traitées avec du
DMEM (fig. 17 A). Ni la zone de vaso-oblitération, ni la quantité de néovascularisation
n’était pas significativement différente entre les rétines traitées avec le MdC normoxique
et les rétines controles. Cependant, 1’injection du MdC hypoxique (5% d’oxygene) dans
le méme modéle a un effet significatif sur les deux parameétres de la vasculature (fig. 17
C; p<0,01). La zone de vaso-oblitération des rétines traitées avec le MdC hypoxique est
réduite de 43% comparée a la zone que 1’on voit chez les rétines traitées avec le véhicule
controle. D’autant plus, la néovascularisation couvre environ 7,182 % de la rétine
contrdle, alors qu’elle ne couvre 3,196% des rétines traitées avec le MdC hypoxiques,
soit une réduction de 55,5%. Ces rétines traitées au MdC hypoxiques font preuve d’une
vasculature plus étendue et beaucoup moins pathologique que les rétines contrdles et

traités avec MdC normoxique.
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Figure 17. Injection de MdC dans le modeéle de RIO. Des souris C57BL/6 soumis au modéle de RIO ont
été injectées a P12 avec du milieu de culture concentré (80 fois) de MSC et du DMEM dans le vitré de
I’ceil controlatéral.  Les rétines contrdles (A) présentent avec une zone d’oblitération ainsi que des
bourgeonnements de néovascularisation. Les rétines traitées avec du milieu de culture de MSC en
normoxie (B) développent une zone de vaso-oblitération plus petite mais de fagon non significative et un
niveau de néovascularisation semblable aux contréles. Cependant, les rétines traitées avec du milieu de
culture de MSC en hypoxie (C) ont une plus petite zone de vaso-oblitération ainsi que moins de
néovascularisation. Les rétines de souris ont été récupérées a P17, marquées a la lectine TRITC et

visualisée par montage a plat. (mean+SEM, **p<0,01 comparé au contrdle injecté avec véhicule; n=29-9-

15, n=10-9-14)

Les MSCs expriment des facteurs de croissances ainsi que des cytokines anti-

inflammatoires qui sont augmentés dans la rétine centrale de souris traitées avec
MSCs.

Apres avoir remarqué que ’effet des MSCs se faisait par I’entremise de facteurs
sécrétés nous nous sommes intéressés a découvrir quels étaient ces facteurs. L’injection

de MSCs provenant de souris GFP nous a permis d’observer une concentration de
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migration de cellules GFP au centre de la rétine ou la vaso-oblitération a lieu (fig. 18 A-
D). Une analyse d’expression génique par RT-PCR de cette région a indiqué une
variation dans I’expression de IL-10, IL-1B, VEGFA et FGF2 (fig. 18 E). La rétine
centrale des souris traitées avec les MSCs exprimait 1.8 fois plus de IL-10, une cytokine
anti-inflammatoire et 2.5 fois moins de IL-1f, une cytokine pro-inflammatoire. De plus,
ces rétines centrales disposaient aussi d’une expression élevée en FGF (3.4 fois plus) et
VEGFA (4.4 fois plus), deux facteurs de croissance pro-angiogénique. C’est possible
que ces facteurs soient exprimés par d’autres types cellulaires rétiniens en réaction aux
MSCs mais nous avons toutefois confirmé de fagon in vitro I’expression de IL-10 par les
MSCs fig. 18 F). Plus profondément, I’expression de IL-10 par les MSCs semblaient
augmenter lorsque ces cellules étaient soit en hypoxie (5% d’oxygeéne) ou soit dans un
milieu pro-inflammatoire (traitement avec IL-1p 10 ng/ml). Les MSCs ont donc un effet

anti-inflammatoire ainsi que pro-angiogénique dans la rétine centrale de la souris.
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Figure 18. Effet paracrine des MSCs sur la rétine centrale avasculaire. (A,B,C,D) Les cellules injectées
exprimant le GFP (B) migrent a la rétine et se retrouvent surtout au niveau de la rétine centrale comme on

peut voir dans des montages a plat de rétine marqués a la lectine (C). Une analyse par RT-qPCR a été
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effectuée sur cette zone centrale de la rétine qui a démontrée une augmentation d’expression de certaines
protéines dont IL-10, FGF, VEGF, puis la diminution de IL-1B (E). Les valeurs ont ét¢ normalisées avec
I’expression de 18S puis exprimé comme quantité relative au contréle. Les MSCs en culture expriment le
IL-10 en condition basale. Cette expression semble augmenter lorsque les MSCs sont en conditions

inflammatoires (traitement avec IL-1f 10ng/ml) ou mises en hypoxie (F).
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Discussion

Depuis la découverte des méthodes d’isolement, les cellules souches
mésenchymateuses sont devenues un sujet de recherche enthousiasmant. L’étude du
role et des retombées de ces cellules a mené a des découvertes importantes. Les MSCs
sont maintenant utilisées en clinique pour traiter une variété de pathologies. Tout de
méme, le vaste potentiel des MSCs reste a étre exploré. Notre étude vient ajouter aux
connaissances sur les MSCs et leur fonctionnement. Nos résultats suggerent que les
cellules souches stromales sont un outil thérapeutique potentiel pour traiter les
rétinopathies. L’effet multidimensionnel des MSCs semble pouvoir surpasser 1’effet
restreint des thérapies anti-angiogéniques modernes. La thérapie cellulaire offre
I’avantage d’un traitement dynamique; une cellule, contrairement aux traitements
traditionnels, peut s'adapter a son milieu et modifier son effet selon les conditions
environnantes. De plus, les MSCs combinent un traitement anti-inflammatoire a un
traitement pro-angiogénique de facon localisée. Cela permet aux MSCs d’induire une
prolifération vasculaire physiologique nécessaire au bon fonctionnement de la rétine.
Cette approche pourrait encourager un bon développement rétinien tandis que les
traitements traditionnels ne font qu’empécher la progression de la pathologie vers un

. . I3 . 4 S roeory S
pronostique irréversible (détachement de rétine, cécité) ~ .

Les expériences de caractérisation des cellules souches ont démontré une certaine
hétérogénéité chez celles-ci. Seulement un certain pourcentage des HSCs exprimait
Sca-1 et c-kit. Conséquemment, la population de cellules injectées €tait une population
mixte.  Cette hétérogénéité peut mener a une diminution dans la puissance
pharmacologique du traitement cellulaire. Les cellules contaminantes peuvent avoir des
effets néfastes puis méme induire une variation dans les effets ce qui peut expliquer la
variabilité des résultats rétiniens de cette I’expérience. Les MSCs peuvent également
contenir des cellules contaminantes telles que des cellules myéloides adhérentes et des
cellules hématopoiétiques . Toutefois, cette hétérogénéité ne semble pas affecter les

résultats. Ce serait fondamental d’approfondir la recherche sur la caractérisation des
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HSCs et des MSCs afin de pouvoir obtenir la population de cellules la plus enrichie.
Cela augmenterait la puissance pharmacologique du traitement car une plus petite

quantité de cellules serait nécessaire pour effectuer le méme rétablissement.

L’effet régénérateur a été le sujet principal de la majorité des études effectuées
sur les MSCs. Cependant, le role préventif des MSCs pourrait étre un aspect intéressant
en clinique. Les résultats de cette étude suggerent par contre que I’effet protecteur des
MSCs dans le modele de RIO est soit nul ou négligeable. La quantit¢ de vaso-
oblitération n’était pas significativement différente entre les souris controles et les souris
traitées. Le manque d’auto-régulation et I’hyperoxie ne pouvait pas étre contré par la
présence de cellules souches. Toutefois, 1’absence d’effet protecteur sur la vasculature
n’est pas indicatif d’absence de protection sur d’autres types cellulaires. La fonction
anti-apoptotique des MSCs pourrait affecter la survie des cellules neuronales qui sont
essentielles au bon fonctionnement de la rétine. Cette sauvegarde neuronale pourrait
diminuer le déclin dans I’acuité visuelle qu’on voit plus tard chez les enfants ayant
développé une rétinopathie. Au niveau vasculaire, la caractéristique d’adaptation de la
cellule souche pourrait étre la cause de I’absence d’effet thérapeutique durant la phase de
vaso-oblitération. En raison de I’hyperoxie, le profil sécrétoire des MSCs serait modifié
pour adapter a ce milieu en haute teneur d’oxygene. La quantité de facteurs trophiques
relachée par les MSCs, tels que le IL-10, diminuerait en conséquence. L’éventualité
d’un traitement de MSCs prophylactique serait pourtant pratique car ces cellules
adaptent selon les besoins. Les mécanismes thérapeutiques seraient activés selon le
besoin et la gravité de la pathologie des le début du développement de la pathologie. Ce
serait donc intéressant d’administrer le traitement chez les patients a risque en guise de
traitement préservatif.  Toutefois, les effets néfastes de ce genre de traitement

prophylactique restent a étre établis.

Dans cette étude, les MSCs semblaient avoir un effet thérapeutique plus puissant
que celui des HSCs. Cette différence peut étre expliquée en partie par I’hétérogénéité

des cellules HSCs. Néanmoins, les MSCs présentent aussi un potentiel plus élargi avec
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ses multiples effets dont un anti-inflammatoire. Les mécanismes bénéfiques des HSCs
qui ont été suggérés comprennent seulement des mécanismes unitaires ou les HSCs
affectent un seul aspect de la pathologie. Dans 1’é¢tude de Ritter, les HSCs exercaient
leur effet en se différenciant en microglie®. Otani tant qu’a lui, suggérait dans son étude
que les cellules se différenciaient en cellule endothéliale induisant un effet pro-
angiogénique. L’augmentation de la stabilité vasculaire menait ensuite a une

5

préservation des cellules neuronales *°. Les MSCs tant qu’a elles, peuvent exercer plus

d’un effet de facon simultanée ce qui sera discuté plus loin.

Les MSCs ont un potentiel pro-angiogénique qui leur permettre de s’intégrer et
stabiliser la vasculature’®. Cette étude confirme ce potentiel pro-angiogénique avec les
résultats d’explant d’aorte. Curieusement, trées peu des MSCs ajoutées aux explants
d’aorte s’incorporaient a la croissance aortique. Cette observation laissait entendre que
I’effet pro-angiogénique des MSCs ne provenait que partiellement de la différenciation
cellulaire. Les études menées avec le milieu de culture des MSCs confirment
I’existence de facteurs trophiques pro-angiogéniques soutenant la croissance aortique.
De plus, la quantité de facteurs pro-angiogéniques était augmentée lorsque les MSCs
¢taient cultivées en hypoxie. Ceci concorde avec la théorie que le profil sécrétoire des
MSCs varie selon leur environnement °'. Cela suggére que les MSCs qui se retrouvent
dans la rétine au jour P12, un milieu maintenant hypoxique suite a la destruction des
vaisseaux, sécréteraient plus de facteurs que durant I’hyperoxie (P7-P12) ou une quantité
négligeable de facteurs serait relachée. Les cellules n’induiraient donc aucune
revascularisation ou prévention de régression expliquant I’absence d’effet des MSCs

durant cette période.

Les résultats in vivo avec le milieu de culture conditionné (MdC) dans le mod¢le
de RIO confirme I'hypotheése du mécanisme par effet paracrine. Tout comme dans les
explants d’aorte, le milieu de culture a réussi a avoir le méme effet que les cellules dans
le modele in vivo. Cela indique que les facteurs sécrétés par les MSCs sont suffisants

pour induire un effet bénéfique. Toutefois, on distingue une différence de puissance
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entre le traitement cellulaire et le MdC. Lorsqu’on compare la cellule qui relache des
facteurs selon les besoin du tissu pendant 5 jours a une seule injection de facteurs
bénéfiques, il est évident que la puissance thérapeutique différe. Encore une fois, le
MdC hypoxique réussit a avoir un effet alors que le MdC normoxique n’y arrive pas.
La quantit¢ et les molécules sécrétées dans ces deux milieux de culture est fort

probablement la cause de la divergence.

Une particularité des rétinopathies est 1’existence de facteurs de croissance dans
la rétine sans toutefois pouvoir avoir une revascularisation. Certains groupes ont
suggéré que cette néovascularisation prend place vers le vitré a cause de certaines
barriéres répulsives®. Les MSCs présentent un grand avantage car celles-ci migrent a la
partie centrale et vaso-oblitérée de la rétine sécrétant des facteurs qui peuvent
contrecarrer les molécules répulsives. La rétine avasculaire est un endroit hyper-
inflammatoire dans le modéle de RIO et dans les rétinopathies®. Les MSCs viennent
réduire cette inflammation via une sécrétion d’IL-10, une molécule anti-inflammatoire.
La diminution d’IL-1p dans la rétine centrale avasculaire du modele de RIO témoigne de
cette réduction d’inflammation. Des facteurs de croissance (FGF et VEGF) viennent se
combiner a cet effet anti-inflammatoire pour favoriser une revascularisation vers cette
rétine centrale moins répulsive.  Plusieurs études suggerent qu’une infection est un
facteur de risque pour la rétinopathie du prématuré. La septicémie est associée a une
augmentation du risque de développement de la ROP *°. Cette corrélation combinée aux
évidences d’effet thérapeutique des MSCs chez les septicémies adultes suggerent qu’un

traitement de MSCs diminuerait les chances de développer la ROP.

Cette étude illustre des découvertes intéressantes quand aux possibilités de
thérapie avec les MSCs. Toutefois, il y a des aspects de cette étude qui restent a étre
explorés. Tout d’abord, une évaluation fonctionnelle de la vision serait nécessaire afin
de confirmer que ’effet physiologique se transmet en effet fonctionnel. Un examen
¢électrophysiologique a 1’aide d’ERG (électrorétinogramme) permettrait d’analyser les

ondes A et B des souris. D’autant plus, des études sur 1’effet neuronal des MSCs
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pourraient approfondir leur role thérapeutique. Cela pourrait déterminer si en effet ces
cellules ont un effet trophique pour les autres cellules de la rétine. En particulier, la
ROP et le modéle de RIO sont associés avec un amincissement des couches plexiformes.
Cet amincissement est causé par la mort cellulaire et la régression synaptique des

cellules neuronales suite a I"hyperoxie’’.

Ce serait tres intéressant si les MSCs, qui
sécretent des neurotrophines, pouvaient encourager la survie et la formation de synapse
dans ce milieu hostile. De plus, le mécanisme par lequel les MSCs induisent un
rétablissement vasculaire reste a étre complétement compris. IL-10 semble étre un
joueur important mais les détails du mécanisme et de la signalisation doivent toutefois

étre élaborés.

Une autre avenue importante a développer en recherche sur les MSCs serait tout
ce qui se rapporte a la migration cellulaire. Les cellules sont injectées dans I’humeur
vitré et finissent par migrer jusqu’a la rétine dans les couches superficielles pres de la
vasculature. Cette migration est spécifique a la région centrale avasculaire de la rétine.
Les facteurs attractifs seraient une importante découverte car cela pourrait permettre le
développement d’une méthode d’augmentation de migration et ainsi de puissance
thérapeutique. Quelques facteurs sécrétés par I’endothélium endommagé ou ischémique
peuvent induire une migration de cellules souches y compris les MSCs. Des facteurs
angiogéniques comme les VEGF, le SDF-1, le FGF et le PDGF peuvent mobiliser les
cellules endogenes pour qu’elles migrent a I’endroit ischémique. Les MSCs, expriment
les récepteurs pour ces molécules leur permettant de percevoir les gradients de
concentration et se diriger vers la zone ischémique 2°*%. Cette migration spécifique joue
fort probablement un réle dans I’efficacité du traitement. L’étude de 1’absence ou le
bouleversement des signaux d’attraction serait utile pour déterminer les facteurs qui

modulent I’activité endogene et exogéne des MSCs.



Conclusion

Dans cette étude, nous avons illustré le potentiel thérapeutique des cellules
souches mésenchymateuses pour les rétinopathies. Nos expériences ont démontré que
leur effet est effectué par ’entremise de facteurs relachés dont IL-10, FGF2 et VEGF.
Ces résultats suggerent non seulement un avenir thérapeutique pour ces cellules en
vision mais stipule aussi des preuves pour la futilité de la différenciation dans le réle des

cellules souches en régénérescence.
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