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PREAMBULE

Cette these a ¢été le fruit de la collaboration de deux institutions : le Laboratoire d’Etude des
Greffes et Prothéses Cardiaques de I’Hopital Broussais (Pr. Carpentier) et I’Ecole Vétérinaire
d’Alfort (ENVA, Prs. Pouchelon et Fayolle).

Les patients atteints de cardiomyopathie dilatée ont été recrutés parmi les animaux consultant
dans le service de médecine de ’ENVA (Unité de Cardiologie) ; ces mémes cas ont été opérés dans
le service de chirurgie de '’ENVA (phase de prélévement de cellules musculaires striées et
implantation myocardique par thoracotomie). Les cultures cellulaires ont été réalisées dans le
Laboratoire d’Etude des Greffes et Prothéses Cardiaques de 1’Hopital Broussais.

Laboratoire d’Etudes des Greffes

et Protheéses Cardiaques

Hopital Broussais
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INTRODUCTION

En dépit d’une baisse notable de la mortalit¢ due a des atteintes cardiovasculaires, la
prévalence de I’insuffisance cardiaque ne cesse d’augmenter dans les pays développés. Malgré les
progres effectués sur le plan du traitement médical, le pronostic de 1’insuffisance cardiaque reste
grave. Quant a la transplantation cardiaque, son extension est limitée par le manque de donneurs et
une survie a long terme qui reste faible (60% a 5 ans). Pour ces raisons, la recherche s’est orientée
vers la mise au point d’alternatives thérapeutiques.

Le concept de cardiomyoplastie cellulaire a émergée il y a une dizaine d’années. C’est une
technique qui repose sur un apport de cellules exogénes myogéniques dans le myocarde pour
suppléer aux cardiomyocytes disparus ou altérés. Le but ultime recherché est la réparation, le
remplacement ou la stimulation d’une fonction biologique des cellules altérées, la restitution d’une
masse myocardique fonctionnelle et une amélioration des performances contractiles du ceeur.

A partir de 1997, des publications font état de résultats extrémement encourageants en
maticre de répercussion fonctionnelle, suite a la transplantation de myoblastes dans le myocarde. Les
études pratiquées sur I’animal ont toujours eu recours a des lésions myocardiques induites chez
différents animaux et par divers procédés, créant ainsi des modeéles de pathologie plus ou moins
représentatifs de D’affection rencontrée en clinique humaine. Il existe plusieurs races canines
présentant des cardiomyopathies dilatées idiopathiques, trés proches de la cardiomyopathie humaine
tant d’un point de vue clinique qu’anatomo-pathologique et histologique. La nature de cette maladie
et le gabarit des chiens atteints (>30kgs) font de ce modéle, un modéle pré-clinique de choix.

Ainsi, dans cette theése, des rappels bibliographiques seront présentés dans une premicre
partie. Puis dans une seconde partie, 1’étude sera présentée. Le protocole porte sur I’implantation de
myoblastes autologues chez le chien atteint de cardiomyopathie dilatée. Les objectifs étaient les
suivants : (1) mise au point d’une technique fiable et reproductible de culture primaire de myoblastes
de chiens, (2) mise au point d’une technique de conservation, de préparation et de transport des
cellules, (3) évaluation des effets cliniques et hémodynamiques de I’implantation intramyocardique,
(4) étude du devenir histologique des zones greffées.

L’étude présentée dans ce travail de these a débuté en 1998. Elle a eu lieu dans le cadre d’une
collaboration entre un laboratoire de recherche, qui tentait de développer des modeles expérimentaux
de pathologie humaine a 1’aide d’animaux atteints physiologiquement d’anomalie cardiaque et le
service cardiologie de 1’Ecole Vétérinaire d’Alfort, dont les patients correspondaient aux critéres
souhaités. Cette étude s’est achevée en 2000.
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| — ETAT DES LIEUX DES CONNAISSANCES ACTUELLES SUR LES MALADIES
CARDIAQUES

A — Considérations générales sur I’insuffisance cardiaque chez I’homme

L’¢épidémiologie de I’insuffisance cardiaque est relativement peu connue en France, malgré
son impact économique considérable sur le systtme de santé. La plupart des données ont été
recueillies a 1’étranger, dans des pays anglo-saxons (ex : étude de Framingham). Aucune étude de
I’importance de I’étude de cohorte de Framingham n’a été menée en France car ce sont des études
trop onéreuses et qui requierent des prélévements de données pendant plusieurs dizaines d’années.

1 — Epidémiologie des maladies cardiaques chez I’homme

Dans les années 60, Klainer et Gibson ont été les premiers a mener des €tudes d’épidémio-
surveillance aux Etats-Unis. L’incidence de D’insuffisance cardiaque était de 4-5%o/an, et la

prévalence de 9-10%o. Les chiffres augmentaient nettement avec 1’age (d’apres la revue de Delahaye
et al (1998)).

L’¢tude de Framingham, commencée en 1949, décrit le suivi d’une cohorte de 5209 sujets
pendant plus de 40 ans. La prévalence, de 8%o chez les sujets de 50 a 59 ans, était de 91%o chez ceux
de 80 a 89 ans (Figure 1). L’incidence annuelle moyenne, de 3%o0 chez les hommes de 35 a 64 ans,
s’¢levait a 10%o chez les hommes de 65 a 94 ans. Les chiffres étaient respectivement de 2%o et 8%o
chez les femmes (Figure 2). L’incidence annuelle, ajustée sur I’age, était plus basse chez les femmes
que chez les hommes : odds ratio : 0,60 ; intervalle de confiance a 95% : 0,50 — 0,70. Pendant les
années 80, I’incidence annuelle ajustée sur 1’age était de 2,3%o chez les hommes et de 1,4%o chez les
femmes, les nombres étant respectivement de 7,2%o et 4,7%o chez les hommes et les femmes de plus
de 45 ans (d’apres la revue de Delahaye et al (1998)).

Figure 1 : Prévalence de I’insuffisance cardiaque dans I’étude de Framingham (d’aprés Delahaye et al, 1998)
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Figure 2 : Incidence annuelle de I’insuffisance cardiaque dans I’étude de Framingham (d’aprés Delahaye et al, 1998)
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Chez I’homme, toutes les maladies cardiaques peuvent conduire a I’insuffisance cardiaque.
Dans plus de la moiti¢ des cas, I’insuffisance cardiaque est secondaire a une ischémie (infarctus du
myocarde). Les maladies valvulaires ne sont plus qu’une cause rare d’insuffisance cardiaque,
contrairement aux carnivores domestiques chez qui I’insuffisance cardiaque est due, en priorité, aux
maladies valvulaires. L hypertension artérielle était un facteur de risque d’insuffisance cardiaque
majeur il y a 40 ans, mais aujourd’hui elle n’est souvent qu’une cause associée (tableau I) (d’apres la
revue de Delahaye et al (1998)).

Tableau | : Causes de I’insuffisance cardiaque sur une moyenne de 31 études (d’apres Delahaye et al, 1998)

Cause Pourcentage
Ischémique 50,3
Non ischémique 36,4
- idiopathique 18,3
- valvulaire 4,0
- hypertensive 3.8
- alcoolique 1,8
- virale 0,5
- post-partum 0,4
- autre 7,6
Non retrouvée 13,3

D’autre part, alors que nous pensons que la mortalité de I’insuffisance cardiaque a diminué, et
que son incidence a augmenté, la seule étude effectuée sur une cohorte sur une trés longue durée
montre un taux de mortalit¢ stable et une diminution de I’incidence ajustée sur 1’age. Ces
informations é€tant en contradiction avec la plupart des essais thérapeutiques actuels, on peut se
demander quelle en est 1’origine. L’explication la plus probable pour expliquer ces différences est
que durant 1’é¢tude a Framingham, trés peu de patients ont bénéficié des thérapeutiques dont on a

16



montré qu’elles amélioraient le pronostic ou ont eu une transplantation cardiaque (d’aprés la revue
de Delahaye et al (1998)).

2 — Traitements utilisés chez I’homme contre I’insuffisance cardiague

L’insuffisance cardiaque débute toujours par une phase aigu€. Elle peut apparaitre dans
différents cas de figures : soit elle se présente chez un patient ayant une pathologie cardiaque connue,
soit elle révele une cardiopathie jusque la méconnue, soit enfin elle vient compliquer une atteinte
ischémique myocardique ou infectieuse. Il faut alors agir a 2 niveaux : d’abord effectuer un
traitement symptomatique, principalement basé sur les inotropes, puis déterminer la cause de cette
crise qui orientera le traitement a long terme du patient.

Les premicres manifestations de 1’insuffisance cardiaque aigué sont des degrés variables de
congestion et des signes d’hypoperfusion périphérique. L’cedéme pulmonaire est la manifestation de
I’insuffisance cardiaque congestive par dysfonction ventriculaire gauche. La turgescence jugulaire
est le signe majeur a rechercher en urgence en faveur d’une insuffisance cardiaque droite. A cela,
s’ajoutent une hypotension artérielle, une tachycardie, des marbrures des extrémités, des troubles de
la conscience et une oligurie. Un bilan biologique, ECG, radiographie pulmonaire, ainsi qu’un bilan
échocardiographique doivent étre effectués.

Ensuite, deux cas de figures sont possibles: si la pression artérielle est conservée, le
traitement associe des diurétiques d’action rapide administrés par voie veineuse (réduction de la
précharge par un effet initial de veinodilatation puis d’une diurése riche en sodium) et des dérivés
nitrés, vasodilatateurs artériels et veineux (diminution de remplissage ventriculaire). Si la pression
artérielle est basse, le traitement reposera sur des agents thérapeutiques inotropes positifs : la
dobutamine agit par I’intermédiaire de la stimulation béta adrénergique, la dopamine a des effets
alpha et béta stimulants suivant la posologie (alpha, vasoconstricteur, pour des posologies élevées),
les inhibiteurs de la phosphodiestérase augmentent le calcium intracellulaire et enfin la noradrénaline
et I’adrénaline sont des catécholamines ayant un puissant effet vasoconstricteur. A ces molécules,
s’ajoute une bonne oxygénation du patient (d’apres Bosio et al (1998)).

Une fois toutes les données recueillies et 1’état du patient stabilisé, il est, le plus souvent,
possible de déterminer les mécanismes et la nature de la cardiopathie qui sont responsable de
I’insuffisance cardiaque. Il faut attacher une grande importance a la recherche des facteurs
déclenchants (Tableau II). Deux cas de figure sont possibles: soit le probléme cardiaque est
chronique, une médicalisation étant déja en place et 1’origine de la crise d’insuffisance cardiaque est
souvent une mauvaise observance du traitement. Ou alors, une poussée ischémique au niveau du
myocarde ou I’apparition d’un trouble du rythme (le plus souvent supra ventriculaire) entraine
I’apparition d’une anomalie cardiaque ou vient compliquer 1’état d’équilibre d’une maladie
chronique.

17



18

Tableau Il : Causes d’insuffisance cardiaque aigué (d’apres Bosio et al, 1998)

Anomalies mécaniques

Surcharge barométrique

- rétrécissement aortique

- hypertension artérielle
Surcharge volumétrique

- insuffisance aortique ou mitrale
- hyper volémie (transfusions, rétention hydro sodée)
- shunts

Obstacle au remplissage ventriculaire

- rétrécissement mitral

- prothése volémie

Adiastolie

- péricardite constrictive

- tamponnade



(1998) décrivent une étude hémodynamique a 1 an concernant 171 malades montrant clairement
I’amélioration fonctionnelle et celle de la fraction d’éjection. Enfin, méme si I’incidence de
I’insuffisance mitrale est faible dans les cardiopathies ischémiques chroniques, un geste chirurgical
simple suffit le plus souvent a corriger I’insuffisance mitrale et permet de diminuer la post-charge du
ventricule défaillant.

Ainsi, quelles que soient les méthodes alternatives, il est clairement démontré qu’elles
apportent un bénéfice fonctionnel certain: cependant, elles n’augmentent pas toujours le débit
cardiaque, ne font pas ’objet d’étude prospective randomisée et surtout nécessitent une sélection
précise et minutieuse des malades, qui n’est pas encore standardisée pour toutes les indications.
L’avantage de ces interventions est certain puisqu’il n’y a pas de délai d’attente, que le résultat
fonctionnel, en cas de bonne indication, est démontré et qu’en cas de nécessité, une transplantation
cardiaque secondaire est toujours réalisable.

B — Cas particulier de la cardiomyopathie dilatée chez I’homme

Comme nous venons de le voir, I’insuffisance cardiaque pose un véritable probleme de santé
publique et sa gestion est loin d’étre maitrisée. Nous allons nous intéresser a une maladie cardiaque
particuliére de ’homme : la cardiomyopathie dilatée idiopathique.

1 — Epidémiologie de la cardiomyopathie dilatée chez I’homme

La cardiomyopathie dilatée idiopathique (CMDI) est une maladie myocardique primaire dont
la cause est inconnue. Cette maladie est caractérisée par une dilatation du ventricule gauche ou des
deux ventricules et par une contractilité myocardique insuffisante. Selon le critére qui a orienté le
diagnostic, I’incidence annuelle rapportée varie entre 5 et 8 cas pour 100 000 personnes. Cependant,
la véritable incidence est probablement sous estimée du fait de la méconnaissance de tous les cas,
parfois asymptomatiques. La prévalence ajustée sur I’age aux Etats-Unis est de 36 cas pour 100 000
personnes et cette maladie entraine la mort de 10 000 personnes par an. Les africanoides et les
personnes de sexe male ont 2,5 fois plus de risque d’étre atteint que les caucasiens et les personnes
de sexe féminin. De plus, une association certaine a été rapportée entre la CMDI et ’hypertension,
I’utilisation d’agonistes béta-adrénergique et la consommation d’alcool (Dec et Fuster (1994)).

Depuis que I’on a mis en évidence que la dilatation ventriculaire et la dysfonction cardiaque
pouvaient étre soit acquises soit d’origine héréditaire, la différenciation que 1’on fait maintenant
entre les deux formes (la forme acquise pouvant étre potentiellement réversible) a de fortes
implications aussi bien pronostiques que thérapeutiques (Dec et Fuster (1994)).

2 — Caractéristiques clinigues et pathogéniques de la CMDI

La plupart des patients consultent pour la-premiére fois entre 20 et 50 ans, mais la maladie
peut aussi étre présente chez des enfants ou ‘chez des personnes agées. 'l.a premiére manifestation
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clinique de cette maladie est généralement une crise d’insuffisance cardiaque aigué sévere (75 a 85%
des patients). Les symptomes d’une insuffisance cardiaque gauche sont prédominants, avec une
augmentation de I’intolérance a 1’effort et 1’apparition progressive d’une dyspnée. Les premiers
symptomes incluent donc une dyspnée lors d’exercice (86% des patients), des palpitations (30%) et
des oedémes périphériques (29%). Des cardiomégalies asymptomatiques sont diagnostiquées chez 4
a 13 % des patients. Durant I’évolution de leur maladie, 95% des patients ont présentés des
symptomes d’insuffisance cardiaque. La distension abdominale, la douleur thoracique, les nausées et
I’anorexie attribuées a une insuffisance cardiaque droite peuvent étre présents lors d’une apparition
brutale de la maladie (Dec et Fuster (1994)).

Les recherches sur la pathogénie de la CMDI ont permis de révéler quatre mécanismes
fondamentaux qui ne sont pas forcément exclusifs et peuvent se combiner en cas de manifestation
clinique de la maladie :

- Les facteurs génétiques et familiaux. La maladie génétique semble étre tres fréquente : 20%
des patients au moins possedent dans leur ascendance des historiques familiaux de cardiomégalie ou
de fraction de raccourcissement basse. Des atteintes de divers génes ont été¢ mises en évidence. Ainsi,
on sait maintenant qu’il existe une prédisposition génétique a la CMDI (pour plus de détails, se
reporter a la revue de Dec et Fuster (1994)).

- La myocardite virale et action d’autres cytotoxiques. Ainsi, la CMDI semble pouvoir étre
une séquelle de myocardite virale chez certains patients, mais distinguer les deux formes sur une
présentation clinique aigu€ est impossible. Beaucoup de résultats récents se contredisent et les
interactions exactes entre les deux maladies restent encore a définir (Dec et Fuster (1994)).

- Les anomalies immunes. Les anomalie immunes ont toujours été constatées lors de CMDI :
le probléme est de savoir si elles sont primaires ou secondaires. Ainsi, le développement de
myocardite virale est systématiquement associé¢ a une baisse d’activité des lymphocytes T killer. De
plus, on a pu constater la présence d’auto anticorps dirigés contre le muscle cardiaque (Dec et Fuster
(1994)).

- Le role du systéme nerveux sympathique. On sait que les anomalies métaboliques,
énergétiques et contractiles entralnent une progression de la maladie. Ainsi, on a pu constater que
chez le patient atteint de CMDI, on a une baisse de la densité en récepteurs béta-adrénergique, plus
importante que chez les patients atteints de maladie ischémique. Cela expliquerait la mauvaise
réponse aux traitements médicaux mis en place chez les patients atteints de CMDI (Dec et Fuster
(1994)).

3 — Traitements utilisés lors de CMDI

Les mesures hygiéniques thérapeutiques allient du repos, une perte de poids, un arrét de la
cigarette s’il y a lieu, une consommation modérée de 1’alcool et une réduction de ’activité physique
durant les périodes de décompensation. Les agents diurétiques ont un role important dans le controle
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de I’insuffisance cardiaque mais doivent étre évités en cas de cardiomégalie asymptomatique (Dec et
Fuster (1994)).

Le traitement a base de vasodilatateurs peut étre considéré comme le traitement initial
standard pour tout patient atteint de CMDI développant des symptomes de dysfonction du ventricule
gauche (Dec et Fuster (1994)).

D’autre part, chez les patients atteints de CMDI, il existe un risque d’embolie pulmonaire ou
systémique, du fait de la stase sanguine et de I’hypocontractilit¢ du ventricule qui entraine
I’activation du processus de coagulation. De ce fait, pour éviter les complications de thrombo-
embolie mais aussi minimiser les risques d’hémorragies, un traitement a base d’anticoagulant peut
étre utilisé mais il doit étre ajusté pour que le temps de Quick ne dépasse pas 2 a 3 fois la norme
supérieure (Dec et Fuster (1994)).

En ce qui concerne les troubles du rythme, on a pu constater que la tachycardie ventriculaire
asymptomatique ¢était fréquente chez les patients atteints de CMDI mais que sa suppression par une
médication ne prolongeait pas la survie. De plus, I’adjonction de produits anti-arythmiques parait
entrainer des complications qui peuvent s’avérer fatales (Dec et Fuster (1994)).

Pendant longtemps, 1’utilisation des digitaliques a donné lieu a de nombreuses controverses.
Récemment, des essais ont montré que les digitaliques étaient efficaces pour contrdler les
symptomes d’insuffisance cardiaque chez les patients ayant un rythme sinusal normal. Des effets
bénéfiques a long terme ont été prouvés sur la fraction de raccourcissement, sur la capacité a 1’effort
et sur les symptomes d’insuffisance cardiaque (Dec et Fuster (1994)).

A T’inverse des digitaliques, la majorité des agents inotropes oraux n’ont pas beaucoup
d’intérét dans le traitement des patients atteints de CMDI. En effet, des études récentes montrent que,
malgré des bénéfices hémodynamiques a court terme, 1’administration d’inotropes ne permet pas
d’augmenter la capacité a I’effort (Dec et Fuster (1994)).

Enfin, comme nous I’avons vu plus haut, la derniére alternative pour les patients atteints de
CMDI est chirurgicale. La CMDI reste la principale indication pour la transplantation cardiaque chez
les adultes et les enfants. Les inconvénients de cette méthode sont toujours les mémes : manque de
donneurs, donneurs non prévisibles, complications a long terme liées a 1I’immunosuppresion...
D’autres alternatives chirurgicales restent possibles pour des patients soigneusement sélectionnés.
Ainsi, deux nouvelles options thérapeutiques sont a 1’étude, 1’'une sous I’influence de Steven Bolling
qui a proposé une simple annuloplastic mitrale et qui retrouve a la fois une amélioration
fonctionnelle mais aussi une amélioration hémodynamique en terme d’augmentation de débit
cardiaque et d’amélioration de la consommation d’oxygéne a l’effort, avec un taux de survie
(méthode actuarielle) qui dépasse largement celui de la transplantation cardiaque a un an et a deux
ans. La seconde intervention en date appelée Batista, est en fait une intervention de réduction
ventriculaire couplée a une correction de I’insuffisance mitrale. Dreyfus (1998) rapporte une
¢valuation de 20 malades effectuées a I’hopital Foch pour cette intervention dont seulement 5 ont été
retenus pour I’intervention. Si tous les malades se sont améliorés au plan fonctionnel, certains ont vu
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leur hémodynamique inchangée, d’autres ont amélioré leur hémodynamique au repos, et parfois a
I’effort. La « série » de Cleveland Clinic, de McCarthy et al (1997), montre des résultats sur 57
malades.

C — Approfondissement des connaissances sur I’insuffisance cardiaque
humaine par les modéles animaux

L’évolution de I’insuffisance cardiaque entraine une augmentation dramatique de la mortalité
ainsi que de la morbidité. Associ¢ a cela, le colt trés €levé des thérapies mises en place et les
admissions récurrentes a 1’hopital ont motivé, durant ces 20 derniéres années, le financement de
recherches intensives dans ce domaine. Un des principaux objectifs de ces recherches est de
permettre une amélioration de la qualité de vie des patients. Malgré cela, les thérapies disponibles
pour I’insuffisance cardiaque incluent des traitements médicaux dont 1’efficacité, bien que prouvée,
reste limitée et des traitements chirurgicaux applicables uniquement pour des cas soigneusement
sélectionnés (Li et al (1998)). Ainsi, les recherches qui continuent a avancer, nécessitent maintenant
des modele animaux qui différent de ceux utiliser habituellement.

1 — Le chien : modéle de pathologie cardiague

Depuis longtemps, on sait qu’une fois les techniques décrites sur des animaux de laboratoire
(rat, souris, lapin...), il faut les tester sur des animaux de plus grand gabarit avant de pouvoir les
utiliser chez les hommes. A ce titre, le modéle canin est trés intéressant car, en France, le chien est de
plus en plus médicalisé. On a donc une connaissance accrue de toutes les maladies cardiaques dont il
peut souffrir physiologiquement.

Ainsi, d’apres quelques études récentes faites sur des cohortes dans des pays anglo-saxons
rapportées par Buchanan (1999), il semble qu’environ 10% des chiens présentés en consultation
viennent pour des maladies cardiovasculaires. Les maladies les plus souvent rencontrées durant les
consultations de cardiologie sont les maladies atteignant les valvules atrio-ventriculaires, les
maladies congénitales, les cardiomyopathies et les épanchements péricardiques suite a des néoplasies
(Tableau III).

Comme nous I’avons vu dans le tableau I, plus de la moiti¢ des insuffisances cardiaques chez
I’homme ont une origine ischémique. Chez le chien, les pathologies coronaires consécutives a de
I’athérosclérose sont rarissimes car le chien n’a pas le méme métabolisme lipidique que les hommes.
En effet, on sait que chez I’homme, ce sont les lipoprotéines de faible densité (LDL), transporteuses
du cholestérol dans le sang qui sont athéromateuses, c'est-a-dire qui accélere I’apparition d’athérome,
les « plaques » lipidiques qui se déposent dans les vaisseaux (notamment les artéres coronaires) et
finissent par les obstruer. Or, chez le chien, les LDL sont trés peu présentes. Ce sont les lipoprotéines
de haute densité (HDL) qui jouent les rdles primordiaux.
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Tableau 11l : Maladies cardiaques sur 300 chiens (d’aprés Buchanan (1999))

Diagnostic Nombre Pourcentage
Maladie valvulaire chronique (33 souffrant d’arythmies) 120 40.0
Arythmie primaire (fraction de raccourcissement > 25%) 50 16.7
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sur les radios méme s’il existe toujours une augmentation de taille de 1’atrium gauche chez les chiens
symptomatiques. Cependant, I’échocardiographie peut révéler une baisse séveére de la fonction
systolique. L’apparition des signes cliniques de I’insuffisance cardiaque gauche est souvent aigué,
généralement caractérisée par I’apparition d’une toux séche (compression de la bronche souche
gauche par I’atrium) (McEwan (2000a)).

- Formes des Braques de Weimar : ils présentent une forme sévére a évolution rapide. Les
arythmies ventriculaires sont fréquentes et peuvent entrainer une mort subite, avant le
développement d’autre signe clinique (McEwan (2000a)).

- Formes des Boxers : la forme du Boxer est atypique. Les Boxers atteints montrent des
modifications histopathologiques qui affectent le myocarde avec un remplacement des
cardiomyocytes par un infiltrat fibro-adipeux, situé¢ principalement ou initialement dans le ventricule
droit. Beaucoup de Boxers ont des arythmies ventriculaires qui précedent ’apparition des signes
échographiques de la maladie. Dans les stades précoces, ces arythmies peuvent étre a 1’origine de
syncopes, en sachant que les morts subites sont moins fréquentes que chez les Dobermans. Les
ectopies ventriculaires ont une forme caractéristique. La fibrillation atriale peut apparaitre avec une
augmentation de taille des atria (McEwan (2000a)).

- Formes des Spaniels : depuis 1980, les cockers anglais sont reconnus comme génétiquement
prédisposées a la CMD. Les chiens affectés semblent avoir une forme relativement bénigne mais non
moins évolutive de CMD. Beaucoup de chiens peuvent survivre a plusieurs crises d’insuffisance
cardiaque aigué et redevenir stable avec une médication adéquate. La taille du cceur, qui peut étre
suivie par des radiographies thoraciques, peut diminuer avec wun traitement adapté.
L’¢électrocardiogramme montre souvent une onde R tres élevée et parfois un bloc de branche gauche.
Une des caractéristiques cliniques souvent rapportée est un pouls « alternatif » c'est-a-dire qu’un
battement cardiaque sur deux donne un pouls fémoral faible ou imperceptible. Chez I’homme, c’est
un signe d’insuffisance myocardique sévére alors que cela ne semble pas étre de mauvais pronostic
chez les Spaniels. On sait que chez le cocker américain, la CMD peut étre due a une déficience en
taurine et peut donc répondre a un traitement basé sur une supplémentation en taurine et en L-
carnitine. Pourtant, une fois la CMD apparue, et malgré le traitement, on n’aura jamais une
régression totale des signes, a I’inverse du chat, qui peut aussi présenter des déficiences en taurine,
mais chez qui les 1ésions myocardique disparaitront totalement avec une supplémentation. Les
springers anglais peuvent aussi développer une CMD : cette forme est généralement d’évolution plus
rapide et le pronostic est plus mauvais que chez les cockers (McEwan (2000a)).

- Formes des chiens d’eau portugais : une forme atypique de CMD touche les chiots agés de 2
a 32 semaines de cette race. Un mode de transmission génétique autosomal récessif a été démontré.
La maladie n’a, pour I’instant, été décrite qu’aux USA. Cependant, les éleveurs de Grande Bretagne
suspectent que la maladie soit quand méme présente dans leurs portées. Le probléme est que les
symptomes étant trés frustres, la maladie est difficile a objectiver : les chiots présentent une dyspnée
d’apparition brutale, trés vite suivie par la mort de I’animal (McEwan (2000a)).
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2 — Aspects clinigues et traitements de la cardiomyopathie dilatée canine

Plusieurs races canines présentent des cardiomyopathies dilatées idiopathiques trés proches
de la cardiomyopathie humaine. Les animaux atteints sont généralement des grands chiens :
Doberman, Boxer, Irish Wolthound, Dogue Allemand, Terre Neuve, Saint Bernard, mais aussi
Cocker Spaniel et Schnauzer (Tidholm et Jonsson (1997) et Tidholm et al (2001) et Tidholm et al
(1997)). Les chiens males sont plus fréquemment atteints que les femelles (Tidholm A et Jonsson L,
(1997)). Il n’y a pas de prédisposition selon 1’age ; 1’age n’est représentatif que d’un point de vue
pronostic. Ainsi, plus ’animal développe les signes cliniques précocement, plus le pronostic vital
sera mauvais. Les symptomes les plus couramment rencontrés sont la toux, [’abattement,
I’inappétence, la dyspnée, la perte de poids, la polypnée, la distension abdominale, des syncopes et
de la polydipsie (Tidholm A et Jonsson L (1997)). Le diagnostic repose sur des critéres cliniques et
épidémiologiques ainsi qu’échographiques et ¢lectrocardiographiques: une augmentation des
diamétres systoliques et diastoliques des cavités ventriculaires et une diminution du pourcentage
d’épaississement de la paroi postérieure du ventricule gauche (inférieur ou égal a 20 %) et une
fraction de raccourcissement inférieure a 25 %. Une fibrillation auriculaire ainsi que des
extrasystoles ventriculaires sont fréquemment retrouvées.

Le traitement de la CMD est axé sur la lutte des conséquences de I’insuffisance cardiaque
congestive plutdt que sur le traitement de la cause primaire, a savoir I’hypocontractilit¢ du myocarde.
Ainsi, le but du traitement est d’améliorer ou au moins de maintenir un niveau de vie acceptable pour
I’animal et de tenter d’atténuer ses symptomes. Mais ce traitement n’empéchera pas la lente
détérioration de la fonction myocardique : beaucoup de patients meurent ou sont euthanasiés suite a
leur CMD. Ce traitement doit permettre de contrdler les oedémes pulmonaires et les épanchements,
d’éviter I’activation neuroendocrine liée a 1’insuffisance cardiaque congestive, augmenter 1’¢jection
cardiaque et contrdler les arythmies (McEwan (2000b)).

- Le controle des oedémes et des épanchements se fait surtout par 1’utilisation de diurétiques.
Ces diurétiques ne doivent jamais €tre utilisés seuls car ils activent le systéme rénine-angiotensine.
On doit donc ajouter en parallele un Inhibiteur de I’Enzyme de Conversion de 1’Angiotensine
(IECA). En cas d’cedéme aigu du poumon (OAP), le furosémide, diurétique de I’Anse, doit étre
injecté préférentiellement en intraveineux car il a un effet veinodilatateur supplémentaire quand il est
administré par cette voie. Toutefois, il faut éviter des injections intraveineuses a répétitions car
I’éjection cardiaque peut chuter rapidement par suite & une hypovolémie. En cas de crise aigué
incoercible, on peut effectuer une application de trinitrine en complément : c’est un veinodilatateur
puissant qui se présente sous la forme de pommade a appliquer sur une peau sans poils et trés
vascularisée (généralement I’oreille). Une fois la crise d’OAP stabilisée, les diurétiques peuvent étre
administrés a long terme mais en administrant une dose minimale a déterminer selon les individus et
en prescrivant des diurétiques a actions différentes (ex : diurétiques de 1’Anse + spironolactone) car
on a pu constater une adaptation rapide de 1’organisme a ces traitements. En cas d’épanchements,
une thoracocenthese peut étre effectuée en parallele du traitement médical s’il existe une importante
géne respiratoire (McEwan (2000b)).

- Pour éviter I’activation neuroendocrine liée a I’insuffisance cardiaque, on utilise des IECA.
En effet, I’activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone est responsable de beaucoup de
symptomes de I’insuffisance cardiaque congestive. Ces IECA ont de nombreux avantages : ils sont
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relativement vasodilatateurs, ils préviennent la rétention hydro-sodée, ils préviennent les effets de
I’ Angiotensine II au niveau du systéme nerveux central et enfin ils limitent le remodelage et la
fibrose du myocarde (McEwan (2000b)).

- Pour augmenter 1’¢jection cardiaque, il semble logique d’administrer des agents inotropes
positifs, connus pour accroitre 1’éjection cardiaque, sur des patients atteints de CMD. Pourtant, on se
rend compte que cette administration peut s’avérer délétére. En effet, 1’augmentation de
consommation d’oxygene par le myocarde et ’apparition d’arythmies ont été décrites a la suite
d’utilisation d’inotropes positifs. Au lieu de cela, le but du traitement devrait étre de réduire le travail
du myocarde. Mais, on s’est rendu compte que des produits tels les IECA permettaient cette
réduction. Et en fin de compte, ramener la fréquence cardiaque dans des valeurs normales (soit
inférieure a 160 battements par minute (bpm)) et contrdler les tachyarythmies est aussi important que
d’alléger le travail du myocarde. La digoxine est I’inotrope le plus utilisé en cas de CMD sur les
chiens. Bien que ce soit un inotrope positif, sa principale action est de contrdler la réponse
ventriculaire en cas de tachyarythmies supraventriculaires, particulie¢rement en cas de fibrillation
atriale. Il agit par un effet vagal indirect en ralentissant la conduction dans le nceud atrioventriculaire.
Bien que les agents inotropes positifs entrainent théoriquement une augmentation de Ila
consommation d’oxygene, 1’effet vagal de la digoxine inverse ce processus. Le pimobendan est un
nouveau médicament qui s’est montré prometteur dans le traitement de la CMD chez le chien en
association avec d’autres produits incluant les IECA, des diurétiques et la digoxine si nécessaire.
C’est un inotrope positif mais qui posséde aussi un effet vasodilatateur : c’est un inodilatateur. De
plus, il n’augmente pas la consommation d’oxygene du myocarde (McEwan (2000b)).

- Concernant les arythmies, c’est la fibrillation atriale qui est fréquemment rencontrée chez
les chiens atteints de CMD. Elle est la conséquence d’une maladie myocardique atriale ou d’une
dilatation de I’atrium. De ce fait, il n’est généralement pas possible de faire disparaitre cette arythmie
car les Iésions atriales sont souvent irréversibles. De plus, ce sont les conséquences de cette arythmie
qui sont néfastes (augmentation de la fréquence cardiaque) et donc, sur lesquelles on va orienter le
traitement. Généralement, on agit sur le nceud atrioventriculaire pour y ralentir la conduction : la
digoxine est 1’agent le plus efficace pour cette indication. Si on arrive a contrdler les signes
d’insuffisance cardiaque congestive, que le taux de digoxinémie est dans les normes recommandées
mais que la fréquence cardiaque continue a étre supérieure a 160 bpm, alors on peut utiliser d’autres
produits tels le diltiazem, antagoniste des canaux calciques ou les béta-bloquants. En ce qui concerne
les tachyarythmies ventriculaires, il est important de savoir si elles ont des répercussions
hémodynamiques et donc, si elles peuvent entrainer une mort subite. Si ce n’est pas le cas, un
traitement n’est pas utile. Par contre, si on est en présence de tachyarythmies venticulaires qui
entrainent une atteinte séveére de 1’¢jection cardiaque telles de fréquentes extrasytoles prématurées
polymorphes ou des salves d’extrasystoles monomorphes, alors un traitement antiarythmique doit
étre mis en place. Ce sont les antiarythmiques de classe IB qui sont le plus couramment utilisé : la
lidocaine est administrée en intraveineux pour le traitement en urgence et la méxilétine est le produit
de référence pour la forme orale. Quand un traitement antiarythmique est mis en place, une
vérification de son efficacité doit étre effectuée par un monitoring par Holter pendant 24h, car chez
certains individus, les produits antiarythmiques peuvent avoir des effets inverses, c'est-a-dire
proarythmiques (McEwan (2000b)).

Malgré un traitement médical comportant des inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de
I’angiotensine (IECA), des diurétiques et des digitaliques, le pronostic de ces cardiopathies reste
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sombre dans la majorité des cas: 65 a 112 jours de survie moyenne selon Monnet et al (1995) et
Tidholm et al (1997). Le taux de survie a 1 an et a 2 ans est de 17,5 % et 7,5 % respectivement. La
dyspnée et 1’ascite ainsi que le jeune age au moment du diagnostic sont des facteurs prédictifs
négatifs. (Tidholm et al (1997))

3 — Recherche effectuée sur le modeéle canin de cardiomyopathie dilatée

De nombreux cceurs de chiens atteints de cardiomyopathie dilatée ont été analysés : les
lésions nécropsiques retrouvées incluent fréquemment une dilatation sévére des quatre cavités
cardiaques, un amincissement des parois de ces cavités et des lésions pulmonaires et hépatiques
consécutives a I’insuffisance cardiaque (Tidholm et Jonsson (1997) et Van Vleet et al (1981)).

En microscopie optique, une apparence ondulée des fibres cardiaques décrites par Tidholm et
al (1998), une fibrose interstitielle sous-endocardique, des foyers de nécrose et une hyperplasie de la
média des vaisseaux myocardiques sont observés (Tidholm et Jonsson (1997) et Van Vleet et al
(1981)).

En effectuant des expérimentations sur le modele canin de cardiomyopathie dilatée, c’est les
connaissances de la forme humaine que 1’on accroit. En effet, il y a des expériences qui ne peuvent
étre réalisées directement sur I’homme. Ainsi, par exemple, des interventions telle que la
cardiomyoplastie dynamique, que nous verrons plus en détail plus loin, a été expérimenté chez le
chien par Orton et al (1994) : cette intervention consiste en un « drapage » du cceur malade par le
muscle grand dorsal et de stimuler ce muscle afin d’aider le cceur a fonctionner. Dans un registre un
peu similaire, White et al (1997) ont effectué¢ une contre pulsion extra aortique par aortomyoplastie
sur 7 chiens atteints de cardiomyopathie dilatée.

En conclusion la cardiomyopathie dilatée idiopathique présente 1’avantage d’étre
physiologique chez le chien et d’entrainer une atteinte généralisée du myocarde. Les Iésions
retrouvées sur ces myocardes miment les lésions présentes en cas d’ischémie (altérations voire
destruction des myocytes entrainant des reldchements du myocarde, des dilatations et enfin des
baisse de la fonction cardiaque) mais a un degré plus général. Ainsi, il est intéressant de tester des
techniques chirurgicales sur ces cceurs malades, car si ces techniques fonctionnent pour des cceurs
atteints dans leur globalité, on peut supposer qu’elles fonctionneront pour des plages de myocardes
ischémiés.

Il = CONSIDERATIONS GENERALES CONCERNANT LA CARDIOMYOPLASTIE

A — Biologie cellulaire

Pour beaucoup de maladies graves intéressant des organes vitaux, [’unique solution en dernier
recours est la transplantation de I’organe dans son intégrité. Depuis quelques années, un nouveau
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concept se développe qui tend a vouloir agir au niveau cellulaire ou moléculaire et non plus au
niveau de ’organe entier. Le but est donc de « remplacer » les cellules défectueuses.

1 — Concept des cellules souches

L’embryon de mammifere est formé de cellules pluripotentes qui ont la capacité, a terme, de
former un organisme dans sa globalité. La capacité a former de multiples lignées cellulaires s’atténue
progressivement au fur et & mesure du développement, grace a un processus que 1’on connait comme
la différenciation. Les cellules souches a proprement parler peuvent donner naissance a des cellules
de diverses lignées (par exemple, les cellules-meres hématopoiétiques pluripotentes donnent des
lignées sanguines variées) alors que les cellules a visée proliférative (tels les myoblastes aussi
appelés cellules satellites et les cardiomyocytes embryonnaires) ne formeront qu’une lignée donnée
de cellules mais permettront leur multiplication. La différenciation de ce dernier type cellulaire se
fait de maniére autonome, sans qu’il n’y ait d’influence de I’environnement (d’apres revue de
Kessler et Byrne (1999)).

Suite a une lésion donnée, les vertébrés vont avoir la capacité d’activer les cellules souches
ou les cellules a visée proliférative de 1’organe 1€sé (moelle osseuse) ou d’entrainer la multiplication
de cellules différenciées qui ont gardé la capacit¢é de se multiplier (cellules hépatiques ou
endothéliales). Dans le muscle squelettique, les cellules a visée proliférative (myoblastes
adultes/cellules satellites) situées sous la lame basale, se mettent a se multiplier en cas de 1ésion. Le
développement ou la réparation du muscle squelettique se fait selon un enchainement donné, avec
I’intervention des myoblastes qui vont d’abord se multiplier puis fusionner pour former des
myotubes (d’aprés revue de Kessler et Byrne (1999)).

Dans le coeur des mammiféres, la population de cellules d’auto renouvellement (cellules
souches ou a visée proliférative) est absente; cela signifie que la capacité¢ proliférative des
cardiomyocytes adultes est limitée. A la suite d’une Iésion ou d’un infarctus, il n’y a pas de synthese
d’ADN qui est mis en évidence. Il n’y a donc pas de réparation possible de ce tissu cardiaque
(d’aprées revue de Kessler et Byrne (1999)).

2 — Myogenése squelettique

En dépit des évidentes similitudes entre le muscle cardiaque et les muscles squelettiques (les
deux ¢étant des muscles striés), il y a aussi des différences fondamentales entre les deux types de
tissu, incluant la morphologie, les mécanismes d’excitation contraction, 1’origine embryologique et
la réponse aux Iésions. Le muscle strié squelettique adulte est capable de se régénérer a partir de
cellules myogéniques aortique qui sont en position satellites des fibres musculaires. Ces cellules sont
issues d’une population de myoblastes embryonnaires qui s’accolent, sans fusionner, aux premiers
¢léments multi nucléés (myotubes) avant la mise en place des lames basales. On retrouve donc les
cellules satellites dans le muscle adulte, étroitement accolées a la fibre striée, sous la lame basale.
Chaque fibre est également entourée par une gaine conjonctive, I’endomysium. L’isolement en vue
d’une culture primaire des cellules myogéniques nécessite donc la dissociation de 1’endomysium,
puis des lames basales, enfin du ciment intercellulaire qui unit la cellule satellite a la fibre. Cette
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dissociation qui nécessite 1’action d’enzymes protéolytiques, représente la difficulté majeure pour
I’obtention de myoblastes viables, capables de proliférer, puis de fusionner. Ensuite, la
différenciation in vitro des structures multi nucléées excitables, que sont les myotubes et les fibres
musculaires, est aussi délicate. Le nombre de ces cellules myogéniques évolue de fagon considérable
au cours du développement feetal et post-natal (Gautron).

La myogen¢se squelettique entraine I’activation de 1’expression d’un géne spécifique du
muscle et une reprise du cycle cellulaire: le géne MyoD. Bien que la multiplication et la
différenciation soient uniquement présentes chez les myoblastes squelettiques, les cardiomyocytes
différenciés peuvent aussi proliférer mais seulement jusqu’a la naissance (D’aprés la revue de
Kessler et Byrne (1999)). Le geéne de différenciation musculaire MyoD a été identifié et a conduit a
la découverte de toute une famille de détermination myogénique. L’expression forcée de membres de
cette famille a conduit a I’activation d’une myogenése au sein de fibroblastes et de cellules souches
mésenchymateuses (Murry et al (1996)). L’identification de facteurs qui dirigent les cellules vers un
phénotype musculaire a permis de mettre en évidence un haut degré de plasticité chez les cellules
différenciées. En effet, cela n’avait jamais pu étre apprécié auparavant et cela peut mener a
I’éventualité qu’une stratégie identique puisse €tre adoptée pour transformer des cellules qui ne sont
pas des cellules musculaires en cardiomyocytes (d’apres la revue de Kessler et Byrne (1999)).

3 — Spécifications du muscle cardiague

Les muscles cardiaques et squelettiques différent par un certain nombre de propriétés
fonctionnelles, que nous avons déja vues au paragraphe précédent. Tout le monde est maintenant
d’accord sur le fait que le muscle cardiaque est incapable de se régénérer, alors que le muscle
squelettique peut lui se régénérer aprés un traumatisme (d’aprés Robinson et al (1996)). En fin de
grossesse, la synthése d’ADN peut persister sans division cellulaire, ce qui entraine 1’apparition des
cardiomyocytes multi nucléés ; passée cette étape, il n’est plus observé ni synthése d’ADN, ni
division cellulaire pendant le reste de la vie. C’est par hypertrophie et non par hyperplasie cellulaire
que le cceur va croitre de I’enfance jusqu’a 1’age adulte (d’aprés Hagege et al (1998)). Des cellules
souches ou des cellules a visée prolifératives n’ont pu étre retrouvées dans les ceeurs de mammiferes
adultes. Quand le tissu cardiaque d’un mammifére adulte est 1és¢ de facon irréversible, les
cardiomyocytes ne peuvent pas entrer dans un nouveau cycle cellulaire. Si un nombre significatif de
cellules contractiles est endommagé, il s’ensuit un dysfonctionnement myocardique (d’apres
Robinson et al (1996)).

Apres une 1ésion sévére et irréversible du myocarde, de type infarctus par exemple, il va y
avoir un remplacement du tissu 1ésé par une cicatrice fibreuse et un processus identique a celui
rencontré lors de la croissance du coeur avec 1’dge : une hypertrophie des cardiomyocytes restants.
Malgré cela, avec le temps, la contractilit¢ régionale diminue au fur et a mesure que les
cardiomyocytes nécrotiques sont remplacés par des fibroblastes et du collagéne, et que les
cardiomyocytes viables mais hypo perfusés, deviennent moins performants dans leur contractilité,
réservant la faible quantit¢é d’oxygene et d’énergie qui est disponible pour le maintien de
I’homéostasie cellulaire de base plutot que pour le fonctionnement mécanique. Ces modifications
peuvent étre associées a de I’akinésie ou de la dyskinésie sur le segment concerné. Durant le
remodelage, la pression de fin de diastole du ventricule -gauche augmeinite, la paroi ventriculaire
s’affine et le ventricule se dilate, et c’est a ce moment que lespatient peut'développer des symptomes
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d’insuffisance cardiaque tels que la fatigue, la dyspnée a D’effort et les oedémes périphériques
(d’apres la revue de Li et al (1998)).

B — De la cardiomyoplastie dynamique a la cardiomyoplastie cellulaire

Antérieurement puis parallélement aux recherches effectuées sur la cardiomyoplastie
cellulaire, un autre type de recherche était mené, s’intéressant toujours au maintien de la fonction
cardiaque apres une Iésion mais cette fois sur le plan organique et non plus cellulaire. Ces recherches
sont intéressantes car elles sont la preuve que le modéle canin peut étre tres utile a ’avancée des
¢tudes menées pour les maladies cardiaques de I’homme.

1 — Qu’est ce que la cardiomyoplastie dynamique ?

La technique chirurgicale consiste en une dissection et en une transposition dans le thorax de
I’ensemble du muscle grand dorsal gauche, que I’on vient positionner autour des deux ventricules.
Apres quoi, le muscle grand dorsal est régulicrement électrostimulé en synchronisation avec la
systole ventriculaire. Le support biologique de cette opération consiste en une électrostimulation
chronique du muscle, induisant une adaptation physiologique du muscle squelettique par le muscle
cardiaque. Ainsi, le métabolisme glycogénique des fibres musculaires (de type II, rapidement
sensible a la fatigue) se transforme peu a peu en un métabolique oxydatif de type I, résistant a la
fatigue (Chachques et al (2002)).

Le matériel permettant la stimulation électronique est constitué d’un pacemaker, d’électrodes
de stimulation musculaire et d’une électrode de détection systolique qui permet la synchronisation
des contractions musculaires avec les battements cardiaques. De facon a suivre la durée de la
contraction systolique, le muscle squelettique doit étre électrostimulé en utilisant une suite
d’impulsions dont la durée doit étre similaire a celle d’une éjection ventriculaire (Chachques et al
(2002)).

Chachques et al (2002) rapportent que cette technique a été utilisée sur des patients atteints
d’insuffisance cardiaque réfractaire au traitement médical ; 113 cas ont été opérés a 1’Hopital
Broussais et a 1’Hopital Pompidou et 75 par leur équipe mais a I’étranger, dans le cadre d’un
programme de coopération internationale.

2 — Place de la cardiomyoplastie dynamique

Quelques pays développés ont pu bénéficier des programmes concernant la transplantation
cardiaque et les systémes d’assistance circulatoire. Malgré cela, la transplantation cardiaque reste
encore tres limitée dans beaucoup de pays pour des raisons légales, culturelles ou religieuses, a cause
de problémes de suivi, mais aussi pour des raisons de prix et des risques du traitement
immunosuppressif. Les dispositifs d’assistance circulatoire sont aussi trés onéreux, ce qui réduit leur
développement (Chachqués et al (2002)).
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D’autre part, le nombre insuffisant de donneurs d’organe ne permet pas de faire face aux
besoins de tous les patients qui nécessitent une transplantation cardiaque. Le nombre de patient sur
les listes d’attente continue d’augmenter chaque année, de méme que le temps d’attente. Ainsi, il est
logique de pouvoir proposer a ces patients, qui ont un haut risque de mortalité, d’autres possibilités
thérapeutiques. Avec la cardiomyoplastie_dynamique, la propre musculature du patient est utilisée,
ce qui exclue les risques de rejet et, de ce fait, un traitement immunosuppressif n’est pas nécessaire
(Chachques et al (2002)).

La technique chirurgicale de la cardiomyoplastie dynamique est une combinaison entre une
chirurgie cardiaque et une chirurgie plastique avec une assistance biomécanique. Son but est de
prolonger la vie des patients qui souffrent de séveres déficiences cardiaques chroniques et qui ne sont
pas soulagés par des traitements médicaux (Chachques et al (2002)).

3 — Mise en application de la méthode pour des affections d’origine diverses

Une revue de cas menés par I’équipe de Chachqués et al (1997) rapporte 1’ensemble des
interventions survenues entre 1985 (date a laquelle le premier cas clinique de cardiomyoplastie
dynamique couronné de succes est rapporté par Carpentier et Chachques (1985)) et 1995 : 82
patients, agés de 15 a 72 ans, 69 hommes contre 13 femmes. La période de suivi moyenne a été de
4,2 ans (de 6 mois a 10 ans). Les causes d’insuffisance cardiaque étaient variées: 45
cardiomyopathies ischémiques (dont 11 anévrismes ventriculaires gauches), 28 cardiomyopathies
dilatées, 3 cardiomyopathies consécutives a des chirurgies valvulaires, 5 tumeurs (2 fibromes, 1
lymphome, 1 hémangiome et 1 sarcome) et 1 maladie congénitale. Les techniques chirurgicales ont
consisté en 66 renforcements ventriculaires, 15 substitutions de la paroi du ventricule gauche et 1
renforcement de I’atrium droit.

Le taux de survie a 7 ans est de 54 %. 19 patients sont morts durant la période de suivi. Les
causes des morts étaient 9 insuffisances cardiaques, 6 morts subites, 2 infarctus myocardiques, 1
apoplexie et 1 saignement gastrique. Durant le suivi des patients, ont été noté une augmentation de la
fraction d’¢jection, une stabilisation a long terme du diametre diastolique du ventricule gauche, une
baisse de la fonction pulmonaire dans les 2 mois suivant I’intervention mais réversible, une baisse du
nombre d’hospitalisations dues a I’insuffisance cardiaque. D’autre part, 5 patients sur les 82, tous des
hommes, ont nécessité des transplantations cardiaques car ils souffraient d’une insuffisance
cardiaque réfractaire a la cardiomyoplastie_ dynamique.

La qualité de vie et la survie a long terme aprés cette technique chirurgicale semblent étre
meilleure que celles des patients traités uniquement par soins médicaux. De plus, contrairement a des
¢tudes contradictoires, la consommation maximale d’oxygene ne semble pas avoir augmenté a long
terme. Sachant que les muscles squelettiques sont des organes cibles durant I’insuffisance cardiaque,
on pouvait se poser la question de savoir si le muscle grand dorsal n’allait pas se fatiguer plus
rapidement. Le probléme a été résolu en effectuant un programme adapté d’ « entrainement » du
muscle grand dorsal 2 mois avant I’intervention, pour éviter son atrophie. Enfin, cette technique
parait effectivement trés intéressante mais il ne faut pas oublier que les patients restent sélectionnés
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trés soigneusement. Ainsi, les premiéres causes de déces sont I’atteinte pluri organique pré-
opératoire, les cardiomyopathies hypertrophiques ou restrictives, les arythmies ventriculaires
séveres, les états cliniques et hémodynamiques instables, les maladies neuromusculaires, la cachexie
et les insuffisances respiratoires majeures.

Maintenant que ces techniques sont utilisées en pratique chirurgicale sur ’homme, d’autres
techniques sont maintenant a 1’étude, moins invasive pour le patient, plus supportable en post-
opératoire immeédiat, telle que la cardiomyoplastie cellulaire. Ces nouvelles techniques n’apportent
plus une aide au fonctionnement du muscle cardiaque mais tente de solutionner le probléme a sa
base.

C — Cardiomyoplastie cellulaire

Le terme de cardiomyoplastie signifie littéralement « greffe dans le muscle cardiaque ». La
cardiomyoplastie cellulaire consiste donc en une greffe de cellules au sein du muscle cardiaque.
C’est un nouveau concept de thérapie visant a remplacer les cellules musculaires du cceur altérées ou
détruites.

1 — Exemple pour différents organes

Le concept de plastie cellulaire a déja été étudi€ pour de nombreux organes.

Ainsi, Whittemore et Snyder (1996) rapportent qu’il a été prouvé qu’une lignée cellulaire
nerveuse dérivée du systeme nerveux central (SNC) était extrémement utile pour la différenciation,
la maturation synaptique, la synthése et la décharge de neurotransmetteur. De plus, il y a des
recherches actuelles quant a un potentiel role de cette lignée cellulaire dans la réparation ou la
thérapie génique du SNC. La capacité de cette lignée a s’intégrer pleinement dans le SNC apres
transplantation et d’exprimer des génes étrangers souvent correcteurs, produits in situ, pourrait offrir
des approches thérapeutiques potentielles pour certaines maladies neuro dégénératives.

Dans un autre registre, Schmidt et Tietge (1997) ont effectué une revue sur les perspectives
de la transplantation cellulaire hépatique. La transplantation hépatique est devenue une intervention
chirurgicale courante pour corriger les maladies hépatiques. L’utilisation de transplantation de
cellules hépatiques et de la thérapie génique in vivo a augmenté et pourrait finir par remplacer la
transplantation hépatique, au moins dans certains cas. La transplantation de cellules hépatiques
concerne des hépatocytes intacts et fonctionnels, avec les propriétés métaboliques qui sont
déficientes chez le patient receveur. En dehors de ces applications, ce concept peut étre utilisé pour
la correction de maladies congénitales hépatiques ou d’insuffisance hépatique acquise.

De la méme fagon, Dabeva et al (1997) nous montrent par leurs expériences que la
transplantation de cellules souches épithéliales issues d’un pancréas peuvent étre transplantées dans
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le foie et, sous I’influence de I’environnement, se différenciées en hépatocytes fonctionnels,
exprimant des protéines spécifiques du foie.

Enfin, Peshavaria et Pang (2000) rapportent qu’il existe peu de connaissances sur I’identité
des cellules souches du pancréas. Différents rapports font état de I’existence potentielle de cellules
souches pancréatiques et donc de leur éventuelle utilité chez les diabétiques. Cela augmenterait les
chances de pouvoir générer des cellules Béta, productrices d’insuline, ainsi que d’autres types
cellulaires des ilots pancréatiques.

2 — Implantation de cellules pour augmenter le nombre de cardiomyocytes.

Avec I’approfondissement des connaissances sur la biologie des cellules de I’organisme, des
expériences ont débuté pour corroborer I’hypothése que des cellules souches musculaires pouvaient
étre greffées dans un ceeur.

Des ¢études, in vitro, ont montré que des cellules transplantées dans un myocarde normal ou
infarci demeuraient vivantes pendant des mois et pouvaient proliférer et se différencier in situ. La
présence de disques intercalaires et de protéine connexine-43, un marqueur des jonctions gap, a été
démontrée dans un tissu greffé et entre des cellules greffées et des myocytes de I’hdte, dans le cas de
transplantation de cellules feetales. La greffe peut se contractée (spontanément dans le cas de cellules
feetales ou apres électrostimulation pour les myoblastes), induire une angiogenese - qui est bénéfique
en cas de maladie cardiaque ischémique - et des réactions locales immunitaires qui sont responsables
d’une mort rapide (nécrose, apoptose) d’un nombre variable de cellules allogreffées (d’apres la revue
de Hagege et Menasché (2000)). Apres ce premier apercu expérimental, la greffe de cellules, dont
nous verrons les origines plus tard, parait donc pouvoir fonctionner, c’est a dire que les cellules
greftées sont viables et créent des communications avec les cellules hotes.

3 — Est-ce « physiologique » que de vouloir régénérer le tissu cardiague aprés un

infarctus ?

Des études trés récentes ont permis d’apporter des modifications quant aux idées en place
depuis plusieurs années.

Jusque trés récemment, le fait que les myocytes cardiaques cessaient définitivement de
proliférer tot aprés la naissance et qu’il n’y avait donc plus de renouvellement possible par des
nouveaux cardiomyocytes que ce soit physiologiquement ou a la suite d’une 1ésion était une donnée
considérée comme acquise. En fait, les divisions cellulaires (nécessaire pour générer de nouveaux
cardiomyocytes) semblaient étre bloquées chez I’Homme. Le probléme est que ce blocage de
prolifération cellulaire semblait étre présent uniquement dans le muscle cardiaque humain, comme si
les myoblastes squelettiques humains et les cellules cardiaques des autres especes étaient doués d’un
potentiel mitotique largement plus important. Cependant, de nouvelles données rapportées par
Dengler et Katus (2002) suggerent qu’il existe aussi dans le muscle cardiaque humain un niveau
basal de prolifération myocytaire apres la naissance, aux alentours de 14 par millions de cellules
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dans un cceur normal et dix fois plus dans un cceur 1ésé. Du fait qu’il y ait une perte progressive
estimée a 6,4.10° cardiomyocytes par an, il apparait maintenant clairement qu’il y a un trés faible
turn-over des cardiomyocytes durant toute une vie. Ainsi, il apparait normal que le controle du cycle
cellulaire des cardiomyocytes humains soit devenu une priorit¢é dans la recherche ; mais les
mécanismes régulateurs intervenant dans les mitoses des cardiomyocytes apres la naissance restent
encore tres largement méconnus.

De la méme fagon, Dengler et Katus (2002) reviennent sur les données considérées comme
acquises dans une étude trés récente. Ainsi, a la suite d’un infarctus du myocarde, on pensait les
cardiomyocytes incapables de se diviser et de proliférer; on pensait qu’ils ne pouvaient que
s’hypertrophier pour compenser la perte de tissu fonctionnel. Les mécanismes de réparation par
prolifération n’auraient été¢ réservés qu’aux cellules vasculaires pour permettre I’angiogenése et
I’artériogenese pour la formation de vaisseaux collatéraux et qu’aux fibroblastes pour qu’ils puissent
remplacer la perte de substance par une cicatrice fibreuse. En fait, il a ét¢ montré que la prolifération
que I’on vient de citer est aussi présente en période post-infarctus immédiate : des chiffres de 0,08 %
pour les myocytes dans la zone infarcie et 0,03 % en bordure de cette zone ont été avancé.
Différentes hypothéses ont été posées pour connaitre 1’origine cellulaire de ces proliférations. Ainsi,
des cellules souches dérivées de la moelle osseuse ou des cellules a visée proliférative circulantes
pourraient étre a I’origine de ces tentatives de réparation. En tout état de cause, ces proliférations ne
sont pas suffisantes pour permettre une réparation fonctionnelle des performances cardiaques apres
un infarctus du myocarde. Mais, face aux différentes objections qui ne manquent pas d’apparaitre
face a la recherche sur la cardiomyoplastie cellulaire (Gorman et Gorman III (2002)), on a
maintenant la preuve que 1’organisme tente naturellement de réparer les 1ésions qui interviennent
dans le muscle cardiaque via des cellules souches ou a visée proliférative amenées sur place par des
moyens qui restent encore a déterminer.

Il — AVANCEES DES RECHERCHES EFFECTUEES SUR LA CARDIOMYOPLASTIE
CELLULAIRE

A — Types cellulaires utilisés

La source idéale cellulaire pour une transplantation et une régénération a toujours été a
I’origine d’intenses débats scientifiques (et politiques) : quel que soit le but théorique et pratique, les
différents types cellulaires cités ici semblent pouvoir tenir leur promesses pour toute application
clinique potentielle dans le traitement de lésions du myocarde aigu (ou chronique).

1 — Tentatives de plastie atypigue

Au commencement des investigations sur la cardiomyoplastie cellulaire, un des premiers
types cellulaires a avoir été testé par Steinhelper et al (1990) est la lignée cellulaire issue de souris
transgéniques exprimant le facteur natriurétique atrial sous contrdle du geéne de fusion T-antigénique
SV40 (ANF-TAG). Ces souris développent des tumeurs de [’atrium droit, composées de
cardiomyocytes différenciés qui ont la capacité de proliférer. L’étude de cette lignée cellulaire in
vitro a permis de mieux connaitre la structure intrinséque cardiaque (notion de disques intercalaires
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et de myotubes). De plus, cette lignée pourrait étre une ressource potentielle expérimentale pour la
découverte des genes régulateurs dans le cycle cellulaire des cardiomyocytes.

Par la suite, d’autres lignées cellulaires du méme type ont été étudiées. Ainsi, Claycomb et al
(1998) ont travaillé sur les cellules HL-1, issues de souris développant des tumeurs atriales a
cardiomyocytes. Les cellules gardent, elles-aussi, les propriétés morphologiques, biochimiques et
¢lectrophysiologiques des cardiomyocytes. Elles ont été utilisées pour tester la faisabilit¢ de
I’injection de cellules d’origine cardiaque dans le muscle cardiaque. La transplantation syngénique
de cette lignée s’est traduite par une survie a long terme du greffon au sein du tissu de 1’hote sans
effet négatif associé (Vilquin et al (1999)).

Dans un autre registre, Makino et al (1999) ont isolé une lignée cellulaire cardiomyogénique
dans les cellules stromales de la moelle osseuse de souris. Les cellules stromales ont été
immortalisées par traitement a la 5-azacytidine. Les cellules montrent une morphologie de
fibroblastes, mais la morphologie change avec le traitement a la 5-azacytidine sur environ 30 % des
cellules. Elles se connectent avec les cellules voisines aprés une semaine, forment des structures
ressemblant a des myotubes aprés 2 semaines et battent de facon synchrone aprés 3 semaines. Elles
expriment les peptides natriurétiques atrial et cérébral. En bref, elles présentent une structure
totalement semblable a celle de cardiomyocytes et pourraient devenir un nouveau modeéle pour
permettre de comprendre la différentiation des cardiomyocytes.

Enfin, des tentatives de thérapies par injection de facteurs de croissance ont été tentées. Par
exemple, Watanabee et al (1998) ont comparé I’injection de facteurs de croissance FGF-2 dans un
myocarde 1ésé, associé ou non a ’injection de différents types d’héparine. Les résultats sont évalués
par le nombre de capillaires présents a la suite des différentes injections. Ainsi, c’est 1’association
FGF-2 et héparine qui donnent les meilleurs résultats.

2 — Cardiomyocytes et cellules souches feetaux et néonataux

On a pu isoler et mettre en culture des cardiomyocytes issus de feetus de souris, de rat, de
chien et d’homme. Ces cellules ont la capacité de proliférer in vitro et de réarranger leurs
sarcomeres. Elles finissent par pouvoir se contracter régulicrement et spontanément de manicre
synchrone. Des connections apparaissent entre les cellules (disques intercalaires), formant ainsi une
architecture tissulaire proche de celle du tissu cardiaque (Hagége et al (1998)).

Une fois cette donnée acquise, des essais d’implantation de cardiomyocytes feetaux de souris
ont été tentés. Ainsi Soonpaa et al (1994) rapportent avoir implanté des cardiomyocytes feetaux issus
de souris transgéniques (porteuses du géne rapporteur f-galactosidase modifi¢) dans des cceur sains.
Par identification de la [-galactosidase, on différencie les cardiomyocytes greffés des
cardiomyocytes hotes : les cellules greffées sont observables jusqu’a 2 mois post-implantation, date
du dernier sacrifice. Le développement de greffons intra myocardiques n’entraine pas d’effet négatif
sur le myocarde hote et n’est pas associé¢ a un rejet chronique. La microscopie électronique révele la
présence de disques intercalaires présents entre les cardiomyocytes foetaux greffés et les
cardiomyocytes hotes. On a donc une preuve de la faisabilité de ce type de greffe sur cceur sain.
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Par la suite, le méme type d’expérience a été mené par la méme équipe (Koh et al (1995) sur
des cceurs sains de chiens dystrophiques, pour voir si le concept était reproductible sur grands
animaux. De la méme fagon, on a pu mettre en évidence des greffes stables dans le coeur des chiens.

D’autre part, cette équipe (Klug et al (1996) a travaillé sur une manipulation simple qui
permettait d’obtenir une culture de cellules souches embryonnaires relativement pure a partir de la
lignée de souris transgéniques de Soonpaa et al (1994). Une fois ces cellules implantées dans des
cceurs de souris dystrophiques, on a pu suivre leur évolution comme lors de la premicre expérience,
et visualisée que les cellules souches se différencient bien en cardiomyocytes sous I’influence du
milieu et qu’on avait des greffes stables jusque 7 semaines post-implantation.

L’étape suivante a été la création de modele de 1ésion myocardique pour parvenir a connaitre
le devenir de ces cellules dans un environnement qui ressemble le plus possible a une 1ésion
d’infarctus du myocarde. Des Iésions ont ¢été¢ induites par le froid; des études de faisabilité et
d’efficacité ont été menées suite a des implantations de cardiomyocytes feetaux au sein de ces
Iésions. Leor et al (1996) ont mené une série d’expériences permettant de comparer différents
protocoles. Ainsi, ils ont effectué 3 séries en paralléle : dans des myocardes 1€sés par le froid, ils ont
injecté soit des fragments de tissu de ventricules feetaux humains en culture (rats transplantés
recevaient des injections de cyclosporine), soit des fragments de tissu de ventricules feetaux de rats
en culture, soit du sérum physiologique (contrdle). En conclusion, cette étude a montré que le tissu
cardiaque foetal peut étre implanté et survivre (au moins 2 mois, la durée de 1’étude) dans un
myocarde infarci.

Jia et al (1997) ont mené une étude comparative qui montre que 1’implantation de
cardiomyocytes feetaux de rats dans un myocarde 1ésé par le froid limite I’expansion de la cicatrice
fibreuse.

Enfin, la derniére orientation de recherche sur ce sujet était de savoir si aprés implantation de
cardiomyocytes feetaux dans une lésion mimant I’infarctus du myocarde, on avait une augmentation
de la fonction de ce cceur. Ainsi, Scorsin et al (1997) ont effectué les méme type de manipulation
que cités précédemment puis ont vérifié au bout d’un mois post-transplantation le fonctionnement
cardiaque par échocardiographie. Une augmentation de la fonction ventriculaire gauche a été
montrée par une fraction d’éjection et une éjection cardiaque significativement plus élevée.

Les derni¢res études prennent en compte des détails omis par les études précédentes et
réinsiste sur le fait que seul les cardiomyocytes feetaux sont greffés avec succes. Ainsi, Reinecke et
al (1999) font une comparaison entre 1I’implantation de cardiomyocytes feetaux, néonataux et adultes
dans des myocardes normaux, dans des myocardes récemment 1ésés par le froid ou dans des
myocardes en cours de cicatrisation (dans un tissu de granulation). En conclusion, les
cardiomyocytes feetaux et néonataux forment des greffes stables de fagon identique dans les trois
types de tissus myocardiques alors que les cardiomyocytes adultes ne s’implantent dans aucun cas.
Enfin, Roell et al (2002a) ont prouvé que I’implantation de cardiomyocytes feetaux augmentait la
fonction cardiaque et le taux de survie en cas de lésion myocardique.
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3 — Myoblastes

Suite aux données biologiques connues concernant les cellules satellites des muscles
squelettiques, les premicres phases d’expérimentation étaient axées sur I’éventualité¢ de transplanter
ces cellules. Parmi d’autres, Alameddine et al (1989) ont décidé de tester in vivo la myogénicité de
cellules satellites autologues qui se multipliaient parfaitement in vitro. Ainsi ils ont effectué¢ des auto-
transplantations de cellules satellites dans des muscles. Effectivement, ils ont pu constater que les
cellules satellites conservent leur caractére myogénique et que ces cellules étaient capables de former
des fibres musculaires totalement différenciées.

De la méme fagon que pour les cardiomyocytes feetaux, 1’étape suivante a permis de savoir si
le fait d’implanter des myoblastes dans un myocarde sain était faisable. Ainsi, Koh et al (1993) ont
implanté¢ des myoblastes C2C12 dans des myocardes de souris transgéniques afin d’évaluer si ces
myoblastes pouvaient former des greffes stables, si ces myoblastes conservaient la capacité de se
multiplier et de se différencier et si la présence de ces myoblastes avait un effet délétére sur la
fonction cardiaque. Leurs études ont permis de mettre en évidence que les myoblastes C2C12 se
différencient en myotubes quand ils sont greffés dans le cceur, qu’ils ont pu rentrer dans des cycles
cellulaires et donc se multiplier et qu’il n’y a pas eu d’effet particulier de la greffe sur la fonction
cardiaque. Cette premicre série d’expérience nous permet de dire que I’implantation de myoblastes
au sein d’un myocarde est possible et que la greffe parait s’intégrer complétement dans son
environnement.

Par la suite, Chiu et al (1995) ont amélioré la pertinence des modéles cellulaires et
expérimentaux. Dans un modeéle canin dont le myocarde a été cryolésé, les auteurs ont utilisé les
propres myoblastes de 1’animal, obtenus par culture cellulaire d’une biopsie du muscle tibial
antérieur. La formation de structures de type musculaire squelettique au sein du myocarde a été¢ mise
en ¢évidence par histologie, démontrant ainsi la faisabilit¢ de la transplantation autologue de
myoblastes adultes dans le myocarde.

Par ailleurs, aprés avoir greffé des myoblastes marqués, Dorfman et al (1998) ont confirmé
que ce sont bien les cellules satellites, formant de nouvelles fibres musculaires striées, qui sont a
I’origine de la régénération musculaire et qu’elles ont la capacité de survivre dans un environnement
myocardique.

Enfin, la fonctionnalité des greffes réalisées a été plus particuliérement étudiée par Taylor et
al (1998). Ils ont étudié les performances cardiaques dans un modéle lapin dont le myocarde avait été
infarci par le froid puis dans lequel des myoblastes avaient été implantés. Les différentes analyses
histologiques pour s’assurer que la greffe était bien intégrée ont été effectuées. Les données ont
permis de démontrer pour la premicre fois qu’on peut obtenir une augmentation des performances
myocardique en systole et en diastole en transplantant des myoblastes squelettiques autologues dans
un ceeur 1ésé.
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Suite a ces études de fonctionnalité¢, de nouvelles questions furent soulevées : ainsi, il n’a
jamais ét¢ montré clairement que 1’augmentation des performances d’un cceur dans lequel des
myoblastes avaient ét¢ implantés était uniquement due au tissu apparu consécutivement a la greffe de
myoblastes ou si de tels résultats pouvaient étre obtenus avec d’autres types cellulaires. De ce fait,
Hutcheson et al (2000) ont effectué une comparaison entre l’implantation de myoblastes et
I’implantation des fibroblastes dans un myocarde 1ésé. Les résultats montrent que, quel que soit le
type de cellules (contractiles ou non), on observe une augmentation des propriétés de la maticre et de
I’intégrité structurale de la région 1ésée, démontrée par [’augmentation des performances
diastoliques. Cependant, seuls les myoblastes ont la facult¢ d’augmenter les performances
systoliques dans la région endommagée. Donc, seuls les myoblastes sont réellement efficaces quant a
I’amélioration des performances hémodynamiques générales.

B — Techniques chirurgicales utilisées

Au-dela du choix du type de cellules a utiliser, c’est tout un protocole qui est a définir pour
permettre d’optimiser la réussite de toute transplantation cellulaire. Nous allons tenter de décrire le
plus précisément possible toutes les étapes de ces protocoles.

1 — Cultures cellulaires

On a vu que les 2 principales sources de cellules retenues pour la cardiomyoplastie étaient les
myoblastes et les cardiomyocytes feetaux. On va d’abord voir de maniére générale comment on
procéde pour faire une culture cellulaire de myoblastes puis on verra ensuite les particularités des
cardiomyocytes feetaux.

Le muscle stri¢ squelettique adulte est capable de se régénérer a partir de cellules
myogéniques qui sont en position satellites des fibres musculaires. Chez le feetus de rat, il y a 20 %
environ de cellules satellites par rapport au nombre total de cellules musculaires ; aprés la naissance,
il n’est plus que de 10 % et de 2 % chez I’adulte. Ces données, qui peuvent €tre généralisées a
I’ensemble des mammiféres, doivent étre prises en considération en fonction de 1’age, pour
déterminer la quantit¢ de muscle qui doit étre dissociée pour obtenir une densité suffisante de
cellules myogéniques.

Les cellules satellites ont au moins 2 roles connus : assurer la régénération musculaire en cas
de lésion du muscle et permettre I’augmentation du nombre de noyaux de la fibre au cours de
I’accroissement en longueur du muscle. Dans le muscle squelettique sain, les cellules satellites sont
plus ou moins quiescentes. En revanche, toute agression, quelle qu’elle soit (trauma, dissociation
enzymatique, exposition aux milieux de culture...) entraine une prolifération intense des myoblastes.

La premiere étape est donc le prélevement des muscles. Il s’effectue sur animaux anesthésiés.
Les muscles sont ensuite rincés a plusieurs reprises, débarrassés de leurs gaines conjonctives
(épimysium et périmysium) afin de permettre une action optimale des enzymes protéolytiques et mis
en suspension dans du PBS (solution saline). Puis, aprés ringage et centrifugation, les muscles sont
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mis en contact avec de la collagénase, qui permet de dissocier I’endomysium (collagéne strié¢) qui
unit les fibres musculaires entre elles. Puis les fibres sont, & nouveau, rincées et centrifugées a
plusieurs reprises. Elles sont ensuite mises en contact avec de la trypsine qui permet d’isoler les
cellules myogéniques. Des difficultés peuvent étre rencontrées tels qu’une suspension trop visqueuse
(trop de fibres musculaires au départ, nécessit¢ de diluer), une dissociation insuffisante par les
enzymes (attention au pH), une contamination par des hématies (lavage initial doit étre soigné). Puis
les cellules sont mises en culture a proprement parler. Des récipients (boites de Pétri, flacons,
plaques...) et supports de culture (plastique traité, traitement des récipients par la gélatine...) adaptés
doivent étre utilisés. Les cultures sont placées dans un incubateur a 37°C, contenant une atmosphere
d’air-CO; a 5 % saturée en vapeur d’eau. Les milieux sont renouvelés tous les 2 a 3 jours selon la
densité des cellules, fin d’éviter que les myoblastes ne fusionnent entre eux. Une fois que le nombre
de myoblastes souhaités est atteint (comptages réguliers), on peut envisager un transport pour la
transplantation mais il faut tenir compte de la mort cellulaire qui survient durant tout transport
cellulaire (Gautron).

En ce qui concerne les cardiomyocytes, qu’ils soient d’origine feetale ou adulte, le procédé est
trés similaire. Il n’y a que le prélévement qui va varier. En effet, le prélevement se fait sur des
fragments de coeurs de feetus ou d’adultes (Van Meter et al (1995)).

2 - Origine des lésions myocardigues

Comme nous ’avons vu dans le chapitre précédent, dés qu’il s’agit de tester la fonctionnalité
de la transplantation d’un type cellulaire dans un myocarde 1ésé d’animal d’expérimentation, il faut
généralement créer cette 1ésion. Pour cela, différentes techniques ont été mises en place.

La plus ancienne des méthodes consiste en une occlusion temporaire (60 minutes) d’une
artére coronaire, généralement I’artére coronaire gauche, durant un temps donné, de manicre a
entrainer une ischémie (Scorsin et al (1997). Cette ischémie est objectivée par la modification
typique du segment ST sur I’ECG et par des arythmies ventriculaires.

Une autre méthode consiste a créer une lésion par le froid ou cryolésion. Pour cela, on utilise
un disque en cuivre de 3 ou 5 cm de diamétre monté sur une sonde refroidi par de I’azote liquide
circulant a I’intérieur. L’azote liquide est envoyé par un procédé donné (marques déposées) jusqu’a
la sonde et refroidit le disque de cuivre jusqu’a des températures de — 160°C. Le disque est appliqué
fermement sur la paroi antérieure du ventricule gauche dans une zone relativement dépourvue de
vaisseau sanguin, c’est a dire entre I’artére descendante antérieure gauche et la premiére branche
diagonale de I’artére descendante antérieure gauche. Le temps d’application varie de 20 a 25
minutes. Durant ce temps, la pression artérielle est mesurée et la pression appliquée par la sonde
thermique sur le ventricule gauche varie régulierement en réponse aux modifications de la pression
systémique. A la suite de 1’application de la sonde, on peut généralement reconnaitre 1’endroit ou le
muscle a été infarci, il apparait comme une zone cyanosée sombre a la surface du ventricule gauche
(Chiu et al (1995). On peut adjoindre a la technique une injection préventive d’héparine (100 UI/kg)
pour éviter la formation de thrombus et commencer une perfusion de lidocaine (35 pg/kg/min) qui
sera continuée 12h aprés l’intervention pour éviter les arythmies (Marelli et al (1992)). Cette
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méthode a été pendant longtemps étudiée de fagon a déterminer les meilleures caractéristiques et ces
caractéristiques restent encore trés controversées (Christlieb (1996)).

Une des dernieres techniques de création de 1ésion myocardique a été décrite par Rajnoch et
al (2001). Elle consiste en une injection simple de toxine de serpent dans le myocarde pour entrainer
la 1ésion. En fait, la toxine du cobra Naja mossambica mossambica est connue pour causer une
nécrose musculaire. L’étude histologique montre que les cardiomyocytes sont remplacés par des
fibroblastes et des adipocytes, ce qui ressemble beaucoup a ce qu’on rencontre en cas de dysplasie.

Enfin, il existe des techniques peu invasives pour créer des lésions plus ou moins étendues
dans le myocarde qui consiste a injecter des substances corrosives dans les artéres coronaires telles
que I’adriamycine ou la doxorubicine (Suzuki et al (2002)). Le probléme est qu’une injection ne
suffisant pas, on doit effectuer plusieurs injections a la suite et contOler par divers moyens
I’importance des lésions induites.

Si on effectue une comparaison de différentes techniques, 1’avant-derniére présente
I’avantage de ne nécessiter qu’une simple injection. La derniére est la moins invasive car elle ne
nécessite qu’un cathétérisme des artéres coronaires. De plus, elle permet de mimer pour la premiére
fois, des Iésions étendues du myocarde. On reproche a la méthode par le froid de prendre
énormément de temps et d’entrainer des risques accrus de fibrillation ventriculaire. De plus, des
résultats controversés ont été obtenus avec cette méthode qui créerait des 1ésions transpariétales.
Certains trouvent que la cicatrice est quasi-transpariétale (Marelli et al (1992)) et d’autres que les
lésions de refroidissement-réchauffement entraine une nécrose dans le péricarde avec un myocarde
viable et ne sont donc pas transpariétales (Murry et al (1996)). D’autres encore rapportent avoir
obtenu une cicatrice transpariétale totale (Taylor et al (1998)). Enfin, les problémes de I’occlusion de
I’artére coronaire, et les raisons pour lesquelles ¢’est une méthode qui n’est plus trés utilisée, sont
que la taille de la cicatrice est variable, le taux de mortalité est haut et que la nécrose des cellules
musculaires est incompléte (Li et al (1997)). Toutes ces techniques présentées sont bien utiles pour
I’expérimentation mais on se rend compte qu’elles entrainent des biais importants et que de ce fait,
un modele physiologique de pathologie cardiaque reste le modele de choix pour éviter les artéfacts
expérimentaux.

3 — Techniques permettant I’implantation des cellules greffées dans myocarde

Durant 1’évolution des recherches en cardiomyoplastie cellulaire, une fois que les questions
de faisabilité et de fonctionnalité ont été traitées, sont apparus des problémes plus techniques tels que
I’incidence du mode d’injection des cellules greffées sur les résultats obtenus.

Pendant trés longtemps, I’injection était faite de visu, d’abord dans le myocarde sain,
I’endroit étant souvent marqué par une suture, puis au sein de la cicatrice fibreuse induite, car celle-
ci est toujours visible. L’avantage de cette technique était que 1’injection entraine un faible trauma,
que des injections multiples étaient possibles et qu’on pouvait maitriser le nombre de cellules
implantées, le site d’implantation... Les recherches avangant, on s’est rendu compte qu’il existait
une mortalit¢ non négligeable des animaux utilisés pour I’expérimentation a la suite des
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thoracotomies, que ce soit pour la Iésion induite du myocarde ou pour I’injection des cellules
greffées.

Afin d’éviter ces fortes mortalités, différents groupes ont tent¢ d’améliorer ces techniques.
Ainsi, par exemple, Roell et al (2002b) ont travaillé récemment sur la réalisation d’un systéme
permettant des injections dans la paroi d’un cceur qui bat, sans qu’il y ait de 1ésions induites par ces
injections (une des causes de mortalit¢). Ce systtme a une forme -elliptique qui permet
I’immobilisation partielle du cceur et qui contient une rigole évidée ayant une direction tangentielle,
faite pour recevoir 1’aiguille servant a injecter et qui assure une orientation et une profondeur de
pénétration appropriées. Ce systéme a été testé et a permis une réduction de mortalité de 50 %.

De plus, Taylor et al (2002) ont développé une technique qui permettrait de se passer de la
thoracotomie, le temps le plus délicat des interventions. Cette technique consiste a cathétériser
sélectivement D’artére coronaire pour effectuer une injection de myoblastes directement dans le
ventricule gauche. Ils ont comparé cette technique avec I’injection directe intra-pariétale. Aprés
I’injection directe, les myoblastes sont largement distribués dans la paroi myoardique, avec un
nombre plus important de ces myoblastes concentrés autour des sites d’injection. Cependant, les
myoblastes ont été retrouvés jusque 5 a 7 mm des sites d’injection démontrant le pouvoir de
migration des myoblastes au sein du myocarde. D’autre part, une infiltration de lymphocytes a pu
étre observé a la suite de I’injection directe, slirement due a 1’aiguille introduite. Enfin, I’injection
directe de trop gros volume (nombre important de cellules) entraine un blanchiment de la paroi
ventriculaire, une bradycardie et parfois méme, la mort. En ce qui concerne la cathétérisation de
I’artére coronaire, des myoblastes ont été détectés dans les 3 couches de la paroi libre du cceur et
dans le muscle papillaire. Il n’y avait pas de réaction inflammatoire associée a cette technique
(dilution, absence d’aiguille ?). Chronologiquement, les myoblastes ont d’abord été retrouvé le long
des vaisseaux sanguins, puis ils sont apparus de fagon diffuse et ponctuée, comme s’ils avaient
traversé la paroi des vaisseaux et étaient venus migrer au sein du myocarde. En résumant les
différentes données, le nombre total de myoblastes décelés au bout de 17 jours est plus élevé apres
I’injection directe qu’aprés I’envoi des myoblastes dans le ventricule gauche. Cependant, ces
données indiquent aussi que les myoblastes paraissent plus dispersés dans le myocarde apres leur
envoi dans le flux sanguin. D’autre part, du fait qu’il n’est pas apparu de signe d’inflammation ou
trace de lésion a la suite de ’envoi des myoblastes dans le courant sanguin, il est possible
d’augmenter le nombre de myoblastes libérés. En bref, cette technique de cathétérisation de 1’artére
coronaire est une voie a explorer pour limiter le c6t¢ invasif des thoracotomies.

C — Discussion des résultats

Nous allons tenter de faire ici la synthése des différentes techniques qui ont été rapportées
plus haut et afin de mettre en évidence les avantages et les inconvénients de chacune.

1 — Détails concernant la techniqgue de cardiomyoplastie cellulaire

Quand on est confronté avec un probleme de lésion myocardique, le remplacement des
myocytes semble étre le seul traitement causal adapté, car la régénération de tout le tissu cardiaque
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perdu par nécrose peut éviter les conséquences facheuses du remodelage du coeur. Mais avant de
s’intéresser au type de cellule réimplanté, il ne faut pas oublier quelques principes de bases pour
cette transplantation. D’abord, pour obtenir une augmentation des performances cardiaques,
I’injection de cellules doit se faire précocement apres la 1ésion, si on veut que 1’organisme survive a
I’agression aigué qui modifie la fonction cardiaque. Dans le cas ou il y aurait des Iésions chroniques
du muscle cardiaque, la prolifération doit se faire de fagon lente mais continue durant I’évolution de
la 1ésion.

D’autre part, quelle que soit la source de cellules implantées et la fagon dont elles sont
implantées, une revascularisation doit étre concomitante a la procédure, de maniére a permettre la
viabilité de la région et prévenir la formation de la cicatrice fibreuse.

Enfin, le tissu myocardique nouvellement formé doit s’intégrer dans le tissu déja en place s’il
veut assurer la fonction du tissu qu’il remplace. Tout ceci doit se mettre en place alors que le cceur
continue de battre. De plus, de simples petites portions de tissus mal intégrés a leur environnement
peuvent séverement altérer la conduction électrique et les contractions du cceur, avec des
conséquences dans le traitement a long terme (Yoon et al (1995)).

2 — Avenir de la cardiomyoplastie cellulaire

a - La voie des cardiomyocytes

L’expansion massive des cardiomyocytes adultes autologues représenterait la situation
optimale. Cependant, en 1’état actuel de nos connaissances, la stimulation de la capacité proliférative
de ces cellules n’est pas encore réalisable. Une solution intermédiaire consisterait a forcer la
différenciation cardiogénique de cellules autologues relativement indifférenciées telles que les
fibroblastes, mais cette fois encore les mécanismes promoteurs de cette différenciation ne sont pas
encore tous connus ou controlés.

b - La voie des cellules satellites

Les résultats encourageants obtenus a I’aide de modeles animaux de petite et moyenne taille
devraient maintenant laissés la place a des études de faisabilité sur le gros animal dans des modeles
hétes physiologique. Ces études devraient permettre le développement de techniques de production
de cellules a grande échelle. L’évolution histologique et fonctionnelle des greffons pourrait alors étre
suivie a court et long terme, dans la perspective d’envisager des protocoles d’essais cliniques
restreints a4 des indications bien précises. De tels transferts de technologies sont a I’étude
actuellement.
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¢ - La voie des cellules souches

Le stroma médullaire contient des cellules souches indifférenciées a trés fort potentiel
prolifératif. Parmi ces cellules pourraient se trouver des précurseurs des cardiomyocytes ou des
cellules satellites, dont la différenciation serait dépendante des conditions de croissance et
d’interactions avec le milieu environnant. Placées dans des conditions de culture adéquate, encore a
définir, ces cellules stromales pourraient ainsi constituer des stocks de cellules transplantables.

Les cellules souches embryonnaires, récemment obtenues chez ’homme et chez la souris,
proviennent d’un embryon aux premiers stades de sa formation. Chaque cellule est donc capable de
donner naissance a I’ensemble des tissus de ['organisme en fonction des conditions de
développement extérieures. La manipulation des conditions de culture permet 1’obtention de
cardiomyocytes. Ainsi, Klug et al (1996) ont obtenu des cardiomyocytes de souris par sélection en
cultures de cellules souches embryonnaires. Injectés dans le myocarde de souris, ces cardiomyocytes
se sont intégrés avec succes. En combinant les avancées du clonage humain puis des manipulations
de cellules embryonnaires, des cardiomyocytes autologues humains pourraient étre préparés dans la
perspective d’une transplantation. Ce genre d’approche ne pourra cependant étre envisagé dans un
avenir immédiat compte tenu des questions éthiques considérables soulevées d’une part par le
clonage humain et d’autre part par la manipulation des embryons humains. Enfin, les conditions
techniques de production des cellules pourraient étre incompatibles avec 1’urgence clinique des
1ésions ischémiques a traiter.

3 — Autres technigues utilisées récemment

Actuellement, tous les avantages que I’on peut attendre des différentes techniques de
cardiomyoplastie cellulaire ont ét¢é mis en évidence. Pour la suite des recherches, des problémes
¢thiques vont se poser et tant que ses problémes ne seront pas résolus, beaucoup de pistes ne
pourront pas étre prolongées. Malgré cela, de nouvelles orientations apparaissent.

Ainsi, Suzuki et al (2002) ont implanté des fibres musculaires simples de rat en 4 sites (4 x 1
fibre) dans un myocarde infarci artificiellement pour étudier le devenir de ces fibres. In vitro, les
myoblastes se dissocient de leur fibre isolée, proliférent et se différencient en myotubes multi
nucléés. In vivo, 3 semaines apres la greffe, les fibres initiales ont disparu et sont a 1’origine de
I’apparition de myoblastes. A 4 semaines, on observe des plages de trés petite taille ou des myotubes
multi nucléés sont visibles. De plus, la transplantation d’une fibre musculaire permet 1’augmentation
significative de la fonction cardiaque. Cette nouvelle approche évite toute la perte de temps quant a
la culture cellulaire, ce qui peut permettre sa mise en ceuvre trés tot aprés une phase ischémique, par
exemple.

Jusqu’a aujourd’hui, les expérimentations sur la cardiomyoplastie cellulaire précédemment
décrites n’étaient faites que dans le cadre de modeles expérimentaux dont les 1ésions avaient été
induites. Pour la premiére fois, Yoo et al (2000) ont pu dressé des conclusions identiques sur un
modele de hamsters (BIO 53.58) qui ont la particularité de souffrir d’une cardiomyopathie dilatée.
Ainsi, dans le premier groupe, ils tentent d’implanter des cellules musculaires lisses autologues
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(originaires du canal déférent) dans le myocarde. Ils observent une prévention de la dilatation
cardiaque et une augmentation de la fonction ventriculaire. Ensuite, ils voulaient voir I’effet exact de
I’implantation des cardiomyocytes adultes dans le coeur de ces hamsters. Ainsi, ils ont effectué une
comparaison entre I’implantation de ces cardiomyocytes et une injection de sérum physiologique. Ils
ont pu observer, suite a I’implantation des cardiomyocytes, la formation d’un nouveau tissu
myocardique fonctionnel au sein du myocarde cardiomyopathique et une augmentation de la
fonction contractile de ce myocarde. On peut donc conclure que, pour la premiere fois, des
expérimentations ont été réalisées sur des modéles hotes physiologiques et que toutes les conclusions
faites précédemment s’y appliquent de la méme manicre.

CONCLUSION TRANSITION

La recherche sur la cardiomyoplastie cellulaire est arrivée a un tournant. En effet, les
problémes éthiques qui se posent empéchent la poursuite des recherches sur les cardiomyocytes
feetaux et les cellules souches sur embryon. D’autre part, en 1998, quand cette étude a débuté, aucun
essai de greffe cellulaire cardiaque n’avait ét¢ mené sur des hommes ou méme des animaux atteints
spontanément d’anomalie cardiaque. Nous nous sommes donc interrogé sur 1’utilisation de cette
technique sur des chiens atteints physiologiquement de cardiomyopathie dilatée. En effet, estimant
que cette technique était trés prometteuse, nous avons mené cette étude avec un double but : d’abord,
dans I’objectif de pouvoir améliorer le pronostic de chiens dont I’espérance de vie était tres faible, et
ensuite, de permettre de faire avancer la recherche humaine en utilisant un modéle animal mimant
parfaitement la maladie humaine.
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BUT DE L’ETUDE

Le but de I’étude que nous présentons a été de réaliser pour la premicre fois des
cardiomyoplasties cellulaires chez le chien atteint de cardiomyopathie idiopathique.

Cette étude a comporté les étapes suivantes :

1 — Mise au point d’une technique fiable et reproductible de culture primaire de myoblastes
de chien.
2 — Mise au point d’une technique de conservation, de préparation et de transport des cellules
=> Ces deux premiers points seront présentés dans la premiére partie du travail
personnel de la thése.

3 — Evaluation des effets cliniques et hémodynamiques de I’implantation intramyocardique.
4 — Etude du devenir histologique des zones greffées : incorporation des cellules a la structure
myocardique, différenciation et éventuel degré de prolifération.
=> Ces deux points feront I’objet de la seconde partie du travail personnel de la these.
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PROTOCOLE

Les animaux inclus dans ce protocole ont été¢ amenés en consultation de cardiologie a I’Ecole
Vétérinaire d’Alfort (ENVA). Apreés la confirmation du diagnostic de cardiomyopathie dilatée
idiopathique, ces animaux ont ¢été stabilisés médicalement pendant le nombre de semaines
nécessaires avant d’étre inclus dans le protocole.

Le principe de la cardiomyoplastie cellulaire pratiquée reposait sur deux interventions pour
chaque animal : la premicére intervention a consisté en un prélevement du muscle sartorius sur le
membre postérieur gauche. Aprés environ deux semaines de cultures cellulaires et I’isolement des
myoblastes en quantité suffisante (au moins 5.10” cellules), une deuxiéme intervention a permis
I’implantation intramyocardique par thoracotomie intercostale gauche.

L’évaluation pré- et postopératoire de la fonction cardiaque a compris un
électrocardiogramme, un cliché radiographique du thorax, une exploration biologique (numération et
formule sanguine, bilan biochimique), une mesure de la pression artérielle, une série
d’échocardiographies et une scintigraphie myocardique au thallium.

Une autopsie a été pratiquée sur les animaux décédés au cours du protocole. Les cceurs ont
été prélevés et préparés pour une analyse anatomo-pathologique (voir Figure 3 et Figure 21)

Figure 3 : Résumeé du protocole de cardiomyoplastie cellulaire

| Intervention 1 : B .Inlcn'cnlion 20l

Prélévement | Greffe '
musculaire ‘l intramyocardique ‘
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(2 semaines)
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DEUXIEME PARTIE :
TRAVAIL PERSONNEL
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MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE DE CULTURE
DE MYOBLASTES DE CHIEN

| - MATERIELS ET METHODES

A - Prélevement musculaire

Des biopsies ont été préalablement pratiquées sur des chiens sains (n=4) au cours de diverses
interventions chirurgicales sans rapport avec ce protocole. Les fragments prélevés ont donc varié en
taille et en origine musculaire (muscle droit de I’abdomen, erector spinae, fléchisseur superficiel des
doigts, biceps fémoral). Ces biopsies ont permis la mise au point de la technique de culture de
myoblastes avant de prélever les chiens atteints de cardiomyopathie dilatée (CMD). La technique
anesthésique utilisée est la méme que celle employée pour la deuxiéme intervention (implantation
intramyocardique) et est détaillée dans la deuxieme partie : “TRANSPLANTATION CELLULAIRE
INTRAMYOCARDIQUE CHEZ DES CHIENS ATTEINTS DE CARDIOMYOPATHIE
DILATEE, paragraphe I-B: Anesthésie”.

Les chiens atteints de CMD (n=4) ont été placés en décubitus dorsal avec les membres
postérieurs en extension. Le chef cranial du muscle sartorius (anciennement couturier) a été¢ exposé
par une incision cutanée en regard de ce muscle, sur la face craniale de la cuisse gauche (voir Photo
1). Apres I’incision du fascia recouvrant cette région, un soin particulier a été appliqué pour ne pas
endommager le muscle prélevé. Le prélévement a été nettoyé du tissu adipeux et fibreux I’entourant
avant d’étre stérilement transféré dans un milieu de transport : DULBECCO’S Modified Eagle
Medium (DMEM, GIBCO ™), refroidi 4 4°C. Les différents plans ont été fermés successivement de
ma