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Résumé : 

Analyse du site d'implantation de produit de thérapie cellulaire dans un modèle 

d'ischémie critique des membres inférieurs 

L’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) est une affection vasculaire 

obstructive athéroscléreuse. Elle touche 20% des plus de 70 ans. L’ischémie critique 

des membres inférieurs (ICMI) est le stade ultime et nécessite une revascularisation. 

La thérapie cellulaire (TC) tente de promouvoir l’angiogenèse chez les patients en 

impasse thérapeutique. Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) sont des 

cellules candidates prometteuses à la TC, car elles associent des propriétés pro-

angiogéniques et immunomodulatrices. L’objectif de cette thèse a été : 1) d’évaluer 

dans un modèle murin d’ischémie de la patte, l’efficacité de deux types de MSCs 

injectées dans le membre ischémié : les MSCs indifférenciées et les MSCs 

« endothelial like » (MELs) en les comparant aux cellules médullaires de patients 

atteints d’ICMI; 2) d’analyser le membre ischémié par spectroscopie Raman. 

Les MELs et les MSCs ont induit une restauration complète du flux et une amélioration 

fonctionnelle du membre. Aucune nécrose n’a été signalée après administration des 

MELs. Histologiquement, les MELs ont induit les taux les plus élevés de 

néoangiogenèse et de régénération musculaire. La spectroscopie Raman différencie 

un tissu ischémié d'un tissu sain et indique une augmentation du ratio lipide/protide 

au cours de l’ischémie. 

Notre étude conclut que les MELs rétablissent le flux sanguin et permettent la 

réparation musculaire. La spectroscopie Raman est une technique non invasive et 

sensible pouvant être utilisée pour évaluer l'ischémie chez les patients atteints d’ICMI. 

 

Mots clefs : ischémie, cellules souches mésenchymateuses, ischémie des membres 

inférieurs, thérapie cellulaire 
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Abstract: 

Analysis of the implantation site of cell therapy products in hindlimb ischemia model 

Peripheral artery disease (PAD) is an atherosclerotic obstructive disease affecting 

lower limbs arteries. It affects nearly 20% of over 70s. Critical limb ischemia (CLI) is 

the ultimate stage and requires revascularization. Cell therapy (CT) has been 

proposed for patients with CLI. Mesenchymal stem cells (MSCs) may be a better 

option as they combine angiogenic and immunomodulatory properties. MSCs can be 

obtained from bone marrow derived cells (BMCs) of CLI-patients. The aim of this 

study was first to evaluate, in a murine hindlimb ischemia model, the efficacy of two 

types of MSCs: undifferentiated MSCs and “endothelial-like” MSCs (MELs) in 

comparison with currently used BMCs. Secondly, the objective was to perform a non-

invasive analysis of ischemic limb using Raman Spectroscopy.  

MELs and MSCs induced complete perfusion restoration whereas BMCs did not. The 

complete flow recovery was significantly earlier with MELs in comparison with MSCs. 

Both MSCs and MELs improved functionality more efficiently than BMCs. 

Interestingly, complete limb salvage was observed in the MELs treated group 

exclusively. In muscles, MELs induced the highest rate of neoangiogenesis and the 

best muscle repair as shown by the presence of regenerated myofibers. Spectral 

acquisitions revealed that Raman spectroscopy can discriminate ischemic limb from 

healthy limb and can grade ischemia over time.  

Our study brings evidence that MELs obtained from CLI-patients can restore blood 

flow and provide muscle repair. Moreover, Raman spectroscopy could be used 

clinically to assess ischemia in CLI-patients. 

 

Keywords: ischemia, mesenchymal stem cells, peripheral arterial disease, cell 

therapy 
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I. L’ARTERIOPATHIE OBLITERANTE DES MEMBRES INFERIEURS 
 

A. Introduction générale 
 

L’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) est une maladie artérielle 

périphérique définie comme une maladie obstructive des vaisseaux artériels non 

cardiaques [1, 2]. Elle consiste en une obstruction d’origine athéromateuse des artères 

situées entre l’aorte abdominale et les artères digitales irriguant les membres 

inférieurs. L’AOMI résulte d’un processus chronique dont l'évolution (plus ou moins 

rapide) est la sténose puis l'oblitération complète du tronc artériel conduisant à une 

réduction du flux sanguin dans les membres inférieurs [3]. L’étiologie habituelle de 

l’AOMI est l'athérosclérose. 

  

B. Epidémiologie 
 

Sur la base des estimations actuelles, l’AOMI touche environ 200 millions de 

personnes à travers le monde [4]. Ce nombre fait de cette pathologie l'une des 

principales manifestations de l’athérosclérose. La prévalence de l’AOMI est estimée 

de 3 à 10% dans la population générale [5, 6] et augmente à 15-20%  dans la 

population gériatrique âgée de plus de 70 ans [7, 8]. Le stade 1 de l’AOMI est 

asymptomatique et par conséquent, les études sur l'incidence sont assez difficiles à 

mettre en œuvre.  

Dans l'étude Framingham, l'incidence annuelle augmente avec l'âge, de 0,4 pour mille 

hommes âgés de 35–45 ans à 6 pour mille hommes âgés de plus de 65 ans. La 

mortalité cardiovasculaire dans les 5 ans après le diagnostic de la maladie est de 11 

à 23% [9]. Le risque d'amputation majeure est inférieur à 2% chez les patients ayant 

une AOMI stable. En revanche, la maladie peut évoluer et atteindre le stade d’ischémie 

critique des membres inférieurs (ICMI). A ce stade le risque d'amputation majeure au 

cours des douze prochains mois est porté à près de 42% [10]. Nous estimons que 250 

mille amputations sont effectuées par année aux Etats-Unis et en Europe suite à l’ICMI 

[3]. 
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La raison la plus probable de l'augmentation de la mortalité cardiovasculaire des 

patients atteints d’AOMI est le fait qu'ils souffrent également d'athérosclérose sévère 

dans d'autres territoires vasculaires (par exemple coronaires) [11]. Par conséquent, 

les patients atteints d’AOMI présentent un risque cardiovasculaire élevé des 

événements tels que l'infarctus du myocarde (IDM) ou un accident vasculaire cérébral 

(AVC) [10]. 

Les données épidémiologiques de la littérature concernent essentiellement les pays 

développés et dans une moindre mesure les pays en voie de développement. Il faut 

en effet garder à l’esprit que la maladie peut longtemps demeurer asymptomatique ce 

qui rend plus difficile la récolte des données [4].  

Dans une base de données administrative américaine de plus de 9 millions de patients, 

la prévalence de l’AOMI symptomatique était de 10,7% et celle de l'ICMI était de 1,3% 

[12].  

En raison d'une proportion croissante des patients plus âgés, la prévalence de l’AOMI 

est en hausse: entre 2000 et 2010, le nombre de cas d’AOMI a augmenté de 13% 

dans les pays à revenu élevé et de 29% pays à revenu faible et intermédiaire [4]. 

 

C. Facteurs de risque 
 

Les facteurs de risque athéromateux responsables du développement de l’AOMI sont 

communs aux autres maladies cardiovasculaires. Ces facteurs de risque ont été 

largement décrits dans la littérature à partir d’enquêtes épidémiologiques comme 

l’étude de Framingham ou « Framingham Heart Study » et l’étude MRFIT « Multiple 

Risk Factor Intervention Trial » [13, 14]  

 

✓ Age, sexe masculin :  

L’incidence et la prévalence de l’AOMI augmentent avec l’âge. L’étude de Framingham 

a montré que les odds ratio de l’AOMI étaient de 2,6 pour chaque tranche de 10 ans 

[15]. La prévalence de la maladie est deux fois plus importante chez les hommes ; ce 

qui peut s’expliquer par l’effet protecteur des œstrogènes retrouvé chez les femmes 

en pré ménopause [16]. 
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✓ Tabac :  

L’ensemble des données de la littérature concorde pour trouver que le tabagisme est 

le facteur le plus puissant pourvoyeur d'AOMI. Les études réalisées diffèrent dans 

leurs manières d'estimer le tabagisme, souvent qualifié par catégories (jamais, passé, 

actuel) ou bien de manière quantitative, par exemple en paquets-année. Globalement, 

le tabagisme multiplie par 2 à 3 le risque d'AOMI [17]. La relation tabac/AOMI est 

reconnue depuis plusieurs années et de nombreuses études ont démontré que la 

claudication intermittente touchant les patients atteints d’AOMI était 3 fois plus élevée 

chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs. Dans l'étude française multicentrique 

COPART (Cohorte de patients atteints d’AOMI hospitalisés), trois quarts des patients 

hospitalisés pour AOMI étaient ou avaient été fumeurs [18]. 

C’est le facteur capital d’athérome au niveau des membres inférieurs [3]. De plus les 

complications à l’issue d’un bypass chirurgical sont 3 fois plus élevées chez les 

patients présentant un tabagisme actif [19]. Ces complications liées au tabac peuvent 

être expliquées par l’existence d’une dysfonction endothéliale ainsi que par le 

développement d’un état inflammatoire et pro- thrombotique pouvant survenir suite au 

stress oxydatif [20]. 

 

✓ Diabète :  

A l’image du tabagisme, le diabète est également un facteur de risque majeur dans le 

développement de l’AOMI et affecte essentiellement les artères infra poplitées. 

L’importance clinique du diabète dans l’AOMI est cruciale. En effet, le diabète 

augmente d’un facteur 4 la survenue d’une AOMI et accélère significativement le 

développement de la maladie. De plus, les patients diabétiques développent 

davantage de complications suite à une revascularisation chirurgicale [21]. Comme 

mentionné précédemment, l’ICMI est le stade ultime de la maladie. En l’absence de 

prise en charge adaptée, l’ICMI peut conduire à la perte du membre ischémié. La 

population ICMI diabétique présente 16 fois plus de risques d’amputation majeure [22]. 

L’augmentation d’un pourcent du taux d’hémoglobine glycquée (HbA1c) entraîne 

l’augmentation d’un risque de 26% de développer une AOMI [23]. Il existe une 

association entre la sévérité du diabète (hyperglycémie non contrôlée) et l’AOMI et ce 

indépendamment des autres facteurs de risque. De plus, l’AOMI se présente sous 
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forme plus agressive avec une évolution plus rapide dans la population diabétique qui 

connaît des taux d’amputations majeures plus importants [24]. 

 

✓ Hypertension :  

Bien que l’hypertension soit un facteur de risque moins fatal que le tabac ou le diabète, 

elle est tout de même associée à un risque plus élevé de développer une AOMI. En 

effet, chaque hausse de 10 mmHg de la pression artérielle systolique (PAS) entraîne 

une élévation du risque de 25% [24]. L’étude de Framingham a identifié qu’une 

pression systolique supérieure à 160 mmHg et diastolique supérieure à 95 mmHg 

augmentent de 4 fois le risque de développer une claudication intermittente [25]. 

 

✓ Autres facteurs :  

L’hypercholestérolémie-LDL (Low density lipoprotein) est modérément impliquée dans 

le développement de l’AOMI bien que certaines données de la littérature soient 

divergentes à ce sujet. Concernant le risque lié à l'hypertriglycéridémie, les résultats 

sont également contradictoires, mais plusieurs études sont en faveur d'un lien 

significatif entre ce facteur de risque et l'AOMI [26]. 

L'obésité est un facteur de risque faisant débat dans l’AOMI. Les études ayant 

investigué la liaison obésité - AOMI ont mis en évidence des résultats souvent opposés 

[17]. Cela peut en partie être expliqué par la coexistence d'autres maladies chroniques 

chez les sujets âgés, générant ainsi des facteurs confondants qui ne peuvent pas 

toujours être parfaitement contrôlés dans les modèles statistiques multivariés. Le 

manque d'exercice, directement lié à l’ischémie d’effort, peut être pourvoyeur d'obésité 

[27]. 
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D. Classification 
 

La sévérité de l’AOMI est déterminée selon la classification de Leriche Fontaine ou 

plus récemment selon celle de Rutherford (Tableau I) [28]. 

 

Tableau I : Classification de l’AOMI selon des critères cliniques et selon les 
classifications de Leriche-Fontaine et Rutherford. [29] 

 

1. Phase asymptomatique 

 

Jusqu’à 75% des patients sont initialement asymptomatiques et sont fortuitement 

diagnostiqués suite à la découverte d’un index de pression systolique (IPS) inférieur à 

0,9. Cependant, même si elle est asymptomatique, l’AOMI est significativement 

corrélée à une augmentation des risques cardiovasculaires.  

2. Ischémie d’effort ou claudication intermittente 
 

A l’image de l’angine de poitrine provoquée par un débit coronaire insuffisant, un 

apport insuffisant de sang aux membres inférieurs provoque des douleurs et une 

altération fonctionnelle du membre plus connue sous le nom de claudication 

intermittente. Elle a longtemps été considérée comme le marqueur principal de l’AOMI. 

De nombreux questionnaires aux patients ont été développés afin de la distinguer 

d’autres douleurs (Rose Questionnaire ou “World Health Organization Questionnaire” 
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puis le questionnaire d’Edinburgh) [30, 31]. La claudication intermittente est 

caractérisée par une douleur de type crampe musculaire survenant à la marche et se 

développant au fil des années avec une réduction progressive de la distance de 

marche sans douleur (ou périmètre de marche ; Stade II A : périmètre de marche 

supérieur à 200 mètres; Stade II B : périmètre inférieur à 200 mètres).  

La localisation de la douleur dépend des sites artériels touchés. Les artères infra 

inguinales sont plus communément concernées et par conséquent les douleurs se 

situent surtout dans le mollet (en distal par rapport au site sténosé) (Figure 1). La 

douleur est fortement ressentie en montée et elle est soulagée par le repos. Les 

obstructions plus proximales impliquant les artères fémorales communes et iliaques 

peuvent respectivement causer des douleurs dans la cuisse ou la fesse. Les douleurs 

bilatérales sont évocatrices d’une atteinte aortique. 

 

 

Figure 1 : Localisation de la douleur musculaire associée au site obstrué [32] 

 

L’obstruction ou la sténose aortique provoquent une douleur bilatérale et généralisée sur 

l’ensemble des groupes musculaires des membres inférieurs (violet). L’affection de l’artère 

iliaque commune génère des douleurs proximales dans la fesse du côté touché (orange). Une 

obstruction de l’artère fémorale commune induit des douleurs dans la cuisse du côté obstrué 

(bleu foncé). Les douleurs localisées au mollet sont dues à des obstructions touchant l’artère 

superficielle fémorale (bleu clair). 
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3. Ischémie de repos : stade ultime 

 

✓ Douleurs décubitus :  

 

Au fur et à mesure de son évolution, notamment en l’absence de prise en charge 

adaptée, les douleurs finissent par apparaître au repos et notamment en position 

couchée particulièrement la nuit au lit. Les patients souffrant de douleurs en décubitus 

sont forcés de laisser leurs jambes pendre hors du lit afin d’atténuer la douleur. Cette 

technique, permettant d’améliorer la perfusion du membre, est efficace seulement 

quelques jours. Les douleurs de décubitus signent le développement d'un stade 

ischémique sévère, qui nécessite une prise en charge urgente. 

 

✓ Ischémie critique des membres inférieurs (ICMI) :  

 

L’ICMI est le stade ultime de l’AOMI et se manifeste par l'apparition de troubles 

trophiques associés à un processus de dégénérescence aboutissant à la destruction 

des tissus. Les troubles trophiques peuvent se manifester sous la forme d'ulcères 

artériels au niveau du tiers inférieur de la jambe, du pied ou des orteils, ou sous la 

forme de gangrène (mort des tissus suite à l'arrêt de l'irrigation sanguine). Les ulcères 

artériels sont des lésions cutanées qui sont classiquement petits, creusant et 

douloureux. Ils surviennent spontanément ou suite à un traumatisme mineur. Ils 

peuvent constituer une porte d’entrée à des infections locales, voire systémiques. Ces 

pertes de substances exposent le membre atteint à une menace importante 

d'amputation. Sans revascularisation chirurgicale ou endovasculaire, l’ICMI conduit 

inévitablement à l’amputation. Il existe des situations d’urgence vitale chez des 

patients AOMI où l’infection du membre peut conduire à choisir l’amputation (Figure 2 

et Figure 3).  

✓ Le “Transatlantic Inter-Society Consensus for the Management of Peripheral 

Arterial Disease” (TASC II) suggère de définir le stade ICMI atteint si un patient 

artériopathe présente une douleur persistant au-delà de deux semaines ou des 

ulcères associés ou non à une gangrène [3].  

✓ Le diagnostic de l’ICMI est aussi établi pour un IPS inférieur à 0,5. Il faut garder 

à l’esprit que les calcifications vasculaires fréquemment retrouvées chez les 
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diabétiques et les patients en insuffisance rénale chronique (IRC), peuvent 

interférer dans la mesure.  

 

En conclusion, le terme ICMI représente surtout l’urgence de revasculariser un 

membre afin d’éviter l’amputation. Les patients atteints d’ICMI font aussi face à un 

risque cardiovasculaire très élevé ; près de 50% d’entre eux décèdent dans l’année 

qui suit le diagnostic de complications cardiovasculaires associées.  

 

 

 

 

Figure 2 : Définition de l’ICMI [32] 

 

 

 

Figure 3 : Pied ischémié présentant une gangrène du gros orteil [33] 
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E. Diagnostic 
 

1. Examen clinique 
 

Pour la plupart des patients asymptomatiques, l’AOMI est diagnostiquée fortuitement 

au cours d’un bilan systématique de routine. Les patients souffrant de claudication 

intermittente ou plus rarement de douleurs nocturnes ou de troubles trophiques 

consultent plus tardivement et le diagnostic d’AOMI est posé à cette occasion.  

 

La maladie de Buerger devra être éliminée. En effet cette maladie, aussi appelée 

"thromboangéite oblitérante", est une pathologie rare et sévère caractérisée par une 

oblitération segmentaire et inflammatoire des vaisseaux de moyens et petits calibres 

d’origine non athéroscléreuse.  

 

Une fois l’AOMI diagnostiquée, un examen complet doit être réalisé afin de détecter 

d’autres signes évocateurs d‘une atteinte cardiovasculaire : 

 

✓ Les pouls périphériques au-dessus des membres inférieurs sont recherchés 

et la pression sanguine est contrôlée. L’élément clef d’un examen vasculaire 

périphérique est la palpation des pouls périphériques. Tous les trajets artériels 

superficiels doivent être explorés de façon bilatérale et symétrique :  

- artère fémorale, au scarpa  

- artère poplitée, au creux poplité  

- artère tibiale postérieure, en arrière de la malléole interne  

- artère pédieuse (tibiale antérieure), au milieu du cou-de-pied  

- artères du membre supérieur (artère axillaire, artère humérale, artère 

radiale) 

✓ Le rythme cardiaque est surveillé et l’abdomen est examiné afin d’éliminer ou 

d’identifier un anévrisme aortique abdominal.  

✓ Une attention toute particulière est portée aux patients diabétiques notamment 

concernant la forme et l’aspect de leurs pieds (mal perforant plantaire, pied 

diabétique) [34]. 
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2. Index de pression systolique (IPS) 
 

Il est important dans le diagnostic et le suivi de l’AOMI. L’interprétation de la douleur 

étant subjective et corrélée au mode de vie du patient, la mesure de la pression 

systolique à la cheville a été proposée au début des années 1950 [35]. Ceci a conduit 

au développement de l’IPS (Ankle brachial index – ABI) afin de diagnostiquer l’AOMI. 

L’IPS est le ratio de pression systolique entre la cheville et le bras (Figure 4).  

 

 

 

Figure 4 : Index de pression systolique [36] 

 
Les brassards sont placés sur les bras et les chevilles. Les PAS sont mesurées au niveau de 

l'artère brachiale et de l'artère dorsale à l'aide d'un doppler échographique. Deux mesures sont 

prises de chaque bras et jambe, puis enregistrées en moyenne. L’IPS est ratio entre la PAS 

dans la cheville divisée par la PAS dans le bras. 

 

Une valeur anormalement basse de ce ratio est indicatrice d’obstructions 

athéroscléreuses dans les membres inférieurs. En clinique, une valeur inférieure ou 

égale à 0,9 est recherchée pour le diagnostic de l’AOMI symptomatique ou non. Deux 

études ont comparé le diagnostic de l’AOMI par l’IPS à celui par l’angiographie qui est 

considéré comme le « gold standard ». L’IPS a permis de diagnostiquer l’AOMI avec 

une sensibilité de 97% et une spécificité de 100% [37, 38]. Chez les patients 



31 
 

symptomatiques présentant un IPS < 0,9, l’AOMI est diagnostiquée avec une 

sensibilité de 95% [34]. Comme évoqué précédemment, les artères calcifiées des 

patients IRC et diabétiques augmentent artificiellement la valeur de l’IPS. Dans cette 

population, l’IPS au pouce rapporté au bras est utilisé. Le seuil diagnostic retenu se 

situe à 0,7. Cependant, l’IPS présente l’inconvénient d’être opérateur dépendant [39]. 

Des recommandations concernant le protocole à suivre pour mesurer l’IPS ont été 

publiées en 2012 par l’ « American Heart Association » (AHA) [40].  

La mesure de l’IPS requiert une sonde Doppler à ultrasons (8 MHz) et se réalise chez 

le patient en décubitus dorsal. Le diagnostic de l’AOMI par la mesure de l’IPS est donc 

une approche non invasive, sensible et efficace. Selon les recommandations de 

l’« American Diabete Association » (ADA), la mesure de l’IPS doit être effectuée en 

routine chez les patients diabétiques de plus de 50 ans [41].  

 

3. Périmètre de marche 
 

L’IPS présente quelques limites notamment chez des patients avec une claudication 

intermittente mais présentant un IPS normal au repos. Ces patients ont généralement 

des lésions sténosantes ne provoquant pas de diminution de la pression sanguine 

dans les membres inférieurs au repos. En revanche, au cours d’un exercice physique, 

les demandes métaboliques et le débit sanguin étant augmentés, de telles lésions ont 

un retentissement hémodynamique plus significatif. L’exercice sur tapis roulant permet 

de mesurer la distance maximale parcourue par le patient avant l’apparition de douleur. 

Cette distance est nommée périmètre de marche. Une diminution de l’IPS de 15 à 

20% suite à un exercice d’effort permet de diagnostiquer l’AOMI [3]. 

 

4. Pression transcutanée en oxygène 
 

La mesure de la pression transcutanée en oxygène (TcPO2) est une méthode non 

invasive permettant de quantifier l’oxygénation cutanée. Elle s’avère utile dans les 

stades avancés d’AOMI afin d’évaluer la probabilité de guérison des ulcères 

ischémiques. Une TcPO2 inférieure à 30 mmHg est associée à une faible probabilité 

de cicatrisation de l’ulcère. Concernant le pied diabétique, une TcPO2 inférieure à 20 

mmHg est impliquée dans un retard voire un échec de la cicatrisation [42]. Cependant, 

la TcPO2 n’est pas une technique très largement adoptée car elle est considérée 
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comme peu reproductible du fait qu’elle mesure la pression cutanée en oxygène et 

non la pression artérielle. Elle dépend donc des mécanismes de diffusion de l’oxygène 

au travers de la peau qui sont assez variables d’un individu à l’autre.  

 

5. Echographie Doppler 
 

L’objectif principal des techniques d’imagerie est de visualiser les sites de lésions 

artérielles candidats à la revascularisation. Ils permettent aussi de confirmer les 

diagnostics d’AOMI. Cette méthode non invasive permet d’étudier la direction, la 

vélocité et la turbulence du flux sanguin à travers un vaisseau. Cela fournit une 

évaluation objective de l'hémodynamique locale, de la gravité et de l'étendue de 

l’AOMI.  

 

L’échographie doppler est une technique non invasive, facilement disponible, et ayant 

une sensibilité (88-90%) et une spécificité (96-99%) élevées. Pour ces raisons, elle a 

été promue par l’institut NICE (« National Institute for Health and Clinical Excellence ») 

comme imagerie de première intention au Royaume-Uni pour tous les patients dont 

une revascularisation est envisagée [43, 44]  

 

6. Angiographie 
 

L’angiographie est considérée comme étant le « gold standard » en imagerie de 

l’AOMI. L’angiographie peut être réalisée par scanner (angioscanner) ou par 

résonance magnétique (angioIRM).  

✓ L’angioscanner est une technique non invasive permettant de visualiser tout 

l’arbre vasculaire. Cependant, elle requiert l’injection intraveineuse (IV) d’un 

produit de contraste le plus souvent iodé (pouvant représenter un risque 

néphrotoxique) et expose le patient aux radiations. 

✓ L’angioIRM n’expose pas le patient aux radiations ni aux produits de contraste 

iodés mais au Gadolinium qui peut être néphrotoxique et formellement contre 

indiqué avec la prise de metformine (risque d’acidose lactique nécessitant donc 

d’arrêter le médicament 48 heures avant l’injection du produit) [34]. 
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F. Marqueurs de l’évolution 
 

Comme l'athérosclérose est une maladie inflammatoire, il n'est pas surprenant que les 

marqueurs de phase aiguë de l'inflammation tels que la protéine C réactive (CRP), le 

fibrinogène ou des cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine-6 (IL-6) et 

l'interleukine-18 (IL-18) soient associés à une aggravation de l'athérosclérose [34]. De 

nombreuses études ont défini des biomarqueurs prédictifs ou pronostics de l’AOMI. 

 

✓ CRP : 

La concentration sérique de CRP est plus élevée chez les patients atteints d’AOMI par 

rapport à une population témoin appariée. Des études ont corrélé les concentrations 

sanguines de CRP à la sévérité de la maladie montrant une relation avec les fonctions 

hémodynamiques futures et les évènements cardiovasculaires [45]. Son rôle en tant 

que marqueur indépendant de l’ampleur de l’athérosclérose chez les patients AOMI 

est encore élusif.  

 

✓ Fibrinogène :  

Le fibrinogène est également considéré comme un marqueur prédictif de mortalité 

cardiovasculaire [46]. Son élévation est de mauvais pronostic chez les patients 

atteints d’AOMI [47]. 

 

✓ D-Dimères :  

Les D-Dimères sont des produits de dégradation de la fibrine. Leurs concentrations 

plasmatiques augmentent parallèlement avec l’âge des individus. Ils sont 

potentiellement considérés comme un marqueur prédictif du risque d’AOMI. 

L’élévation des D-dimères est corrélée à une réduction de l’IPS [48]. 

 

G. Prise en charge  
 

La prise en charge doit avoir pour objectif : d’améliorer les symptômes et le périmètre 

de marche, d’empêcher l’amputation et de prévenir l’apparition d’autres comorbidités 

cardiovasculaires. Elle peut être divisée en trois grandes catégories : 
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- Prévention : amélioration du mode de vie et réduction des facteurs de risque  

- Thérapie médicamenteuse 

- Intervention chirurgicale 

 

1. Prévention : amélioration du mode de vie et réduction 

des facteurs de risque  
 

La prévention est en effet très importante, puisqu’il n’existe à l’heure actuelle aucun 

traitement permettant de résorber la plaque d’athérome. Celle-ci repose sur l’éducation 

des patients à risque cardiovasculaire élevé et se compose de conseils hygiéno-

diététiques, d’un arrêt du tabagisme, d’un encouragement à un exercice physique 

régulier, d’une perte de poids si nécessaire. 

 

✓ Tabagisme : 

Comme évoqué précédemment, le tabac est reconnu comme étant le facteur de risque 

principal dans le développement de l’athérosclérose dans l’AOMI. De plus, il réduit 

significativement le taux de succès des interventions chirurgicales et augmente le 

risque d’amputation. L’arrêt du tabac et le recours aux substituts nicotiniques sont 

fortement recommandés aux patients atteints d’AOMI. 

 

✓ Conseils hygiéno-diététiques : 

Dans le cas des patients atteints de la forme symptomatique de la maladie, les mêmes 

conseils hygiéno-diététiques seront recommandés mais dans le but de ralentir la 

progression de plaque d’athérome, donc de la maladie. En effet si la diminution de la 

lumière de l’artère est suffisamment lente, l’ischémie subie par les tissus activera le 

développement de vaisseaux collatéraux en amont de l’obstacle et permettra la mise 

en place d’un réseau artériel secondaire pour suppléer l’artère dont le flux est déficient.  

✓ Activités physiques : 

L’activité physique privilégiée sera donc une marche régulière de 30 à 45 minutes trois 

fois par semaine, sans atteindre le seuil douloureux. 
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2. Prise en charge médicamenteuse 
 

Elle dépend du stade de la maladie. Dans tous les cas, le traitement est celui de la 

maladie athéromateuse cardio-vasculaire générale et de ses facteurs de risque.  

 

✓ Agents antiagrégants plaquettaires 

Les antiagrégants plaquettaires tentent à supprimer ou à réduire l’hyperactivité des 

plaquettes retrouvées dans le processus athérosclérotique qui conduit à la formation 

du thrombus. La méta-analyse « Antithrombotic Trialists’ Collaboration » a identifié les 

antiplaquettaires, en particulier l’aspirine, comme responsables d’une réduction 

majeure de 23% des évènements cardiovasculaires chez les patients atteints d’AOMI 

[49]. L’essai clinique CAPRIE « Clopidogrel versus Aspirin in Patients at Risk of 

Ischaemic Events trial » a permis de comparer l’efficacité de l’aspirine et du 

clopidogrel. Le clopidogrel a démontré une réduction relative de 24% du risque 

d’apparition d’évènements cardiovasculaires (AVC, IDM) supérieure à celle observée 

avec l’aspirine. Le clopidogrel est l’antiagrégant le plus fréquemment prescrit aux 

patients atteints d’AOMI seul ou en association avec l’aspirine [50]. 

 

✓ Hypoglycémiant :  

De manière générale, l’optimisation du contrôle de la glycémie dans la population 

diabétique est cruciale. Compte tenu du rôle important de l'hyperglycémie dans 

l'athérogenèse, il faut essayer d'optimiser le contrôle du diabète chez les patients 

atteints d’AOMI. Les directives de l'ADA recommandent une HbA1c inférieure à 7% 

comme valeur cible pour tous les patients diabétiques en général en complément de 

conseils hygiéno-diététiques [51]. 

 

✓ Hypolipémiant : 

Il existe de solides preuves en faveur de l’utilisation de statines, réduisant la 

cholestérolémie-LDL, dans l’AOMI. L’étude « Heart Protection » a montré que la prise 

de 40 mg de simvastatine a permis de réduire de 17% la mortalité cardiovasculaire et 

de 16% le recours à une revascularisation [52]. Le recours aux statines dans la prise 

en charge médicamenteuse de l’AOMI est donc indispensable, d’autant plus qu’elles 

semblent impliquées dans la stabilisation des plaques d’athérome ; toujours en 

complément des recommandations hygiéno-diététiques.  
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✓ Antihypertenseurs : 

Le contrôle strict de la PA confère une réduction de 50% du risque d’AOMI [44]. Les 

directives sur l'hypertension recommandent un objectif de moins de 140/90 mmHg 

chez tous les patients présentant de l'athérosclérose et de moins de 130/80 mmHg 

lorsque le patient est diabétique [53]. L'étude HOPE (« Heart Outcomes Prevention 

Evaluation ») a révélé que l'inhibiteur de l'enzyme de conversion de l'angiotensine, le 

ramipril, a permis la réduction des évènements cardiovasculaires de 22% chez les 

patients atteints d’AOMI. Par conséquent, chez les patients hypertendus atteints 

d’AOMI, le ramipril devrait être considéré comme un traitement de première intention 

[54]. 

 

3. Intervention chirurgicale 
 

Les interventions chirurgicales de revascularisation peuvent être réalisées par des 

techniques de chirurgies « ouvertes » (pontage) ou endovasculaires (angioplastie) 

(Figure 5). Elles sont indiquées principalement en cas d’ICMI ou dans le cas où la 

prise en charge classique n’a pas permis de limiter la claudication intermittente.  

La chirurgie vise à restaurer la circulation principale tronculaire, en faisant appel à 3 

modalités :  

- La technique de dilatation endo-luminale : elle peut traiter des lésions 

(occlusion ou sténose) courtes sans aborder chirurgicalement les artères, par 

dilatation au ballonnet de l'artère après ponction artérielle percutanée.  

- L'endartériectomie : elle enlève le séquestre athéromateux et l'intima (le plan 

de clivage passant dans la média).  

- Le pontage : 

o il court-circuite la zone oblitérée, 

o la greffe veineuse (autogreffe) est le matériau de choix ; son utilisation 

est quasi formelle pour les pontages distaux (calibre adapté, passage 

"en souplesse" des plis de flexion) ;  
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o les prothèses synthétiques (Dacron® de polyester ou PTFE 

polytétrafluoroéthylène) sont surtout utilisées pour les pontages des 

vaisseaux proximaux (étage aorto-iliaque).  

Les séries contemporaines démontrent qu’environ 20% des procédures de 

revascularisation des membres inférieurs sont effectuées chirurgicalement, et 80% 

sont endovasculaires [55, 56]. Les procédures sont réalisées par des spécialistes en 

chirurgie vasculaire, cardiologie, radiologie ou angiologie interventionnelles. Une 

limitation majeure de la revascularisation est la resténose ou la thrombose avec un 

échec subséquent de la procédure, aboutissant à des taux de perméabilité moyens de 

56% à 77% à 1 an et de 39 à 80% à 5 ans en fonction de la méthode de 

revascularisation et de la localisation de la sténose [3]. Les patients présentant une 

claudication intermittente ont souvent qu’un seul axe touché et c’est la raison pour 

laquelle l’angioplastie avec ou sans stent est particulièrement indiquée [57]. 

En revanche pour les patients au stade ICMI, les dégâts artériels sont davantage 

disséminés et concernent plusieurs segments. Il est donc nécessaire d’effectuer des 

pontages bien que ces dernières années de nouvelles techniques endovasculaires 

voient le jour.  

L’étude BASIL (« Bypass versus Angioplasty in Severe Ischaemia of the Leg ») a 

comparé le taux d’amputation à un an après une revascularisation par angioplastie ou 

par pontage. Cette étude, publiée 2005, n’a trouvé aucune différence significative entre 

ces deux techniques [58]. L’arrivée de nouveaux cathéters performants en chirurgie 

endovasculaire pourrait remettre en question les conclusions de cette étude.  

En pratique, le choix de la technique dépend intimement de l’état du patient. Le 

document TASC II a décrit ses propres recommandations de traitement en fonction du 

site et de la morphologie de la lésion [3] (Figure 6). 
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Figure 5 : Techniques de revascularisation chirurgicale et endovasculaire [33] 
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Figure 6 : Algorithme décisionnel pour la prise en charge des patients AOMI 
[33] 
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4. Amputation 
 

La nécrose cutanée évolue rapidement et conditionne le pronostic fonctionnel du 

membre concerné ainsi que le pronostic vital du patient. L’amputation constitue l’ultime 

recours lorsque la revascularisation chirurgicale n’est plus envisageable. En effet, 

certains patients ne sont, d’emblée, pas éligibles aux techniques conventionnelles de 

revascularisation. Ce sont les patients « NO-option » qui souffrent généralement de 

plaques d’athérosclérose trop diffuses et de facteurs de risque cardiovasculaires trop 

importants. Ils sont fatalement prédisposés au risque d’amputation. Ils représentent 20 

à 30% des patients atteints d’ICMI [3]. L’amputation doit être pratiquée en zone saine 

et correctement oxygénée. L’oxygénation des tissus est évaluée par la mesure de la 

TcPO2. Il faut également tenir compte lors de l’amputation des appuis lors de la marche 

et des possibilités d’appareillage par prothèse du moignon. Les amputations sont donc 

surtout des amputations d’orteils, transmétatarsienne ou au niveau du genou. Le taux 

d’amputation, qui peut atteindre 40% après 6 mois d’évolution de l’ICMI, est associé à 

une dégradation importante de la qualité de vie des patients ainsi qu’à un taux de 

mortalité de 20% [3]. 

 

H. Physiopathologie de l’athérosclérose 
 

Au cours de l’AOMI, la sténose des artères provoquée par l’athérosclérose induit une 

diminution graduelle du débit sanguin en aval. Ceci provoque ainsi retentissement 

hémodynamique et une ischémie tissulaire du membre concerné.  

1. Au départ, beaucoup de patients sont asymptomatiques car le développement 

progressif d'une circulation collatérale de suppléance compense les 

conséquences de la ou des sténose(s) artérielle(s).  

2. Ces patients ne manifestent qu’une claudication intermittente.  

3. En l’absence de prise en charge adaptée, et avec l'aggravation de la sténose 

oblitérant davantage l'artère; l’ICMI s’installe [11].  

L’athérosclérose est caractérisée par des lésions affectant l’intima appelées plaques 

d’athéromes. Ces dernières font nettement saillie dans la lumière artérielle : le centre 

de la lésion athéromateuse se compose de lipides et de nombreux débris cellulaires 

(bouillie athéromateuse). La plaque évolue vers des complications à type de 
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calcifications de la paroi artérielle, sténose de la lumière, ulcération dans la lumière et 

thrombose au contact de la plaque. Ces dernières sont à l'origine d'occlusions aiguës 

du tronc artériel ou d'embolies en aval, de fragilisation pariétale (anévrysmes).  

Les plaques obstruent la lumière des vaisseaux et fragilisent également la média 

sous-jacente [34]. L’athérosclérose est un processus global au cours duquel les 

plaques sténosantes sont disséminées de manière systémique dans l’arbre artériel 

associant d’autres complications et des comorbidités cardiovasculaires [11]. 

La physiopathologie de l’athérosclérose dépend de 3 composantes :  

1) l’environnement biologique (à savoir les facteurs de risques),  

2) les facteurs hémodynamiques (shear stress sur les parois vasculaires au 

niveau des zones de bifurcation),  

3) les prédispositions génétiques.  

Les processus clefs de l’athérosclérose (Figure 7) sont l’épaississement de l’intima et 

l’accumulation de lipides dans les artères de moyens et de grands calibres. Ils 

entraînent une dysfonction endothéliale à l’origine d’une perméabilité accrue aux 

LDL s’accumulant dans la paroi intimale. Ces derniers sont oxydés par les radicaux 

libres et capturés par les macrophages (M), les cellules endothéliales (ECs) et les 

cellules musculaires lisses (CML) [34]. Les LDL oxydés libres entraînent l’expression 

à la surface endothéliale de molécules d’adhésion telles que la « Vascular cell 

adhesion molecule-1 » (VCAM-1) et la P-selectine sur lesquelles s’attachent les 

monocytes (Mo) circulants [59]. Les Mo migrent vers l’intima par diapédèse attirés par 

un gradient de chimiokines telle que la « Monocyte chimoattractant protein-1 » (MCP-

1). Au sein de la tunique intimale, ils se différencient en macrophages, internalisent les 

LDL oxydés et deviennent des cellules spumeuses [60]. Des cytokines pro-

inflammatoires telles que le « Tumor necrosis factor alpha » (TNFα) et l’IL-1 beta 

libérées par les macrophages augmentent l’expression endothéliale du récepteur aux 

LDL [61]. 

Un cercle vicieux se met en place amplifiant la boucle inflammatoire et la capture des 

LDL ainsi que des cellules spumeuses dans la paroi vasculaire. Les LDL oxydés sont 

à l’origine de la libération de facteurs de croissance (FC) incluant le « Platelet-derived 

growth factor » (PDGF), le « Fibroblast growth factor basic » (FGFb) et le 

« Transforming growth factor » (TGFβ) qui sont à l’origine de la migration des CML 
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depuis la média vers l’intima où elles vont proliférer. Ceci va générer une matrice 

extracellulaire (MEC) qui va recouvrir les stries lipidiques et former une chape fibreuse 

épaisse protégeant contre les lésions [34]. Il en résulte une plaque d’athérome 

obstruant la lumière du vaisseau et provoquant une diminution graduelle du flux 

sanguin en aval.  

L’adaptation physiologique à la diminution du flux sanguin et à l’ischémie est le 

développement d’un réseau collatéral en augmentant le diamètre et le nombre de 

vaisseaux (angiogenèse). Le réseau collatéral est bien souvent suffisant pour 

subvenir aux besoins du membre ischémié au repos ; en revanche ce réseau s’avère 

insuffisant en cas d’activité [62].  

La chape fibreuse peut être fragilisée par le « shear stress » ou les forces 

hémodynamiques exercées. En cas de rupture d’une plaque vulnérable des 

composants de la MEC comme le collagène sont exposés aux éléments figurés du 

sang en particulier aux plaquettes et aux facteurs de la coagulation. Les plaquettes 

subissent donc successivement une adhésion au sous-endothélium, une activation 

permettant la libération de substances de ses granules (ATP, ADP, sérotonine, Ca2+, 

facteurs plaquettaires 3 et 4, facteurs de la coagulation, …) et une agrégation 

aboutissant à la formation du thrombus blanc ou clou plaquettaire. La cascade de la 

coagulation s’active secondairement avec la formation d’un réseau de fibrine ou 

thrombus aggravant le rétrécissement de la lumière du vaisseau. Des fragments du 

thrombus ou embole peuvent se détacher et se localiser dans des vaisseaux distaux 

de plus faible calibre. Dans ce cas, une exacerbation rapide de la symptomatologie se 

met en place et peut être le signe indicateur d’une nouvelle occlusion artérielle dont 

l’origine est la rupture d’une plaque athéroscléreuse située dans les membres 

inférieurs ou dans l’aorte. 
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Figure 7 : Physiopathologie de l’athérosclérose [34] 

 

(a) Accumulation de LDL dans l’intima  

(b) Oxydation de ces LDL par les radicaux libres produits par les ECs, les macrophages, 

et les cellules musculaires lisses (CML). 

(c) Les LDL oxydées induisent une augmentation de l’expression des molécules 

d’adhésion à la surface des ECs (P-sélectine, VCAM-1) 

(d) VCAM-1 facilite la margination des monocytes circulants à l’endothélium vasculaire 

(e) Les monocytes migrent vers l’intima via MCP-1 

(f) Différenciation des monocytes en macrophages qui phagocytent les LDL oxydées et 

deviennent des cellules spumeuses 

(g) Migration des CML à partir de la média vers l’intima sous l’influence de FC (PDGF, 

FGFb, TGF) 

(h) Prolifération des CML et formation de matrice extracellulaire autour des cellules 

spumeuses formant ainsi une plaque d’athérome contre la paroi vasculaire interne 
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II. MODELES MURINS D’ISCHEMIE DES MEMBRES INFERIEURS 
 

Les symptômes de l’ischémie dans l’AOMI sont dépendants de nombreux facteurs tels 

que la localisation et l’étendue des obstructions ou des sténoses. De plus, le 

développement des collatérales est affecté par de nombreux facteurs 

hémodynamiques [63]. 

Contrairement à un modèle in vitro, un modèle in vivo est plus représentatif de la 

maladie humaine car il tient compte de l’anatomie vasculaire du muscle squelettique, 

de la diversité cellulaire composant les vaisseaux (ECs, CML, péricytes, 

monocytes/macrophages) et de la composition de la MEC. La néovascularisation 

requiert des interactions complexes entre tous ces éléments au sein de leur 

microenvironnement.  

 

A. Choix du modèle expérimental 

 

Le choix du modèle expérimental est crucial. Dans la mesure du possible, les modèles 

expérimentaux choisis doivent se rapprocher des pathologies humaines.  

 

• Modèle d’ischémie aiguë du membre inférieur (« Hind Limb Ischemia 

Model » - HLIM) 

Le modèle HLIM induit une interruption soudaine du flux sanguin par la ligature de 

l’artère fémorale (Figure 8 A) [64, 65]. Le modèle HLIM mimant l’ICMI est imparfait car 

l’ischémie provoquée est aiguë et d’emblée très sévère alors que le développement 

de l’ICMI humaine se construit selon un processus chronique requérant la croissance 

de plaques d’athérosclérose au fil des années. (Figure 8 C). 

 

• Modèles d’occlusion artérielle graduelle 

Les processus de l’angiogenèse, la vasculogenèse et de l’artériogenèse contribuent 

progressivement à la croissance d’un réseau collatéral de vaisseaux, permettent de 

répondre à l’ischémie provoquée par la sténose. D’autres techniques plus récentes 

préconisent l’utilisation d’un anneau (ou constricteur améroïde) placé sur l’artère 
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fémorale se resserrant progressivement et générant une ischémie chronique (Figure 

8 B).  

 

 

Figure 8 : Différents modèles expérimentaux [66] 

 

Les réponses aux deux techniques chirurgicales, aiguë versus occlusion graduelle, 

sont très différentes [67, 68]. Dans l’ischémie aiguë, le retour du flux sanguin dans la 

patte ischémiée est obtenu à 84% 35 jours post ligature. Le Gastrocnemius est atteint 

de nécrose. Ceci représente bien l’ischémie aiguë humaine mais représente moins 

l’ICMI au cours de laquelle les ulcérations et la perte de substances est le plus souvent 

confinée au pied [69]. Dans l’ischémie chronique seulement 68% du flux initial est 

retrouvé mais sans nécrose du Gastrocnemius. En effet les techniques induisant une 

ischémie graduelle permettent de stimuler moins fortement le développement du lit 

collatéral. Ceci peut s’expliquer par une pression plus faible exercée en amont de 

l’occlusion (cette pression étant maximale en cas de ligature complète) [70]. 
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Malgré ces limites, le modèle HLIM reste le plus utilisé dans les études précliniques 

de thérapies innovantes (thérapies génique, protéique et cellulaire) mimant le stade 

ultime de l’AOMI. 

 

B. Choix de l’espèce 
 

Les rongeurs (souris, rats) présentent l’avantage d’être disponibles en grande quantité 

(faible durée de gestation), à moindre coût et d’exister sous différentes souches 

(consanguine, non consanguine, transgénique…). Le modèle HLIM a surtout été 

développé chez les rongeurs mais d’autres espèces de plus grande taille ont été 

testées avec succès : lapin, chien, porc et primate [71-74].  

 

Cependant, ces modèles présentent des limites ; par exemple les rongeurs disposent 

de réseaux vasculaires qui miment imparfaitement l’anatomie humaine. Le rat 

présente par ailleurs des mécanismes compensatoires à l’ischémie par sa capacité à 

développer des shunts artério-veineux [75]. Le choix de l’espèce sera dicté par le 

design de l’étude préclinique : volume d’injection intramusculaire (IM), nombre 

d’injection(s) IM, prélèvements sanguins itératifs, exploration du système 

cardiovasculaire… 

 

C. Choix de la technique chirurgicale 
 

Le choix de la technique chirurgicale du modèle HLIM doit avoir pour objectif de 

respecter un équilibre entre une chirurgie assez sévère pour ne pas permettre une 

récupération trop rapide, et une chirurgie trop sévère ayant pour conséquence 

l’installation d’une nécrose rapide et d’un taux d’amputation élevé. 

• Technique chirurgicale peu sévère mimant le stade de claudication 

intermittente  

Chez les rongeurs et plus précisément chez la souris, la ligature de l’artère fémorale 

commune induit une ischémie aiguë et s’obtient selon le protocole suivant. Une 

incision cutanée courte et longitudinale est réalisée au niveau de la zone inguinale. 
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Les tissus sous cutanés sont disséqués afin d’exposer le paquet vasculo-nerveux sous 

inguinal. Le nerf est séparé très délicatement puis l’artère et la veine sont séparées à 

l’aide d’une pince courbe. Une ligature est réalisée autour de l’artère fémorale 

commune afin de créer l’ischémie. Cette méthode épargne les collatérales de l’arbre 

vasculaire irriguant le membre inférieur [76]. Cette première technique permet 

d’obtenir chez la souris une ischémie symptomatique représentative de l’AOMI 

humaine. En effet, une claudication intermittente est observée chez ces animaux 

(Figure 9). 

 

Figure 9 : Modèle de ligature de l’artère fémorale  [76]  

 

 

• Technique chirurgicale sévère mimant le stade ICMI  

Une seconde ligature localisée 5 mm en distal de la première et une excision de la 

portion artérielle intermédiaire provoquent une ischémie plus sévère. L’arbre collatéral 

est également sacrifié ce qui signifie que la restauration du flux sanguin nécessitera 

non seulement un mécanisme d’angiogenèse mais également d’artériogenèse. Dans 

ces conditions seulement, un tiers du flux peut être restauré dans les 7 jours chez la 

souris de souche C57BL/6 [76]. Cette seconde technique plus sévère se rapproche 

davantage du stade ICMI [77] (Figure 10).  
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Figure 10 : Différentes techniques chirurgicales [78] 

 

Restauration du flux sanguin dans le membre postérieur des souris C57BL/6.  

A. Récupération du flux sanguin après une seule électrocoagulation de l’artère fémorale 

(niveau anatomique distal) (n = 3, ligne verte) ou une seule électrocoagulation de 

l’artère iliaque (niveau anatomique proximal) (n = 9, ligne noire) ou une double 

électrocoagulation des deux artères fémorales et de l'artère iliaque (n = 9, ligne bleue) 

ou l'excision totale de l'artère fémorale (n = 6, ligne orange). Surveillance par imagerie 

de perfusion laser Doppler (LDPI). Les données sont présentées sous forme de 

moyenne ± écart type. ∗ # ^ + P <0,05 (test ANOVA)  

B. Images LDPI des pattes au 7ème jour post-interventions chirurgicales 

 

Certains utilisateurs ligaturent d’emblée l’artère et la veine, ce qui ne peut pas être 

considéré comme représentatif de l’ICMI car l’occlusion artérielle et veineuse 

coexistent et majorent l’ischémie selon des mécanismes indépendants éloignant ainsi 

ce modèle de l’ICMI humaine [79]. D’autres techniques plus complexes et plus sévères 
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ont été décrites comme l’excision simultanée de l’artère et de la veine iliaque externe 

ainsi que de l’artère fémorale et de ses branches et de la veine fémorale. Cette 

technique provoquant une ischémie trop sévère présente l’inconvénient de générer de 

nombreuses nécroses et des auto amputations.  

 

D. Choix de la souche 

 

• Variabilité intra-souche 

Afin de limiter le nombre de souris par lot, les souches consanguines (C57BL/6 et 

BALB/c) homogènes sur le plan génétique sont préférentiellement choisies dans le 

modèle HLIM [80]. Cependant, Il existe des variations considérables quant à 

l’organisation de l’arbre collatéral irriguant les membres inférieurs entre les individus 

au sein de la même souche. Ceci est observable chez la souche BALB/c qui offre des 

réponses variables 24 heures post ligature [81]. Ces variations impactent la réponse 

de l’organisme à la maladie athéroscléreuse. Cela est le résultat de composantes 

génétiques et environnementales encore peu comprises [82].  

 

• Variabilité inter-souche 

Ces variations sont plus importantes lorsque l’on compare les souches entre elles. La 

souche C57BL/6 jouit d’un réseau collatéral plus développé que la souche BALB/c 

[83]. Le retour du flux sanguin à la normale est donc plus lent chez la souche BALB/c 

et fait de cette souche le modèle le plus représentatif de l’ICMI humaine. De même 

cette souche est plus sensible à la nécrose [84]. Les souris BALB/c et C57BL/6 

expriment aussi des réponses différentes à l’inflammation. L’inflammation étant un 

stimulus majeur dans le déclanchement de l’angiogenèse, cette dernière a été étudiée 

chez ces souris suite à l’application d’un implant sous-cutané (sc) de polyuréthane 

[85]. Cet implant a révélé que la souche BALB/c a sécrété davantage de « Vascular 

endothelial growth factor » (VEGF) que la souche C57BL/6. Ceci signifie que 

l’angiogenèse est plus active chez la souche BALB/c. Cependant, considérant les 

résultats de récupération de flux sanguin incomplets chez cette souche, ceci indique 

que l’artériogenèse, moins active chez la souris BALB/c, semble être la plus impliquée 

dans la récupération d’un flux sanguin optimal. En effet, l’angiogenèse permet 

d’obtenir des vaisseaux aux parois fines et peu efficaces [86]. Considérant l’ensemble 
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de ces informations, il semble que la souche BALB/c soit la plus adéquate pour 

représenter l’ICMI alors que la C57BL/6 soit plus adaptée pour mimer la claudication 

intermittente. La souche Nude, athymique est également sensible à l’ischémie. 

 

E. Age et comorbidités associées 

 

1. Age 

 

L’ICMI est une maladie atteignant essentiellement des personnes âgées dont les 

capacités régénératives de leur organisme sont devenues limitées. Considérant le 

modèle animal, une souris de 3 ans serait équivalente à un humain de 80 ans [87, 88]. 

Cependant, la majorité des essais précliniques utilisent des souris jeunes dont les 

capacités de régénération sont beaucoup plus importantes que les souris âgées. En 

effet, les études ayant utilisé des souris âgées ont mis en évidence un retour du flux 

sanguin plus lent et incomplet [89]. Il semble que le potentiel de l’artériogenèse soit 

diminué chez les souris âgées laissant ainsi le recouvrement du flux sanguin s’opérer 

essentiellement par l’angiogenèse laquelle n’étant pas assez efficace [90]. Cette 

capacité de régénération limitée chez les souris âgées s’expliquerait par une 

déficience en facteur de transcription « Hypoxia inducible factor-1α » (HIF-1α) limitant 

ainsi la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques et le recrutement de cellules 

progénitrices [91].  

2. Comorbidités associées 

 

Les patients atteints d’AOMI sont âgés avec de nombreuses comorbidités associées 

(diabète, hypertension ou hypercholestérolémie LDL) [3]. Ces comorbidités ont comme 

point commun qu’elles induisent un terrain pro-inflammatoire générant une dysfonction 

endothéliale et une artériogenèse altérée.  

La plupart des études précliniques utilisent des animaux sans comorbidités associées.  

• Souris diabétique de type 2 

La souris db/db résistante à la leptine est le modèle de diabète de type 2 le plus 

utilisé [92].  
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Un régime alimentaire, en excès, riche en glucides et en acides gras, peut 

induire une obésité associée à une dyslipidémie ainsi qu’une résistance à 

l’insuline. Suite à la ligature de leur artère fémorale, le retour du flux sanguin 

dans la patte ischémiée est altéré et ceci s’explique par la formation de 

vaisseaux plus petits et par un moindre recrutement de progéniteurs 

endothéliaux (EPCs pour « Endothelial progenitor cells ») [93]. Ces résultats 

sont semblables à ceux retrouvés chez l’homme [94]. De plus, il semble que 

des facteurs pro-angiogéniques tels que le PDGF et le VEGF soient sous 

exprimés chez les souris diabétiques [95].  

 

• Souris hypercholestérolémique : Modèle murin d’athérosclérose 

Pour simuler les effets de l’athérosclérose, des souris déficientes en ApoE 

(ApoE-/-) ou n’exprimant pas le récepteur du LDL (LDLR-/-) sont le plus 

communément utilisées. Les souris C57BL/6 ApoE-/- développent des plaques 

d’athérome dans l’aorte ascendante, la carotide et les artères fémorale et 

poplitée [96]. Ces dernières démontrent un recouvrement du flux sanguin altéré, 

lent et non optimal avec une réponse moindre aux thérapies pro-angiogéniques 

telles que l’utilisation de cellules mononucléées d’origine médullaire (BM-

MNCs) [97]. Les souris hypercholestérolémiques sous expriment HIF1-α et le 

récepteur du FGF ce qui altère également l’artériogenèse [98]. Le modèle murin 

se rapprochant le plus de la pathologie humaine serait l’utilisation de souris 

âgées et ApoE-/-. Cependant, il faut garder à l’esprit que les plaques 

d’athérosclérose chez la souris sont moins à risque de rupture et de thrombose 

que les plaques humaines [99].  

 

 

F. Durée de suivi des animaux 

 

La durée de suivi des animaux dans les essais précliniques publiés est limitée à une 

trentaine de jours. Le retour à l’état basal survient dans les 7 jours chez les souris de 

souche C57/BL6 (ayant un réseau collatéral bien développé) ou dans les 4 semaines 

chez les souris de souche BALB/c. En revanche la souche Nude, athymique, est plus 

sensible à l’ischémie et nécessite davantage de temps [78].  
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III. CELLULES SOUCHES ET PROGENITRICES  
 

Alors que les cellules souches embryonnaires possèdent une capacité de se 

différencier en tous les types de cellules matures et de former des organes de 

différentes natures, les cellules souches adultes présentent un niveau plus faible de 

plasticité et un phénotype presque déjà différencié. Les cellules souches adultes sont 

une population hétérogène de cellules incluant non seulement des cellules immatures 

mais aussi des cellules avec différents stades de maturation. Au cours de l’ischémie, 

les zones de lésions recrutent des cellules « vasculogènes » qui sont impliquées dans 

la restauration du flux sanguin. Les organes tels que le cerveau, le foie, le pancréas, 

le cœur ou les vaisseaux sanguins semblent être des réservoirs contenant des cellules 

souches et des progéniteurs au potentiel « vasculogène ».  

• La moelle osseuse (MO) contient une variété de cellules souches adultes et fut 

longtemps considérée comme la source principale de cellules souches et 

progénitrices. De nombreuses études précliniques et cliniques utilisant des 

cellules mononucléées issues de la MO (BM-MNCs pour « Bone Marrow –

Mononuclear Cells ») 

, pour le traitement de maladies ischémiques, attestent du caractère pro-angiogénique 

de ces cellules.  

La MO abrite (Figure 11) : 

• Les cellules souches hématopoïétiques (HSCs pour « Hematopoietic stem 

cell ») 

• Les progéniteurs endothéliaux (EPCs pour « Endothelial progenitor cells ») 

ou angioblastes  

• Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs pour « Mesenchymal 

stem cells ») 

 

Les HSCs sont définies par le marqueur de surface CD34+ chez les humains et par c-

kit+/Sca1+/Lin- chez les souris. Les HSCs permettent d’obtenir toutes les cellules du 

sang. La MO contient aussi des EPCs qui peuvent se différencier en cellule 

endothéliale (ECs) et qui ont longtemps été caractérisées par les marqueurs CD34+ 
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CD133+ et VEGFR-2+ (« Vascular endothelial growth factor receptor-2 ») mais dont 

l’identification fait encore débat sur la scène scientifique [100]. Une population de 

cellules stromales, les MSCs, réside également au sein de la MO. Cette population de 

cellules souches non hématopoïétiques est caractérisée en culture du reste de la 

fraction cellulaire mononucléée médullaire par son aptitude à adhérer au plastique. 

Les MSCs présentent un fort potentiel de différenciation.  

 

Figure 11 : Les cellules de la moelle osseuse [101] 

 

La MO humaine est un riche réservoir abritant les HSCs, les EPCs ou les MSCs. Les HSCs 

sont les précurseurs des lignées lymphoïdes et myéloïdes et permettent donc d’obtenir 

l’ensemble des cellules du sang. Les EPCs sont les précurseurs des ECs. Les MSCs sont 

capables de se différencier en péricyte, chondrocyte, ostéocyte et adipocyte.  

EC: Endothelial Cell – EPC: Endothelial Progenitor Cell – HPC: Hematopoietic Progenitor 

Cell – MSC: Mesenchymal Stem Cells  

 

A. Cellules souches hématopoïétiques (HSCs) 
 

A l’âge adulte, la MO est située dans les cavités centrales des os plats. Elle est 

composée de tissus hématopoïétiques et adipeux vascularisés. La MO est le siège de 
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l’hématopoïèse ; le tissu hématopoïétique est composé d’une variété de cellules 

incluant les éléments figurés du sang (érythrocytes, granulocytes, monocytes, 

lymphocytes et plaquettes) ainsi que leurs précurseurs. L’érythropoïèse permet 

d’obtenir les cellules de la lignée rouge (les érythrocytes), la leucopoïèse permet 

d’obtenir les cellules de la lignée blanche et la thrombocytopoïèse donne naissance 

aux plaquettes. Les HSCs, présentent les caractéristiques particulières suivantes 

[102] :  

- capacité d’auto renouvellement afin de maintenir le pool de HSCs 

- multipotence puisqu’elles peuvent donner naissance à toutes les cellules de 

l'hématopoïèse  

- faible nombre  

- quiescence  

Dans la MO des supposés hémangioblastes se différencient d’une part en 

angioblastes puis en ECs, et d’autre part en HSCs (Figure 12).  

 

Figure 12 : Représentation de la maturation des différentes lignées cellulaires 
dans la MO. 

CFU : colony forming unit; E : erythyroid; Meg : megakaryocyte; Gemm : granulocytic, 
erythyroid, monocyte-macrophage, megakaryocytic; GM : granulocyte/monocyte; G : 
granulocyte; M : monocyte; Eo : eosinophil; Baso : basophil; L : lymphocyte [102] 
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B. Les Progéniteurs endothéliaux cellulaires (EPCs) 
 

Les EPCs sont définis comme des cellules étant capables de se différencier en ECs 

et de contribuer à la formation de nouveaux vaisseaux. Cette définition est source de 

confusions sur le plan scientifique [103]. En effet, dans la littérature, les EPCs 

regroupent un large spectre de cellules hétérogènes, ce qui génère des résultats 

conflictuels dans les études translationnelles et cliniques. Certains décrivent une 

incorporation au réseau vasculaire, d’autres une absence d’incorporation [104]. Les 

premiers EPCs « putative » ont été isolées en 1997 par Asahara et al. à partir de la 

fraction mononucléée du sang périphérique (PB-MNCs pour « Peripheral blood 

mononuclear cells ») et exprimaient les marqueurs CD31+, VEFGR-2+ et CD34+ et 

pouvaient capter le LDL ce qui est une propriété des ECs [105]. Afin de comprendre 

la terminologie des EPCs, il faut savoir qu’il existe deux approches pour les 

caractériser : la cytométrie en flux (CMF) et la culture cellulaire (Figure 13).  

La CMF peut s’effectuer sur des prélèvements sanguins ou médullaires. Les EPCs 

sont les cellules de la fraction mononucléée exprimant le CD34+ et le VEGFR-2+. 

Cependant, pour bien les différencier des ECs matures, le marqueur d’immaturité 

endothéliale CD133+ a été introduit dans la caractérisation des EPCs [106].  

En culture, considérant leur vitesse d’apparition, il faut distinguer deux sous 

populations d’EPCs, les EPCs précoces (early EPCs) et les EPCs tardifs (late EPCs).  

 

1. EPCs précoces ou Early EPCs  
 

Le nom « cellules angiogénique circulante » (CAC) est fréquemment employé pour 

identifier les EPCs précoces [107]. Bien que cette nomenclature permette d’intégrer la 

notion que ces cellules circulent dans le sang périphérique, il n’existe actuellement 

aucun moyen de le prouver in vivo. Actuellement, la notion de CAC ou d’EPCs 

précoces ne peut être liée qu’aux conditions de culture. C’est ainsi que Medina et al. 

préconisent depuis 2017 de les nommer cellules myéloïdes angiogéniques (CMA ou 

MACs pour « Myeloid angiogenic cells »). Ainsi les MACs sont caractérisées par le 

phénotype suivant : CD45+, CD14+, CD31+ et CD146-, CD133-, Tie2- [108]. Les MACs 

ne peuvent pas se différencier en ECs mais peuvent favoriser l’angiogenèse par des 

mécanismes paracrines [109]. 
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Il existe deux manières de cultiver les EPCs précoces :  

• la première méthode développée par Asahara et al. consiste à cultiver la fraction 

mononucléée de la MO sur une matrice de gélatine ou de fibronectine enrichie 

en FCs pro-angiogéniques tels que le VEGF. Les EPCs précoces adhèrent à la 

matrice dans ces conditions et sont comptés entre 4 à 7 jours après l’initiation 

de la culture.  

• La seconde méthode développée par Hill et al., en 2003 consiste à identifier et 

compter les colonies de la fraction mononucléée n’ayant pas adhéré. Les 

colonies (CFU-ECs) ainsi formées présentent toutes les caractéristiques des 

EPCs précoces ou MACs [100].  

 

2. EPCs tardifs ou Late EPCs 
 

Un second sous type d’EPCs peut être obtenu en culture [110]. Ces EPCs nommés 

tardifs sont des colonies adhérentes apparaissant au bout d’une à trois semaines de 

culture de la fraction mononucléee de la MO (ou à partir du sang de cordon ombilical 

ou du sang périphérique). Elles présentent un fort pouvoir de prolifération. Il est 

préférable de nommer ces cellules ECFCs (« Endothelial colony forming cells »). Les 

ECFCs constituent une population présentant un fort pouvoir pro-angiogénique et un 

haut potentiel de reconstruction vasculaire [111]. Ces cellules expriment le phénotype 

suivant : CD31+, VE-Cadhérine+, facteur von Willebrand+, CD146+, VEGFR-2+ et  

CD45-, CD14- [112, 113]. Elles expriment aussi le CD34 même si l’expression de ce 

marqueur décroît au cours de l’expansion in vitro. Il est difficile de les différencier des 

ECs matures phénotypiquement mais les ECFCs ont été caractérisées par leur 

capacité à former des pseudo-tubes en Matrigel in vitro. Les nouvelles 

recommandations préconisent également de classer les ECFCs en deux sous 

catégories en fonction de l’activité de leur aldéhyde déshydrogénase : faible activité 

(Ald-low) ou forte activité (Ald-High). Les Ald-low ECFCs jouissent d’un pouvoir de 

réparation vasculaire supérieur aux Ald-high ECFCs [114] (Tableau II) (Figure 14). 
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Figure 13 : Méthodologies utilisées pour étudier les EPCs 
 

La numération des EPCs circulants dans le sang est faite grâce à la CMF. La culture cellulaire 

permet d’isoler deux sous types cellulaires à savoir les ECFCs et les MACs. Les ECFCs 

appartiennent à la lignée endothéliale alors que les MACs expriment un phénotype similaire 

aux Macrophages M2.  

ECFCs; endothelial colony forming cells; EPC: endothelial progenitor cell; MACs: myeloid 

angiogenic cells; VEGFR-2: vascular endothelial growth factor receptor-2 [100] 

 

 

 

 

 

Tableau II : Caractéristiques des MACs et des ECFCs 
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Figure 14 : Méthodes de préparation des EPCs tardives et précoces humaines 
[115] 

 

C. Les Cellules souches mésenchymateuses (MSCs) 
 

La présence de cellules souches non hématopoïétiques résidant dans la MO a été 

suggérée par le biologiste allemand Cohnheim il y a 130 ans [116]. Son travail a fait la 

lumière sur la possibilité que la MO soit une source de cellules fibroblastiques pouvant 

sécréter du collagène au cours des processus de régénération. Cette hypothèse fut 

étayée en 1976 par les travaux de Friedenstein et al., [117] qui mirent en évidence, au 

sein de la MO, la présence d’une population de cellules à aspect fibroblastique et 

pouvant adhérer au plastique. Cette population semblait assez hétérogène et 

quiescente durant 2 à 4 jours puis commençait à se multiplier et à s’homogénéiser à 

partir de 4 jours de culture. Les observations de Friedenstein et al., ont mis en évidence 

la capacité étendue de différenciation de ces cellules : ostéoblastes, chondrocytes, 

adipocytes ce qui leur a valu la dénomination cellules souches mésenchymateuses 

car pouvant donner naissance aux cellules de la lignée mésenchymateuse [118-120]. 
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1. Origine, amplification in vitro et immunophénotypage 
 

a) Origine des MSCs et amplification in vitro 
 

Les MSCs humaines (hMSCs) sont isolées à partir des BM-MNCs [121]. Les MSCs 

peuvent être identifiées au sein de ces BM-MNCs grâce à leur capacité à former des 

colonies adhérentes in vitro. Ainsi, elles ont été désignées comme CFU-F (« Colony 

forming unit fibroblast ») [117]. 

La fréquence des MSCs au sein des BM-MNCs est généralement d’une à deux pour 

100 000 cellules. De plus, ce contingent de MSCs diminue avec l’âge. Par conséquent, 

une culture prolongée est souvent nécessaire pour obtenir une population importante 

de MSCs. Ces cellules ont en général ont une forte capacité de prolifération et sont 

relativement faciles à cultiver. Un certain nombre de formulations de milieux de culture 

commerciaux ont été introduits sur le marché au cours des dernières années. Ces 

formulations permettent aux laboratoires de travailler selon des protocoles 

standardisés [122].  

La culture des MSCs peut se réaliser selon trois méthodes : le test CFU-F, l'analyse 

du stroma de la MO et la culture de lignées de MSCs [123]. Le test CFU-F ; c’est une 

technique de culture in vitro en milieu liquide permettant de cloner les MSCs qui se 

multiplient en formant des colonies. Le nombre de colonies obtenu dépend du nombre 

de cellules initialement  planté suggérant ainsi que chaque MSC présente initialement 

forme une colonie in vitro. L’essai CFU-F permet par exemple de multiplier les MSCs 

issues des BM-MNCs dans un milieu contenant 10% de sérum de veau fœtal grâce à 

l’adhésion des MSCs au plastique. Le reste des BM-MNCs est donc éliminée au cours 

des lavages successifs. Après une phase de latence, les MSCs finissent par se 

multiplier rapidement avec un temps de doublement dépendant du donneur. 

Les hMSCs dérivées de la MO et du tissu adipeux (TA) peuvent être cultivées en 

continu in vitro pendant environ 20 passages. Il est difficile de savoir combien de 

passages peuvent être effectués avant que ces cellules ne développent une instabilité 

chromosomique ou ne perdent leur multipotence [124]. Certaines études ont montré 

que les cultures de hMSCs maintiennent un caryotype normal jusqu'au 20ème passage 

[125, 126]. Cependant, il a été démontré que suite à une culture prolongée, les MSCs 

perdent progressivement leur propriété d’auto-renouvellement et leur potentiel de 

différenciation multilinéaire se réduit [122]. 
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Les MSCs peuvent être isolées de la MO mais aussi du TA, du liquide amniotique, du 

périoste, du sang de cordon, de la gelée de Wharton et des tissus fœtaux [127-130]. 

Dans le cas d’une origine du TA, elles sont nommées ADSCs (« Adipose tissue derived 

stem cells »). 

 

b) Immunophénotypage 
 

Concernant les caractéristiques phénotypiques des MSCs, elles expriment un large 

panel de marqueurs dont aucun n’est complètement spécifique. Il est admis que les 

hMSCs adultes n’expriment pas les marqueurs hématopoïétiques CD45, CD34, CD14 

ou CD11 ni les molécules de co-stimulation CD80, CD86 ou CD40, ni les marqueurs 

d’adhésion CD31 (ou PECAM-1 « Platelet endothelial cell adhesion molecule -1 »), 

CD18 (ou LFA-1 antigène leucocytaire) ou CD56. En revanche les MSCs expriment 

CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44, CD90 (Thy-1), CD71 et Stro-1 et le marqueur 

d’adhésion CD106 (ou VCAM), CD166 (ou ALCAM, molécule d’adhésion cellulaire 

leucocytaire), ICAM-1 et CD29 [131-134]. Les MSCs d’autres espèces n’expriment pas 

forcément les mêmes marqueurs que les hMSCs [135]. 

Les hMSCs adultes expriment le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de 

classe 1 mais n’expriment pas les molécules du groupe HLA (CMH de classe II) [136]. 

Les hMSCs fœtales expriment plus faiblement les molécules de classe I que les hMSC 

adultes [137]. 

Sur la base des critères retenus par la société internationale de thérapie cellulaire 

(ISCT pour « International society of cellular therapy ») les MSCs doivent exprimer les 

marqueurs suivants : CD105 (SH2), CD73 (SH3) et CD90 et ne doivent pas exprimer 

les marqueurs suivants : CD45, CD34, CD14, ou CD11b, CD79 ou CD19 ni les 

molécules de surface HLA-DR [138] 

 

2. Différenciation in vitro des MSCs : 
 

Les capacités de différenciation des MSCs sont un élément supplémentaire utile à 

l’identification de cette population cellulaire. En effet, elles ont la capacité de se 

différencier en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes in vitro. 
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• Différenciation en ostéoblastes 

La différenciation en ostéoblastes requiert une couche confluente de MSCs à incuber 

avec de l’acide ascorbique, de la β-glycérophosphate et de la dexaméthasone durant 

2 à 3 semaines. Les MSCs vont former des agrégats ou des nodules, vont augmenter 

l’expression de la phosphatase alcaline. Une accumulation de calcium sera visible 

[133]. 

• Différenciation adipocytaire 

La différenciation adipocytaire est réalisée dans un milieu contenant de la 

dexaméthasone, de l’indométacine, de l’insuline et de l’isobutyl-méthyle xanthine. Une 

accumulation de lipide intracellulaire se met en place, ainsi que l’expression des 

récepteurs PPARγ2 (« Peroxisome proliferator-activated 2 »), de la lipoprotéine 

lipase [133]. 

• Différenciation chondrogénique 

Afin de promouvoir la différenciation chondrogénique, les MSCs sont centrifugées puis 

cultivées en présence de TGF-β [139]. 

 

3. Caractéristiques immunologiques des MSCs : 
 

Le phénotype immun des MSCs (MHC I+, MHCII-, CD40-, CD80-, CD86-) peut être 

considéré comme non immunogène. Le CMH de classe I devrait activer les 

lymphocytes T (Ly T) mais étant donné l’absence des molécules de co-stimulation la 

suite du signal ne peut être engagée laissant les Ly T anergiques. De nombreuses 

études ont aussi rapporté que les MSCs ont un rôle immunosuppresseur et peuvent 

donc moduler les fonctions des Ly T [140, 141]. 

Les MSCs présentent aussi des propriétés immunomodulatrices altérant la maturation 

et la fonction des cellules dendritiques. In vitro, elles sont capables d’inhiber la 

prolifération et la différenciation des lymphocytes B (Ly B) [142]. 

 

Les MSCs sont administrées chez l’homme en cas de transplantation allogénique pour 

améliorer le résultat de la prise de greffe hématopoïétique [143] et pour entraver la 

maladie du greffon contre l’hôte [144]. 
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Le rôle immunomodulateur des MSCs est actuellement mis à l’étude dans de 

nombreuses maladies auto-immunes.  

 

4. MSCs et réparation tissulaire 
 

Le fort potentiel de différenciation des MSCs et leur profil immunologique en font une 

source intéressante de cellules souches à mettre à profit dans la réparation tissulaire 

et la médecine régénérative. De nombreuses études précliniques ont démontré que 

les MSCs présentaient la capacité d’être recrutées sur les sites de lésions [145, 146]. 

D’autres groupes ont mis en évidence une augmentation de la néoangiogenèse dans 

le myocarde à proximité du site de transplantation de MSCs [147]. Les MSCs ont pu 

se différencier en cardiomyocytes, ECs et CML vasculaires démontrant leur fort 

pouvoir de différenciation et la bonne prise de greffe des MSCs. Par ailleurs les MSCs 

exercent un effet paracrine sur l’artériogenèse et l’angiogenèse via la sécrétion de FCs 

incluant le VEGF, le FGFb et le SDF-1α (« Stromal cell derived factor-1α ») [148]. 

De plus, les MSCs, du fait de leur rôle immunomodulateur, peuvent inhiber la 

prolifération des cellules immunitaires : Ly T ou Ly B, cellules NK (Natural Killer), 

cellules dendritiques [149, 150] et activer les Ly T régulateurs [151]. De cette manière, 

la voie allogénique s’ouvre aux MSCs.  

 

5. Mécanisme d’action des MSCs et utilisation dans les 

modèles précliniques d’ischémie  
 

a) Mécanisme d’action des MSCs 

 

(1) Effet paracrine 

 

Le milieu dans lequel sont cultivées les MSCs peut favoriser l’angiogenèse in vitro et 

la migration [152]. Les MSCs issues du TA sécrètent davantage de VEGF, de TGF et 

de HGF (« Hepatocyte growth factor ») que celles issues de la MO [153]. De même, 

le milieu dans lequel sont cultivées les MSCs issues du TA semble aussi plus riche en 

métalloprotéases 3 et 9 (MMP3 et MMP9) [154]. Le pré-conditionnement des MSCs 

permet d’augmenter leur pouvoir pro-angiogénique in vivo [155]. Dans des conditions 
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de culture hypoxiques (1% d’O2), les MSCs issues de la MO produisent davantage de 

VEGF qu’en conditions normoxiques (21% d’O2). La transplantation de telles cellules 

augmentent le réseau vasculaire in vivo dans la patte ischémiée de souris [152].  

In vivo, le mode d’action des MSCs n’est pas encore parfaitement élucidé en ce qui 

concerne une éventuelle différenciation ou une action exclusivement paracrine. En 

effet, une petite proportion de cellules se greffe transitoirement sur le site ischémié 

suite à leur administration par voie intraveineuse (IV). Dans un modèle murin d’IDM, 

la majorité des MSCs (83%) a été retrouvée dans le poumon dans l’heure suivant 

l’administration IV [156]. Cependant, il existe des preuves selon lesquelles les MSCs 

peuvent acquérir des propriétés endothéliales et myogéniques.  

(2) Différenciation myogénique 

 

Les MSCs, quelle que soit leur origine, peuvent induire une réparation musculaire 

[157]. Un conditionnement hypoxique augmente ce pouvoir [158]. Les MSCs peuvent 

aussi se différencier en cardiomyocytes ; une prédifférenciation de ces cellules permet 

d’augmenter leur pouvoir régénérant au niveau du cœur en comparaison aux MSCs 

indifférenciées [159]. De plus, les MSCs issues de la MO ou du TA peuvent se 

différencier en CML [160]. 

(3) Différenciation endothéliale in vitro et activité pro-

angiogénique in vivo 

 

De nombreuses études ont mis en évidence le pouvoir de différenciation endothéliale 

des MSCs issues de la MO ou du TA [160-163]. Il faut garder à l’esprit que les MSCs 

expriment quelques récepteurs endothéliaux tels que Stro-1 [164] ou CD105 (plus 

connue sous le nom endogline) [165] mais leur implication dans la transdifférenciation 

endothéliale des MSCs demeure inconnue à ce jour.  

• Transfection stable : 

Une manipulation ex vivo des MSCs induisant la surexpression de l’éphrine B2 

(protéine impliquée, entre autre, dans l’angiogenèse et la différenciation des 

cellules souches) provoque une différenciation endothéliale précoce de ces 

cellules réduisant ainsi le pouvoir de différenciation ostéogénique [166]. Nous 

pouvons également citer des études similaires ayant induit la surexpression de 

facteurs pro-angiogéniques (HGF, HIF-2α, PDGF-BB, FGF-2) par transfection 
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stable [167-169] et ayant démontré, in vivo, la supériorité pro-angiogénique de 

telles cellules par rapport aux MSCs indifférenciées.  

 

• Pré-conditionnement hypoxique : 

D’autre part, des études se sont intéressées au pré-conditionnement hypoxique 

des MSCs et ont mis en évidence une augmentation de l’activité pro-

angiogénique de ces cellules in vivo [170].  

 

• Simvastatine : 

Les patients atteints d’AOMI présentent dans la plupart des cas une 

hypercholestérolémie-LDL et sont donc traités par statine. Des études 

précliniques ont montré que la simvastatine n’affectait pas la viabilité des MSCs 

[171] et permettaient d’en augmenter le potentiel pro-angiogénique [172]. 

 

• Milieu de culture enrichi en FCs : 

Par ailleurs, la différenciation endothéliale des MSCs peut être obtenue par 

culture avec des FCs tels que le VEGF [162, 163, 173]. En effet, même si les 

MSCs ne possèdent pas de récepteur au VEGF, il semblerait que l’action de ce 

FC serait due à sa liaison aux PDGF-Rs (α [174] et β [175]) présents à la surface 

des MSCs. Une telle manipulation permet d’éviter toute modification génétique 

des MSCs [176]. Dans ce contexte, des endothelial-like MSCs (MELs) ont été 

décrites dans la littérature et peuvent être obtenues par culture des MSCs dans 

un milieu enrichi en FC pro-angiogéniques [177]. Ces cellules présentent le 

même phénotype que les MSCs indifférenciées mais, en cas de culture avec 

des composés de la MEC, peuvent se transdifférencier en ECs. In vitro, les 

MELs forment des pseudo-tubes plus importants que ceux formés par les MSCs 

(Figure 15) [177-179]. Dans un modèle de Matrigel plug in vivo, elles induisent 

la formation de vaisseaux fonctionnels [179].  
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Figure 15 : Les MELs forment des pseudo-tubes en Matrigel in vitro [177] 

 

b) Etudes précliniques 

 

• Origine tissulaire des MSCs  

Le pouvoir pro-angiogénique des MSCs in vivo dépend de leur origine. Les MSCs 

issues du TA (ADSCs) semblent promouvoir davantage la revascularisation que les 

MSCs issues de la MO [154, 160]. Comme expliqué précédemment, le 

conditionnement des MSCs a été exploré in vivo.  

• Potentialisation des MSCs 

De nombreuses approches ont été mises en évidence afin d’augmenter l’efficacité 

thérapeutique des MSCs [180]. Les Tableau III à VI représentent une liste non 
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exhaustive des essais précliniques ayant exploité des MSCs dans des modèles 

animaux de HLIM.  

• Design de l’étude  

A ce jour, une variété de doses a été utilisée dans le modèle rongeur. La dose 

fréquemment retenue est de l’ordre du million de cellules chez les rongeurs afin 

d’obtenir un effet bénéfique significatif (Tableaux III à VI). Peu d’équipes ont étudié un 

effet dose [181] ; or ce point est un facteur important à prendre en considération lors 

des études cliniques. 

De même, le mode d’administration le plus utilisé est la voie IM. Le timing 

d’administration est aussi important à définir ; la majorité des équipes administre les 

cellules 24 heures après l’induction de l’ischémie. Le site d’injection se situe dans un 

ou des muscles du membre ischémié (Gastrocnemius, antérieur tibial, 

semimembraneux, adducteur). A ces facteurs variables concernant les études 

précliniques, vient s’ajouter la notion de critère de jugement principal afin d’apprécier 

l’efficacité des cellules injectées. La majorité des études se focalisent sur l’étude du 

flux sanguin par Laser Doppler (LDPI : « Laser doppler perfusion imaging ») ou par 

technologie LASCA (« Laser speckle contrast analysis ») et l’exploration de critères 

fonctionnels in vivo (tels que l’étude de la marche et l’analyse des nécroses) et 

l’analyse histologique et immuno-histologique des nécroses. 
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Tableau III : Essais précliniques de TC dans l’AOMI avec injection de BM-MSCs 

m : souris ; h : homme ; r : rat 
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Tableau IV : Essais précliniques de TC dans l’AOMI avec injection de MSCs 
issues du tissu adipeux 

TA : Tissu adipeux ; m : souris ; h : homme ; FC : facteurs de croissance  
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Tableau V : Essais précliniques de TC dans l’AOMI avec injection de MSCs 

issues de tissus embryonnaires ou fœtaux 

h : homme ; UCB : Umbilical cord-blood ; WJ : Wharton’s Jelly; PD : Placenta-derived 
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Tableau VI : Essais précliniques de TC dans l’AOMI avec injection de MSCs 

modifiées 

m : souris ; h : homme ; r : rat ; PD : Placenta-derived  
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IV. REVASCULARISATION POST-ISCHEMIQUE : MECANISMES 

CELLULAIRES ET MOLECULAIRES 
 

A. Croissance et remodelage vasculaire : rôle dans la réparation 

des tissus ischémiés. 
 

1.  Différents processus régissent la croissance vasculaire 

post-ischémique 
 

Plusieurs processus différents et complémentaires sont impliqués dans la formation 

d'un réseau vasculaire fonctionnel. 

 

a) Vasculogenèse 

 

Au cours de la vie embryonnaire, la vasculogenèse permet d’initier la formation du 

plexus vasculaire dont l’origine est le mésoderme. Ce processus permet d’obtenir des 

vaisseaux sanguins primitifs à partir de la différenciation d’EPCs. Ces derniers issus 

de la MO [105], sont recrutés sous l’influence de cytokines et de FC qui permettent 

aussi leur différenciation en ECs. Seuls 8 à 11% des ECs composant les néovaisseaux 

sanguins proviennent d’EPCs différenciés en ECs [182]. 

La vasculogenèse est donc le nom donné aux évènements cellulaires initiaux, 

commençant par la prolifération d’EPCs qui se différencient pour former localement 

des tubules d’ECs (tubules primitifs). Ces tubules se joignent ensembles, il en résulte 

un plexus vasculaire indifférencié avec peu ou pas d'organisation (pas d'artérioles ou 

veinules) dans lequel le flux sanguin reste chaotique et non fonctionnel. 
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Figure 16 : Mécanismes de réparation vasculaire 

Lors d'une occlusion artérielle, l'artériogenèse (c'est-à-dire la croissance collatérale) est induite 
par la réorientation du flux sanguin, entraînant une augmentation de la contrainte de 
cisaillement et une production ultérieure de cytokines dans l'endothélium vasculaire. Des 
facteurs tels que le VEGF et le NO sont responsables de l'élargissement et de la croissance 
des collatérales, tandis que des facteurs tels que le PDGF et le FGF interviennent dans la 
stabilisation des vaisseaux en recrutant des péricytes. Le tissu hypoxique distal par rapport à 
l'occlusion exprime des facteurs de transcription tels que HIF, ce qui induit la production de 
protéines angiogéniques telles que le VEGF et l'Angiopoïétine, impliquées dans la modulation 
du système vasculaire distal (angiogenèse). L'angiogenèse peut inclure la germination, 
l'intussusception ou l'élargissement capillaire. La vasculogenèse pourrait également 
contribuer à la réparation vasculaire post-ischémique par l'incorporation de cellules 
progénitrices endothéliales circulantes dans les structures vasculaires en formation [66]. 

 

b) Angiogenèse 
 

L’angiogenèse contribue au développement d’une microvasculature plus élaborée et 

permet la formation de nouveaux vaisseaux (« daughter vessels ») à partir de 

vaisseaux préexistants (« mother vessel ») (Figure 16). Ce phénomène se déroule en 

quelques jours selon trois mécanismes différents [183] : 

✓ Le bourgeonnement ou « sprouting » d’ECs à partir de vaisseaux préexistants 

après activation de FC. Ce mécanisme se fait à partir d’ECs spécialisées : les 

« Tip cells » 

✓ L’ « intussusception » qui correspond à l’élargissement d’un vaisseau 

préexistant et à l’invagination de la paroi pour former deux vaisseaux. Les ECs 

sécrètent alors les composants nécessaires à la formation de la MEC 
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✓ Le « bridging » est provoqué par la division de vaisseaux préexistants en 

vaisseaux secondaires  

 

L'angiogenèse est donc le processus par lequel ce plexus se différencie et s'organise 

en un réseau de capillaires fonctionnels. Cette étape implique essentiellement le 

démarrage d’ECs des extrémités et des parois du tubule endothélial primitif 

préexistant.  

Ces étapes initiales, vasculogenèse suivie par l'angiogenèse, entraînent la formation 

d'un réseau capillaire étroit (<10 µm de diamètre) de microvaisseaux. 

 

c) Artériogenèse 

 

Lorsque ces deux dernières phases sont achevées, l’artériogenèse se met en place. 

Elle correspond à la formation de structures plus larges (artérioles, veinules, 

anastomoses artério-veineuses), suivies par la production de CML (myogenèse) ainsi 

que l’apparition de MEC consolidant les parois des structures vasculaires et la 

formation de péricytes autour des vaisseaux. 

La résistance artérielle ainsi que la conductance sont générées par le développement 

de leur media ainsi que de l’adventice. Pendant ce temps, les CML conservent un 

phénotype sécrétoire : ils synthétisent des FC (qui seront détaillés dans la suite du 

manuscrit) et des composants de la MEC. Les propriétés contractiles de ces cellules 

se développent plus tardivement. L’ensemble de ces évènements depuis la 

myogenèse jusqu’à la différenciation en péricytes font partie d’un processus nommé 

l’artériogenèse.  

 

d) Réseau vasculaire collatéral 

 

De plus, une croissance des collatérales s’établit, celles-ci forment des connexions 

entre les artères principales et sont responsables de la majorité du flux sanguin 

« régional ». La circulation collatérale, dont le débit est physiologiquement bas, peut 

se développer en réseau vasculaire fonctionnel. Dans des conditions favorables, ces 

collatérales peuvent assurer une bonne perfusion « régionale » en cas d’occlusion 

d’une artère majeure protégeant ainsi les tissus environnants d’ischémie nécrosante.  
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Figure 17 : Phénomènes et mécanismes orchestrant la revascularisation [184] 

Des processus distincts mais complémentaires gouvernent la revascularisation post-
ischémique.  

1. La vasculogenèse fait référence à la formation de nouveaux vaisseaux 
sanguins à partir d’EPCs. 

2. L’angiogenèse correspond au bourgeonnement de capillaires (Cap) à partir de 
capillaires existants. 

3. L’artériogenèse est l’étape de stabilisation de ces néovaisseaux grâce aux CML 
et aux péricytes (Per) formant de nouvelles artérioles (Art). 

4. La croissance des collatérales (Coll) correspond à la croissance et au 
remodelage des artérioles préexistantes qui initialement avaient un flux sanguin 
(FS) faible. 

 

Il faut garder à l’esprit que l’artériogenèse et la croissance des collatérales sont deux 

notions différentes :  
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✓ l’artériogenèse étant l’apparition de nouvelles structures artériolaires  

✓ la croissance des collatérales induit le remodelage et le développement 

d’anastomoses artérielles déjà présentes mais ayant un flux sanguin bas afin 

d’obtenir un réseau vasculaire étant capable de satisfaire la perfusion 

nécessaire des tissus concernés (Figure 17).  

 

Ces multiples processus complexes requièrent la coordination et la régulation précises 

de nombreux facteurs activateurs et /ou inhibiteurs interagissant avec des cellules 

vasculaires ou extra vasculaires. Ces mécanismes de régulation diffèrent d’un tissu ou 

d’un organe à l’autre et permettent d’obtenir des réseaux vasculaires hautement 

différenciés. A titre d’exemple, il existe de nombreuses différences anatomiques, 

histologiques et fonctionnelles entre les architectures vasculaires du foie, du poumon, 

du rein, du cerveau ou de la peau.  

 

2. Croissance vasculaire post-ischémique et remodelage 

tissulaire 
 

Ces différents processus sont initiés durant l’embryogenèse mais peuvent aussi être 

induits à l’âge adulte dans des situations physiologiques ou pathologiques. Dans ce 

contexte, l’homéostasie vasculaire joue un rôle majeur dans le remodelage des tissus 

en ischémie et peut s’avérer être une cible thérapeutique intéressante pour le 

rétablissement de la fonctionnalité d’organes ou de tissus ischémiques dans des 

pathologies telles que l’ischémie des membres inférieurs. Effectivement, suite à 

l’ischémie, le muscle squelettique subit une cascade d’évènements moléculaires, 

cellulaires et extracellulaires.  

 

De manière générale, la cicatrisation tissulaire peut se diviser en trois grandes 

phases :  

1) Après la formation d’un thrombus occlusif induisant une hypoperfusion et une 

ischémie, des modifications métaboliques apparaissent entraînant la nécrose 

ou l’apoptose des cellules touchées. 

2) Une seconde phase inflammatoire est caractérisée par le « homing » de 

polynucléaires neutrophiles (PNN), Monocytes (Mo) et Ly et leur migration vers 

les sites de nécrose afin de « nettoyer » les débris cellulaires. 
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3) Il s’ensuit une phase de régénération et de remodelage caractérisée par la 

migration et la différenciation de myofibroblastes et le dépôt de protéines de la 

MEC (avec parfois l’apparition de tissu cicatriciel permettant de remplacer le 

tissu nécrosé). Durant la dernière phase, des néovaisseaux se forment ou des 

vaisseaux préexistants se remodèlent sous le contrôle d’un programme pro-

angiogénique local, d’une balance immuno-inflammatoire et de cellules 

progénitrices vasculaires circulantes.  

 

Dans ce contexte, la vasculogenèse, l’angiogenèse, l’artériogenèse et la croissance 

des collatérales sont orchestrées dans le temps et l’espace afin d’établir un réseau 

vasculaire fonctionnel dans les sites ischémiques. L’artériogenèse et le remodelage 

de vaisseaux préexistants permettent probablement d’accroître le flux sanguin. Le 

développement de nouveaux capillaires (via la vasculogenèse et angiogenèse), il 

permet d’empêcher une destruction tissulaire massive. Bien que les stimuli initiaux 

soient différents, la vasculogenèse, l’angiogenèse, l’artériogenèse et la croissance des 

collatérales nécessitent les mêmes FC, les mêmes cytokines ainsi que les mêmes 

protéases qui activent de manière différente mais interdépendante ces quatre 

mécanismes (Figure 18).  

 

L’élucidation des mécanismes gouvernant la néovascularisation spontanée et le 

développement de stratégies thérapeutiques pro-angiogéniques représentent un 

enjeu majeur de santé publique.  
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Figure 18 : Réparation tissulaire post-ischémique [184] 

 

✓ Phase 0 : Thrombus 
✓ Phase 1 : suite à un thrombus initial, il se produit des évènements 

ischémiques (hypoxie, hypoperfusion, dysrégulation métabolique). Les 
cellules endommagées subissent une apoptose ou une nécrose.  

✓ Phase 2 : la phase inflammatoire où entrent en jeu les PNN (neutro), les 
Monocytes (Mono) et les Lymphocytes afin de retirer les débris cellulaires 
accumulés lors de la première phase.  

✓ Phase 3 : phase de remodelage et de régénération associée à la migration 
et à la différenciation des myofibroblastes. Cette phase correspond aussi à 
la synthèse de la MEC pouvant éventuellement aboutir à de la fibrose. 
Durant cette phase de nouveaux vaisseaux se forment sous le contrôle de 
FC. de progéniteurs (progénit.) locaux ou à partir du recrutement des EPCs.  
Les quatre processus de revascularisation sont orchestrés simultanément. 
L’artériogenèse et le remodelage des vaisseaux pré existants conduisent à 
une augmentation plus importante du flux sanguin. La vasculogenèse et 
l’angiogenèse permettant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins 
empêchant la dégradation massive de tissu hypoxique. Ces mécanismes 
sont interdépendants et associés sous le contrôle des mêmes chimiokines, 
signaux pro-angiogéniques, cellules inflammatoires et protéases (M1/M2, 
macrophage type 1 and 2; MMPs, Métalloprotéinases) 
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B. L’hypoxie et la revascularisation post-ischémique 
 

L’apport en O2 et en nutriments aux  1014 cellules de notre organisme est régulé dans 

les conditions physiologiques par la circulation sanguine. L’hypoxie tissulaire est 

définie par un déséquilibre entre l’apport et la demande en O2. Durant l’ischémie, la 

perfusion sanguine étant réduite, les besoins métaboliques ne sont pas satisfaits. La 

principale voie de signalisation induite par l’hypoxie nécessite l’activation du facteur de 

transcription HIF qui permet l’activation d’un set de gènes notamment celui codant 

pour le principal facteur de croissance pro-angiogénique VEGF. Des souris invalidées 

pour HIF-1 décèdent rapidement en conditions d’hypoxie [185]. HIF est un facteur de 

transcription ubiquitaire dirigeant une réponse adaptative suite à l’hypoxie dans toutes 

les cellules nucléées. Il est non fonctionnel à l’état basal dans les cellules 

« oxygénées » et devient actif en cas de stress hypoxique.  

 

1. Les différents acteurs de la revascularisation post-

ischémique 
 

a) HIF 

 

Le principal déclencheur de la néogenèse vasculaire est l’hypoxie tissulaire qui 

s’exprime par la voie de signalisation dépendante de HIF. Les HIFs sont des facteurs 

de transcription qui induisent l’expression de nombreux gènes qui jouent un rôle dans 

la revascularisation post-ischémique. Il existe deux types de HIFs  régulés par 

l’hypoxie, HIF-1 et HIF-2, dont l’expression est variable et présentent une sensibilité 

différente à l’oxygène.  

HIF-1 semble être le facteur de transcription le plus dépendant de l’oxygène et le plus 

impliqué dans la régénération vasculaire post-ischémique. Le facteur HIF-1 est une 

unité protéique composée de sous unités α et β. Ces sous-unités se subdivisent en 

sous catégories HIF-1α, HIF-2α, HIF-3α pour la sous-unité α et ARNT1, ARNT2 et 

ARNT3 pour la sous-unité β. HIF1-α est le facteur le plus impliqué dans la 

vascularisation suite à l’hypoxie. L’expression de HIF-1α est ubiquitaire et sa 

dégradation dépend de l’oxygène [186]. 
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✓ Dans les conditions physiologiques de normoxie, HIF-1α est indétectable 

car il est rapidement dégradé dans le protéasome.  

✓ En cas d’hypoxie, HIF-1α activé peut être transloqué dans le noyau. Dans le 

noyau il se dimérise avec HIF-1β et active la transcription de nombreux gènes 

pro-angiogéniques en se fixant sur leur séquence HRE (« Hypoxia regulated 

enhancer ») [187]. Par des mécanismes directs ou indirects, HIF-1α induit 

l’expression de plusieurs molécules pro-angiogéniques telles que le VEGF et 

l’eNOS (endothelial Nitric Oxyde Synthase) (Figure 19).  

 

HIF-1α est également impliqué dans le recrutement des cellules progénitrices 

nécessaires à la vasculogenèse en conduisant à l’activation de l’expression de 

chimiokines telles que CXCL12 (ou SDF-1). Enfin, HIF-1α joue un rôle dans  la réaction 

inflammatoire en contrôlant l’infiltration et l’activation des cellules myéloïdes via un 

mécanisme dépendant du VEGF. 

 

 

Figure 19 : Rôle et mécanisme d’action de HIF1-α [188] 

A. En présence d’oxygène, les résidus proline de HIF1-α sont hydroxylés par PHD. Ceci 

permet à HIF1-α d’interagir avec la protéine pVHL (Von Hippel Lindau protein). Cette 

interaction aboutit à l’ubiquitination de HIF1-α et à sa dégradation dans le protéasome.  

B. En condition d’hypoxie, HIF-1α n’est plus hydroxylé et il n’y a pas d’interaction entre 

HIF1-α et pVHL ; HIF1-α n’est donc plus dégradé. Il transloque dans le noyau, se 

dimérise avec HIF1-β afin de se fixer sur le domaine de régulation HRE de 

nombreux gènes pro-angiogéniques et d’en activer la transcription tels que celui 

codant pour le VEGF.  
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De plus, les gènes cibles de HIF sont aussi impliqués dans le métabolisme, 

l’érythropoïèse, l’homéostasie et l’autophagie [189]. En conditions hypoxiques HIF1-α 

induit une transition de la voie oxydative à la voie de la glycolyse anaérobie en activant 

la transcription des gènes PDK1 (Pyruvate déshydrogénase kinase 1) et LDHA 

(Lactate déshydrogénase A) entre autres. PKD1 phosphoryle le pyruvate empêchant 

sa dégradation et LDHA le convertit ainsi en lactate.  

HIF1-α contrôle le processus de revascularisation post-ischémique. Dans de 

nombreuses études expérimentales, l’augmentation de l’activité de HIF1-α a provoqué 

une augmentation de la collatéralisation et de l’arbre vasculaire. L’expression de HIF1-

α dans les sites de lésions provoque une mobilisation des EPCs et la revascularisation 

dans les tissus ischémiés [190].  

 

b) VEGF 

 

Étant donné la complexité du processus d’angiogenèse, il est important de souligner 

le rôle prédominant du facteur de croissance, VEGF. La famille du VEGF est 

composée de 5 homodimères (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF). VEGF-

A est l’acteur principal de l’angiogenèse post-ischémique [191]. Ce dernier existe sous 

5 isoformes dont la différence réside dans leur affinité aux récepteurs du VEGF et à 

leur périmètre d’action [192]. Le PIGF, en se fixant sur VEGFR-1 présent à la surface 

des ECs, permet de potentialiser l’action du VEGF-A sur son récepteur VEGFR-2 

(Figure 20). La fixation de VEGF à un de ses récepteurs induit la dimérisation de ce 

dernier et sa phosphorylation [193] selon trois mécanismes différents : 

✓ Autophosphorylation 

✓ Phosphorylation via l’interaction avec le corécepteur NP1 (Neuropiline 1) qui 

permet d’augmenter l’affinité du VEGF pour VEGFR-2 

✓ Phosphorylation « mutuelle » entre VEGFR-2 et des récepteurs de type 

intégrines [194]. La fixation du VEGF à son récepteur VEGFR-2 induit son 

activation et la phosphorylation de l’intégrine qui à son tour agit en synergie en 

amplifiant l’état de phosphorylation de VEGFR-2. Ceci favorise l’adhésion des 

ECs et leur migration dirigée le long de la MEC [194].  
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Le VEGF-A est indispensable et essentiel à l’activation des ECs et permet d’initier la 

formation de néovaisseaux par angiogenèse ou vasculogenèse [195, 196]. 

Concernant la vasculogenèse, il stimule la différenciation des EPCs en ECs [197]. 

Concernant l’angiogenèse, c’est le gradient de VEGF, mis en place grâce à la 

dégradation de la MEC par protéolyse, qui permet d’initier le bourgeonnement et la 

prolifération des ECs jusqu’au site ischémié. En diminuant l’expression des protéines 

de jonction, il contribue à la formation de vaisseaux immatures hyper perméables 

[198]. Dans le cas de l’angiogenèse et de la vasculogenèse, l’effet du VEGF-A passe 

par le récepteur VEGFR-2 [199].  

 

 

Figure 20 : VEGF et ses récepteurs [200] 

 

Le rôle central du récepteur VEGFR-2 dans la vasculogenèse et l’hématopoïèse a été 

mis en évidence grâce aux souris invalidées (souris knock-out) pour le gène VEGFR-

2 dont les embryons meurent in utero dès les premiers jours du développement dû à 

des malformations des vaisseaux et du sang. La signalisation VEGF/VEGFR-2 inhibe 

l’apoptose des ECs en activant la voie de transduction PI3K/Akt (PI3K : 

phosphatidylinositol 3-kinase et Akt : protéine kinase B) qui induit l’expression de la 

protéine anti-apototique Bcl-2 [195]. Le VEGFR-2 est également le médiateur principal 

des effets mitogénique, angiogénique et perméabilisant du VEGF. 
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Figure 21 : Les étapes cellulaires  de l’angiogenèse 
 

La construction d’un nouveau capillaire sanguin à partir d’un réseau vasculaire préexistant 

nécessite deux grandes étapes complémentaires : une phase d’activation et une phase de 

maturation. Au cours de l’étape d’activation, des FC tels que le VEGF se lient à leurs 

récepteurs à la surface des ECs et induisent la sécrétion de protéases permettant la 

dégradation de la membrane basale du vaisseau. Ils stimulent aussi la migration des ECs et 

leur prolifération. Une EC s’engage vers un phénotype « tip-cell » (cellule de pointe) émettant 

des filopodes et migrant dans la matrice dégradée tout en « palpant » son environnement. Les 

cellules au contact de la « tip-cell » adoptent alors un phénotype différent, appelé « stalk- cell 

» (cellule organisée en tige), restant alignées et jointives derrière la « tip-cell » et allongeant 

progressivement le bourgeon vasculaire par le biais de divisions mitotiques.[201] 

 

c) FGF 

 

La famille du FGF (Fibroblast growth factor) a été la première décrite comme ayant un 

effet sur la croissance des ECs [202]. Il existe 22 isoformes du FGF [203]. Ce sont 

essentiellement des protéines sécrétées à l’exception de FGF-1 (acide, FGFa) et FGF-

2 (basique, FGFb) qui sont exprimés à la surface des cellules et dont l’activation induit 
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leur relargage. Ces deux isoformes ont un fort potentiel pro-angiogénique mis à profit 

dans des études ou des essais cliniques pour le traitement de l’ICMI [204].  

Les isoformes FGF contiennent tous un site de liaison aux glycosaminoglycanes 

(GAG) de type héparane sulfate qui leur permet d’être séquestrés dans la MEC puis 

d’être libérés suite à la protéolyse de la MEC. Ce site de liaison leur permet également 

de se lier à leurs récepteurs FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3, FGFR-4 [205, 206]. La fixation 

du ligand sur le récepteur induit la dimérisation de ce dernier et son activation via 

l’autophosphorylation de ses résidus tyrosine intracellulaires [206]. Cette activation va 

à son tour induire une cascade de phosphorylation de protéines kinases, notamment 

celles impliquées dans les voies ERK, Src et Ras qui contribuent à la migration et à la 

différenciation des ECs [207]. 

 

d) PDGF 

 

Les protéines de la famille du PDGF (Platelet-derived growth factor) sont des protéines 

dimériques (homodimères ou hétérodimères) composées de 4 chaînes 

polypeptidiques. Il existe quatre isoformes de la protéine : PDGF-A, PDGF-B, PDGF-

C et PDGF-D. Les récepteurs du PDGF sont le PDGFR-α et le PDGFR-β qui sont des 

récepteurs à tyrosine kinase. Les ligands PDGF-A, PDGF-B et PDGF-C se fixent au 

récepteur PDGFR-α avec une grande affinité. Les ligands PDGF-B et PDGF-D 

peuvent se fixer au PDGFR-β [208]. Le système ligand/récepteur PDGF-A/ PDGFR-α 

est retrouvé principalement dans les ECs et les cellules vasculaires musculaires lisses 

[209]. Il est important de noter que de son côté, le PDGF-B est surtout impliqué dans 

le développement des néovaisseaux par lesquels il est produit. Son récepteur, le 

PDGFR-β est fortement exprimé par les MSCs et les CML vasculaires en cours de 

développement [210] (Figure 21). 

 

e) Monoxyde d’azote 

 

Le monoxyde d’azote (NO) est un gaz vasodilatateur qui diffuse facilement au travers 

des membranes biologiques. En revanche, sa demi-vie de l’ordre de la seconde limite 

l’ampleur de ses effets et sa diffusion à travers les tissus. Il est synthétisé par la NO 

synthase (NOs) qui elle-même existe sous 3 isoformes : NOs inductible (iNOs), 

neuronale (nNOs), endothéliale (eNOs). La nNOs est exprimée de manière constitutive 
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à la surface des neurones et l’eNOs à la surface des ECs [211]. Le NO participe 

directement aux effets du VEGF-A et réprime les promoteurs de gènes codant pour la 

thrombospondine anti-angiogénique.  

 

f) Angiopoiétines 

 

Il existe 4 ligands angiopoiétines : Ang-1, Ang-2, Ang-3, Ang-4 et 2 récepteurs Tie1 et 

Tie2. Les 4 angiopoiétines  peuvent se fixer sur Tie2. Ang-1 et Ang-2 sont les agonistes 

de Tie2, en revanche Ang-3 et Ang-4 agissent comme des antagonistes [212].  

✓ L’Ang-1 est exprimée par les CML vasculaires et les péricytes de manière 

constitutive et contribue à la protection de l’endothélium [212].  

✓ L’Ang-2 est très faiblement retrouvée dans les conditions physiologiques et ce 

exclusivement dans les ECs où elle est stockée dans les corps de Weibel 

Palade [212]. L’Ang-1 et l’Ang-2 agissent en quelque sorte en antagonisme sur 

le récepteur Tie2.  

✓ Le récepteur Tie2 est retrouvé à la surface des ECs ainsi qu’à la surface des 

HSCs mais en proportion plus faible. C’est un récepteur comprenant un 

domaine de fixation extracellulaire et un domaine intracellulaire à type tyrosine 

kinase [212]. 

 

2. HIF et les acteurs clefs de la genèse vasculaire 
 

HIF1-α contrôle l’expression de VEGF-A et de son récepteur VEGFR-1, de chimiokines 

telles que CXCL12 (ou SDF-1, Stromal derived factor 1), de l’Ang-2, du PDGF-B, et 

du SCF (Stem cell factor ou c-Kit ligand) [213].  

Plus particulièrement, HIF1-α régule l’expression de VEGF-A [214] qui, une fois 

sécrété, se lie à ses récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. VEGF-A pourrait activer la 

prolifération et la survie cellulaire via des mécanismes dépendants du PI3K/Akt [215]. 

Akt contribue à l’angiogenèse en inhibant l’apoptose et en phosphorylant l’eNOS. Ce 

dernier produit le NO qui participe directement aux effets du VEGF-A. De plus, le NO 

réprime le promoteur de nombreux gènes anti-angiogénique tel que celui codant pour 

la thrombospondine 2.  
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3. HIF et la voie inflammatoire 
 

Il existe aussi une synergie entre la voie hypoxique contrôlée par HIF, l’induction et 

l’intensité de la réaction inflammatoire qui est modulée elle-même par le facteur de 

transcription NF-κB (Nuclear factor-kappa B). L’expression de HIF est essentielle pour 

les fonctions inflammatoires des Mo et des PNN [216].  

HIF régule la survie des PNN de manière dépendante du NF-κB [217]. A son tour NF-

κB peut aussi augmenter les taux de HIF-1α par des mécanismes transcriptionnels 

[218]. D’autres cytokines pro-inflammatoires telles que le TGF-β (Transforming growth 

factor-β) [219] et l’IL-1β [220] amplifient l’action de HIF-1α. A son tour HIF contrôle 

l’expression de CXCL12, qui joue un rôle crucial dans la réponse inflammatoire post-

ischémique. De plus, l’activation indirecte de la voie HIF conduit à l’expression de 

nombreuses chimiokines (CCL2, CCL5, CX3CL1, CXCL12). Ces chimiokines 

amplifient le recrutement des monocytes-macrophages  et des lymphocytes aux sites 

ischémiés [221]. HIF induit aussi la production de β2-intégrine qui favorise l’adhésion 

leucocytaire [222]. L’activation du remodelage vasculaire se fait via les macrophages 

M2 résidant, conduisant à une augmentation du recrutement des CML et à leur 

prolifération. 

 

C. Inflammation et revascularisation post-ischémique 
 

De nombreuses cellules inflammatoires sont mobilisées sur le site ischémié où elles 

jouent un rôle essentiel dans la revascularisation et le remodelage vasculaire [223]. 

 

1. Cellules myéloïdes et la néovascularisation 
 

a) Les polynucléaires neutrophiles (PNN) 

 

Le rôle des PNN dans la revascularisation n’est pas complètement défini. Ils sont les 

premiers recrutés sur le site ischémié : ils s’infiltrent au bout de quelques heures et 

sont majoritaires 24 heures après l’ischémie. Ils sécrètent l’élastase dont l’effet est 

anti-angiogénique et la sérine-protéase qui induit l’apoptose des ECs [224]. Ils 
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représentent une source importante de ROS (Reactive oxygen species) pouvant 

occasionner des dommages cellulaires [223].  

 

b) Les Monocytes/Macrophages (Mo/M) 

 

Les Mo : le rôle des monocytes dans la revascularisation post-ischémique a été décrit 

par Schape et al., au cours d’une étude préclinique d’ICMI chez le lapin. Ils ont 

constaté la présence d’un infiltrat monocytaire à proximité des vaisseaux et associé 

au développement de nombreux capillaires et de CML [71]. Les Mo promeuvent 

l’angiogenèse et la croissance des collatérales selon un mode paracrine en sécrétant 

divers FCs tels que le FGFb et le VEGF [225]. Ils sont aussi une source majeure de 

MMPs telles que la MMP-9 qui est impliquée dans la dégradation de la MEC, dans 

l’embranchement et l’émergence des néovaisseaux sur le réseau vasculaire [226]. Des 

études récentes suggèrent que les monocytes/macrophages seraient impliqués dans 

une fusion avec les ECs « tip cells » conduisant à la formation du réseau vasculaire 

[227].  

Il existe deux sous populations de Mo :  

✓ les CD14+high CD16- ainsi que les CD14+low CD16+ [228]. Les CD14+high 

(Monohigh) sont majoritaires au bout de 3 à 4 jours sur le site ischémié.  

✓ Les CD14+low (Monolow) sont majoritaires au bout 5 à 7 jours.   

✓ Les Monohigh sécrètent davantage de MMPs alors que les Monolow davantage 

de VEGF. 

Les Mo infiltrent le tissu ischémié dans les premiers jours et s’y différencient en 

macrophages. Il existe deux populations de macrophages :  

✓ Les M1, plus précoces, exprimant la iNOs et des cytokines pro-inflammatoires 

(IL-1 et IL-12) 

✓ Les M2, plus tardifs, sécrétant plutôt la cytokine IL-10 anti-inflammatoire et du 

VEGF, ces derniers sont impliqués dans le remodelage et la régénération 

tissulaire [229]. 
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2. Cellules lymphoïdes et la néovascularisation. 
 

 

Les Ly T auxiliaires (CD3+/CD4+) et cytotoxiques (CD3+/CD8+) sont les acteurs clefs 

du processus de revascularisation post-ischémique. En effet, les souris « Nude » 

athymiques, chez lesquelles les Ly T sont inexistants, le processus de 

revascularisation est altéré par rapport aux souris de souches sauvages [230]. Leur 

effet est essentiellement paracrine via la sécrétion de VEGF. Ils sécrètent également 

des cytokines impliquées dans le recrutement des monocytes, l’activation de 

l’artériogenèse et le recrutement de EPCs [231]. Leur cinétique d’apparition sur le site 

d’ischémie semble assez précoce mais peu de données de la littérature existent à ce 

sujet [184]. Les Ly T reg (CD4+/CD25+) sont impliqués dans la revascularisation post-

ischémique dans mesure où ils inhibent les cytokines pro-inflammatoires. Le rôle des 

Ly B demeure peu compris (Figure 22).  

 

Figure 22 : Réponse inflammatoire post-ischémique [184] 

Cinétique de l’infiltration du tissu ischémique par les cellules inflammatoires au cours du temps.  

• Les PNN sont les premières cellules à s’infiltrer (au bout de quelques heures après 

l’ischémie) avec les Ly T.  

• Les monocytes (Mono) s’infiltrent, d’abord les Monohigh puis ensuite les MonoLow. Les 

Mono se différencient en macrophages de type 1 (M1) et de type 2 (M2) au sein du 

tissu. Les M1 présentent des propriétés pro-inflammatoires supérieures aux M2. En 

effet, les M2 sont impliqués dans la phase de régénération tissulaire. 
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3. Mécanismes de mobilisation de la moelle osseuse vers 

le sang 
 

Les cellules souches évoquées et décrites précédemment dans le chapitre II sont 

essentiellement localisées dans la MO au niveau des niches ostéoblastiques et 

périvasculaires. Elles sont mobilisées sous l’influence de nombreux FCs et cytokines 

permettant de les libérer de la MO, de les attirer sur le site d’ischémie et d’y permettre 

leur adhésion. Les différents acteurs orchestrant cette mobilisation et ce recrutement 

sont détaillés dans les paragraphes suivants (Figure 23).  

 

Figure 23 : Mobilisation des EPCs pour la revascularisation [115] 

 

Sous l’influence de FCs, les EPCs circulants sont recrutés à partir de la MO puis attirés sur le 

site d’ischémie afin de contribuer à la néovascularisation. Leur mécanisme d’action repose sur 

une acticité de différenciation et paracrine. Ils activent la prolifération et la survie cellulaires. 

Ils permettent de recruter davantage de progéniteurs locaux.  

Abréviations : GM-CSF: granulocyte macrophage-colony stimulating factor; IGF-1: insulin like 

growth factor-1.   
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a) Inhibition de la rétention au sein de la moelle osseuse 

 

La concentration d’EPCs dans le sang augmente à la suite d’un traumatisme 

vasculaire. Cela est lié à l’augmentation des concentrations de VEGF-A qui 

provoquent ainsi la mobilisation des cellules médullaires via le couple CXCL12/CXCR4 

[232, 233]. 

 

• Axe CXCL12 / CXCR4 

Structure moléculaire 

CXCL12, également appelée SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor-1) est une 

chimiokine qui a été découverte par l’équipe de Nagasawa en 1994 dans les cellules 

stromales de la MO où elle y est sécrétée de façon constitutive. CXCL12 se lie et active 

son récepteur membranaire CXCR4. CXCL12 possèdent aussi un domaine de liaison 

aux glycosaminoglycanes (GAG), plus précisément aux héparan-sulfates (HS). 

Mode d’action - chimiotactisme 

Le chimiotactisme qu’exerce CXCL12 sur les cellules CXCR4+ dépend de son gradient 

de concentration. Les cellules CXCR4+ migrent vers les zones les plus concentrées 

en CXCL12. La mobilisation des cellules CXCR4+ depuis la MO vers la circulation 

sanguine dépend du gradient de concentration de CXCL12 qui existe entre ces deux 

compartiments.  

✓ Dans des conditions physiologiques, les cellules CXCR4+ sont retenues 

dans la MO car CXCL12 y est fortement exprimé alors qu’il est presque absent 

dans le sang.  

✓ Lors d’une ischémie, la dégradation de CXCL12 dans la MO et l’hypoxie 

stimulent l’expression de CXCL12 dans le tissu ischémique [234]. Ainsi, le 

gradient de concentration de CXCL12 s’inverse et permet d’attirer les cellules 

médullaires CXCR4+ depuis la MO vers le sang puis secondairement vers la 

zone hypoxique. La MMP-9 dégrade le CXCL12 et permet ainsi la libération des 

cellules CXCR4+ de la niche hématopoïétique [235]. La MMP-9 est activé par 

le VEGF-A.  
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• Axe c-Kit / Kit-L 

L’interaction entre leur récepteur c-Kit (CD117) et le ligand membranaire Kit-L (ou 

SCF : Stem cell factor) présent à la surface des cellules stromales permet de retenir 

ces cellules progénitrices au sein de la MO. La MMP-9, activée par le VEGF-A, clive 

Kit-L, libérant ainsi les cellules souches c-Kit+ en dehors de leur niche hématopoïétique 

où elles pourront proliférer puis migrer dans la circulation sanguine [236, 237].  

 

• Rôle du NO 

Le NO joue également un rôle dans la mobilisation des cellules. En effet, les ECs et 

certaines cellules stromales médullaires expriment VEGFR-2. L’augmentation de 

l’expression de VEGF due à l’hypoxie active la eNOs des cellules médullaires via le 

récepteur VEGFR-2, ce qui induit la production locale de NO qui va non seulement 

activer la MMP-9 mais également la prolifération et la différenciation de cellules 

souches [238]. 

 

b) CSF (Colony-Stimulating Factor) 

 

Les CSF (Colony-Stimulating Factors) sont une famille de cytokines contrôlant la 

mobilisation et la différenciation des HSCs. Il existe plusieurs membres dont le G-CSF 

(Granulocyte Colony-Stimulating Factor) et le GM-CSF (Granulocyte Monocyte 

Colony-Stimulating Factor) qui sont les plus connus. 

Le G-CSF permet également de mobiliser les cellules CD34+, CD133+ et les EPCs en 

augmentant indirectement la protéolyse du CXCL12. En effet, le G-CSF va stimuler la 

sécrétion des MMP9 par les PNN présents dans la MO [239]. L’axe CXCL12/CXCR4 

régule donc de manière importante la rétention et la mobilisation des cellules CXCR4+ 

à savoir, les Monocytes/Macrophages, les Ly T et B, les plaquettes et les HSCs CD34+ 

(Figure 24). En cas de mauvaise mobilisation du patient par des injections sc ou voie 

IV de G-CSF (Filgrastim ou Lénograstim), un inhibiteur de l’axe CXCL12/CXCR4 

(Plerixafor) peut être rajouté. 
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Figure 24 : Mobilisation de cellules souches dérivées de la moelle osseuse 
[240]  

Le G-CSF stimule la sécrétion de la MMP-9 par les PNN médullaires. La MMP-9, en 

dégradant le CXCL12 (ou SDF-1), va permettre la libération des cellules CXCR4+ dans 

la circulation sanguine. 

Abréviations : CXCR4 : récepteur C-X-C 4; G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating 

Factor; MMP-9 : métalloprotéinase-9; SDF-1 : Stroma-derived factor-1 

 

4. Tropisme des cellules pour la zone ischémiée 

 

Les cellules ainsi mobilisées peuvent parcourir l’ensemble de l’organisme via la 

circulation sanguine. Le recrutement des cellules vers la zone ischémiée se fait 

essentiellement grâce aux chimiokines, et leur  adhésion à l’endothélium grâce aux 

sélectines et intégrines.  
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a) CCL2 / CCR2 

La CCL2 est une chimiokine fortement impliquée dans le processus de 

revascularisation post-ischémique. Son action pro-angiogénique s’exerce via son 

récepteur CCR2 présent à la surface des cellules progénitrices [241]. 

L’interaction CCL2/CCR2 participe donc à la revascularisation post-ischémique en 

orchestrant en partie le recrutement des cellules nécessaires à ce mécanisme.  

 

b) CX3CL1 / CXC3CR1 

La CX3CL1, couramment nommée fractalkine (Fkn), est une chimiokine qui possède 

un domaine riche en mucines qui lui permet d’adhérer aux ECs. Elle exerce un 

chimiotactisme sur les monocytes/macrophages via son récepteur CX3CR1. De plus, 

les ECs expriment aussi le récepteur CX3CR1 [242]. 

 

c) CXCL12 / CXCR4 

Lors d’une ischémie, le gradient de concentration de CXCL12 s’inverse et permet 

d’attirer les cellules CXCR4+ (MNCs, cellules NK, lymphocytes T, les lymphocytes B, 

les HSCs ou encore les EPCs) depuis la MO vers la zone hypoxique.  

 

5. Roulement, arrêt et transmigration des cellules dans le 

tissu ischémique 
 

Les cellules médullaires attirées sur le site de l’ischémie par chimiotactisme roulent 

sur l’endothélium, y adhèrent puis pénètrent dans le tissu ischémique essentiellement 

par transmigration endothéliale. Elles vont interagir avec le microenvironnement. 

 

a) Roulement des cellules grâce aux Sélectines 

 

Les sélectines sont une famille des glycoprotéines à un seul domaine 

transmembranaire regroupant : la L-sélectine (leucocytaire), la E-sélectine 

(endothéliale) et la P-sélectine (plaquettaire). Les E et P-sélectines sont exprimées à 
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la surface des ECs et forment de faibles liaisons avec le PSGL-1 (P-Selectin 

glycoprotein ligand-1 ou CD162) présent sur les cellules médullaires. Ces faibles 

interactions permettent aux cellules médullaires de «rouler» le long de l’endothélium 

et de ralentir leur progression. La E-selectine est également présente à la surface des 

EPCs [243]. 

b) Arrêt des cellules grâce aux intégrines 

 

Les intégrines sont des récepteurs cellulaires transmembranaires constituées de deux 

sous-unités α et β. Elles permettent surtout aux cellules d’adhérer à la MEC à d’autres 

cellules. En effet, les leucocytes, les lymphocytes et les EPCs les expriment et peuvent 

donc se lier aux récepteurs présents à la surface des ECs (ICAM-1, VCAM-1). Ces 

liaisons étant fortes et stables, elles permettent aux cellules médullaires d’adhérer et 

de s’arrêter à l’endothélium.  

 

c) Transmigration endothéliale 

 

Ayant adhéré aux ECs, les cellules médullaires traversent ensuite l’endothélium selon 

deux mécanismes :  

✓ La transmigration paracellulaire : les cellules médullaires passent entre deux 

ECs. Ce mécanisme est appelé « diapedèse ». Les jonctions entre les ECs se 

« fragilisent » grâce à l’action du NO produit par les ECs qui perméabilise les 

vaisseaux. Ces jonctions sont dépendantes de nombreuses molécules 

d’adhésion telles que PECAM-1 (CD31) [244]. 

✓ La transmigration transcellulaire : les cellules médullaires traversent au 

travers d’une cellule endothéliale (mécanisme plus rare) 

 

6. Devenir des cellules dans le tissu ischémique 
 

Les cellules médullaires recrutées au niveau du tissu ischémique orchestrent la 

revascularisation selon trois grands mécanismes :  
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✓ Elles sont capables de se différencier en ECs matures pour s’intégrer au 

vaisseau néoformé (action directe),  

✓ Elles peuvent sécréter des facteurs pro-angiogéniques (action indirecte 

paracrine). 

✓ Elles peuvent interagir avec les cellules hôtes présentes sur le site 

d’ischémie  

A l’heure actuelle, le devenir précis de ces cellules est encore quelque peu élusif. 

 

a) Action directe : différenciation et intégration des cellules 

 

De nombreuses études ont mis en évidence la capacité des cellules progénitrices à se 

différencier en ECs et d’intégrer les vaisseaux néoformés [105]. 

Dans un modèle murin d’ICMI (HLIM), les EPCs injectées en IV se sont d’intégrées au 

réseau vasculaire néoformé et exprimaient le marqueur endothélial CD31. La co-

administration d’EPCs et de cellules progénitrices musculaires a majoré le marquage 

CD31 des muscles [245]. 

De plus, dans un modèle murin d’IDM, l’injection dans la zone infarcie de cellules 

mononuclées de la MO (BM-MNCs) a permis d’obtenir un taux d’intégration de 30% 

[246]. 

De nombreux travaux et publications dans la littérature font la lumière sur la capacité 

des cellules médullaires à intégrer les néovaisseaux et à se différencier en cellules 

vasculaires matures. Cependant, leurs critères de différenciation restent encore mal 

connus et débattus. En effet, il semblerait que les cellules médullaires 

n’incorporeraient pas les vaisseaux en formation mais qu’elles s’accumuleraient à 

proximité et autour des vaisseaux collatéraux. Les hypothèses s’orientent vers la 

capacité de différenciation de certaines cellules des BM-MNCs en fibroblastes ou en 

péricytes soutenant l’idée qu’elles auraient plutôt un rôle de cellules de soutien [247]. 
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b) Action indirecte : effet paracrine 

 

Physiologiquement, les cellules souches ou progénitrices sont des évènements 

rares (estimées à moins de 0,01%). Les MSCs, encore plus rares, peuvent sécréter 

de nombreuses cytokines et FCs pro-angiogéniques (VEGF, CXCL12, Ang-1, SCF, 

TGF-, HGF, FGF, IGF-1, PIGF, GM-CSF, IL-6,   ). In vivo, l’amélioration de la 

revascularisation observée chez la souris ayant une ligature de l’artère fémorale suite 

à l’injection de MSCs est corrélée à une augmentation des taux de VEGF et de FGFb 

dans la patte ischémique, révélant le rôle crucial des facteurs sécrétés par les MSCs 

[148]. 

Les BM-MNCs sont constituées majoritairement de cellules matures (Granuleux, Ly, 

Mo, plaquettes) qui ne peuvent pas se différencier en ECs. Par contre, les cellules 

inflammatoires recrutées sur le site d’ischémie (Ly, Mo) possèdent un effet pro-

angiogénique paracrine en sécrétant de nombreux FCs (VEGF, FGF, CCL2 ou le TNF-

α) [246]. Les Mo produisaient également de nombreuses cytokines comme le VEGF, 

NO, CCL2 et FGFb [248]. 

 

c) Interaction avec le tissu hôte 

 

La présence des EPCs sur le site ischémié augmente les taux circulants de BM-MNCs 

et leur incorporation montrant ainsi que les EPCs favorisent le recrutement d’autres 

cellules progénitrices [249]. 

Les EPCs libèrent également du NO qui accentue la perméabilité vasculaire et facilite 

l’extravasation des cellules sanguines. Enfin, la sécrétion de protéases comme les 

MMPs par les cellules médullaires favorise la migration des cellules endogènes et la 

formation des vaisseaux (Figure 25). 

L’activité des cellules médullaires est modulée par le microenvironnement : 

✓ Favorable : l’hypoxie, les forces de cisaillements et de nombreuses cytokines 

ou interleukines (IL-1b, IL-20)  

✓ Néfaste : le stress oxydant, les ROS, les débris apoptotiques et d’autres 

interleukines (IL-10, IL-12, IL-18)  
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Tableau VII représente une liste non exhaustive des facteurs pro- et anti-

angiogéniques. 

Facteurs pro-angiogéniques Facteurs anti-angiogéniques 

✓ VEGFs (VEGF-A 165) 
✓ FGF-1 (FGFa) et FGF 2 (FGFb) 
✓ PDGF-A & PDGF-B 
✓ HGF 
✓ PIGF 
✓ EGF (Epidermal growth factor) 
✓ CXCL12 (SDF1) 
✓ MMP2/9 
✓ Angiopoïétines 1 et 2 
✓ Angiogenin 
✓ SCF (ou KIT ligand) 
✓ IGF-1 
✓ NO 

✓ TGF- et TGF- 

✓ TNF 
✓ IL-1b 
✓ IL-8 
✓ IL-20 
✓ EPO (Erythropoïétine) 
✓ CSFs (G-CSF, …) 
✓ Insuline 
✓ Héparine 
✓ Adénosine 
✓ Plasminogen activator 
✓ … 

✓ Thrombospondin-1 et 2 
✓ Angiostatin 
✓ Endostatin 
✓ TIMPs (TIMP1, 2 et 3) 
✓ IL-4 
✓ IL-10 
✓ IL-12 
✓ IL-18 

✓ IFN−− 
✓ Somatostatin 
✓ PF4 (Platelet Factor 4) 
✓ Thrombine (FII) 
✓ … 

 

Tableau VII : Facteurs pro- et anti-angiogéniques 
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Figure 25 : Recrutement, infiltration et potentiel pro-angiogénique des 
différentes cellules inflammatoires [184] 

 

Diverses interactions entre les molécules d’adhésion exprimées par les cellules myéloïdes et 

les lymphocytes (PSGL-1, CD26L, intégrine beta 2) avec les ECs (sélectine CD62E and 

CD62P, VCAM-1, ICAM-1 and -2). Ces interactions permettent les phénomènes 

d’attachement, de roulement et de migration trans-endothéliale des MNCs 

circulantes. La cinétique des cellules inflammatoires est sous le contrôle des 

chimiokines CC et CX dont les récepteurs sont exprimés à la surface des cellules 

inflammatoires. Les cellules inflammatoires ainsi infiltrées contrôlent la 

revascularisation post-ischémique en sécrétant un certain de FCs (VEGF-A, 

FGFb…), de cytokines avec un rôle pro- (IL-1, IL-20) et anti-angiogénique (IL-10, 

IL-12, IL-18). Ils sont aussi une source majeure de protéases (MMPs, cathepsine, 

élastase) qui sont impliqués dans le contrôle et l’émergence du réseau vasculaire.  
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V. THERAPIE CELLULAIRE DANS L’ISCHEMIE CRITIQUE DES 

MEMBRES INFERIEURS 
 

A. Contexte 
 

L’ICMI présente des retentissements considérables sur la qualité de vie des patients. 

Malgré une prise en charge optimale (procédures chirurgicales associées à un 

traitement pharmacologique), les procédures d’amputation demeurent la seule issue 

possible pour un grand nombre de patients qui ne sont pas éligibles aux chirurgies de 

revascularisation. Devant l’impasse thérapeutique de ces patients « NO-option », les 

équipes ont cherché par tous les moyens possibles de favoriser le développement d’un 

réseau artériel collatéral en stimulant l’angiogenèse thérapeutique dans les tissus 

ischémiés. Initialement, ils se sont inspirés des phénomènes pathologiques, tels que 

la néovascularisation tumorale pour étudier l’implication du VEGF. Depuis, de 

nombreux FCs ont été étudiés pour favoriser l’angiogenèse [250]. 

 

Aujourd’hui, trois approches thérapeutiques de revascularisation sont proposées aux 

patients présentant une ICMI à haut risque d’amputation :  

✓ La thérapie génique 

✓ La thérapie protéique 

✓ La thérapie cellulaire (TC) 

 

B. Thérapie par facteur de croissance 
 

En effet, historiquement, les thérapies génique et protéique furent les premières 

analysées via l’administration de FC (sous forme protéique ou à l’aide de plasmides 

ou d’adénovirus).  

1. Thérapie génique 

 

La thérapie génique consiste à injecter par voie IM dans le membre ischémié des 

plasmides ou des adénovirus contenant les gènes codant pour des facteurs pro-

angiogéniques tels que le VEGF, le HGF ou le FGF. 
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Bien que les résultats précliniques aient été encourageants, les essais cliniques sur 

les patients « NO-option » sont restés décevants. En effet, en 2003, l’étude RAVE a 

étudié l’administration en IM d’adénovirus contenant du VEGF et n’a montré aucune 

amélioration du périmètre de marche par rapport à l’administration d’un placebo [251]. 

L’étude TALISMAN 201 [252], le plus grand essai clinique de phase II, a étudié une 

quadruple administration IM de plasmides contenant du FGF. Ce traitement n’a pas 

montré d’amélioration du périmètre de marche, ni de la cicatrisation des ulcères mais 

il a permis une diminution significative du taux d’amputation à un an et une 

augmentation de la survie. Ces résultats très encourageants ont conduit au lancement 

de l’essai clinique de phase III TAMARIS [253]. Malheureusement, l’essai TAMARIS 

n’a pas confirmé l’effet bénéfique de la thérapie génique observée en phase II, et il a 

été abandonné. L’efficacité de la thérapie génique dans l’AOMI reste controversée. 

 

2. Thérapie protéique 

 

La thérapie protéique consiste à injecter par voie IV, intra-artérielle (IA) ou IM au 

niveau de la zone ischémiée des facteurs pro-angiogéniques (VEGF, HGF, FGF) sous 

la forme de protéines recombinantes. Les essais cliniques ont été décevants et cette 

stratégie a été abandonnée pour des raisons majeures :  

i. une concentration insuffisante de FC au niveau de la zone ischémiée malgré 

des injections à des doses supra physiologiques (10 à 100 µg/kg),  

ii. leur demi-vie très courte, nécessitant des administrations répétées, 

iii. un coût élevé, 

iv. un effet angiogénique transitoire avec un développement vasculaire 

incomplet ou anormal, 

v. le risque de développer une angiogenèse inappropriée au niveau de tumeur 

maligne et d’aggraver une rétinopathie diabétique préexistante. 

 

C. Thérapie cellulaire  
 

Le rationnel de la TC repose sur l'administration, chez les patients atteints d’ICMI 

sévère, de populations cellulaires capables d'activer des mécanismes pro-

angiogéniques pouvant entraîner la formation de néovaisseaux et améliorer la 
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perfusion du membre ischémié. Ces effets ne sont pas nécessairement dus à 

l'incorporation des cellules dans le réseau vasculaire (« effet direct »), mais peuvent 

impliquer des mécanismes paracrines médiés par la sécrétion de médiateurs pro-

angiogéniques (« effet indirect »). La TC pourrait également activer des voies 

cytoprotectrices et régénératives encore non identifiées pouvant améliorer la fonction 

des membres par des effets indépendants de la formation de néovaisseaux. 

 

Les premières études « preuve de concept » de l’efficacité de la TC à visée 

angiogénique ont été menées chez l’animal dans le modèle HLIM. Des BM-MNCs 

[254], des PB-MNCs [255], des EPCs [256]; et des MSCs [257] ont été injectées en IM 

dans le membre ischémié de l’animal.  

 

Considérant les options limitées de traitement pour les patients souffrant d’ICMI, des 

études ont suggéré que la TC pourrait être une nouvelle approche thérapeutique 

prometteuse et présentant des effets secondaires limités [258]. 

 

En clinique, le choix des cellules exploitées ou en projet d’exploitation peut présenter 

une origine autologue ou allogénique. Les cellules peuvent également être soit 

cultivées in vitro afin d’en augmenter la quantité, soit isolées par fractionnement 

cellulaire (Figure 26 et Figure 28).  

 

• Greffe autologue : 

o Les cellules issues de la MO :  

▪ Les BM-MNCs (compte tenu du contaminant granuleux présent au 

sein de ces cellules, certaines publications peuvent les appeler 

BMCs pour « Bone marrow derived cells » ou BM-CTPs pour « Bone 

marrow cell therapy products » ; cf. § V.C.1.b et Tableau VIII) 

▪ Les EPCs : elles peuvent être issues des BM-MNCs après 

purification. Elles n’ont jamais été utilisées telles quelles en clinique 

mais il est possible d’en augmenter la concentration par 

fractionnement. En effet, des cellules CD34+ ou CD133+ ou à activité 

ALDH (aldehyde deshydrogenase) peuvent être isolées par 
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fractionnement cellulaire à l’aide d’anticorps spécifiques (tri cellulaire 

par CMF, bille magnétique). 

▪ Les MSCs : elles sont amplifiées in vitro par culture à partir des BM-

MNCs grâce à leurs propriétés d’adhésion au plastique et à leur haut 

potentiel de prolifération. 

o Les cellules issues du sang périphérique 

▪ Les PB-MNCs (ou PBCs pour « Peripheral blood derived cells » ou 

PB-CTPs pour « Peripheral blood cell therapy products » ; cf. § 

V.C.1.b et Tableau VIII) : elles sont issues du sang périphérique et 

obtenues par cytaphérèse mobilisée ou non mobilisée par du G-CSF.  

▪ Les EPCs : elles peuvent être issues des PB-MNCs mobilisées après 

fractionnement cellulaire (CD34+, CD133+) 

o Les cellules issues du tissu adipeux :  

▪ ADSCs : elles sont amplifiées in vitro par culture à partir du tissu 

adipeux (TA) 

 

• Greffe allogénique : 

o Les cellules issues du cordon ombilical : Le sang de cordon et la gelée de 

Wharton peuvent être source de MSCs (UCB-MSCs pour Umbilical cord 

blood MSCs et WJ-MSCs pour Wharton Jelly MSCs) et représentent une 

piste potentielle prometteuse pour la greffe de MSCs allogénique. 

 



102 
 

 

Figure 26 : Différentes sources de cellules utilisées en thérapie cellulaire [115] 

 

 

L’administration locale par voie IM des cellules est préférentiellement utilisée dans les 

essais cliniques (30 à 60 injections IM de 1 mL). Les injections sont soit limitées au 

Gastrocnemius [259], soit étendues tous les muscles de la jambe [260] (Figure 27). 
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Figure 27 : Protocoles d’administration IM des cellules 

 

Le suivi des patients est majoritairement de 6 mois à 1 an. Les suivis à long terme (3 

à 5 ans) restent limités [261-263]. 

 

 

Figure 28 : Différentes sources de cellules utilisées en thérapie cellulaire et 
leur potentiel [264] 
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Dans la plupart des essais cliniques, les critères principaux de jugement sont : 

✓ Taux d’amputation majeure du membre (au-dessus de la cheville) à 6 mois 

✓ Taux de survie à 6 mois 

Les critères secondaires de jugement sont : 

✓ Taux d’amputation mineure du membre 

✓ Taux de revascularisation 

✓ Cicatrisation complète ou non de troubles trophiques (Ulcères) 

✓ Suivi des paramètres hémodynamiques : TcPO2, IPS 

✓ Variations de la douleur et de la consommation d’antalgiques 

✓ Variations du périmètre de marche 

✓ Qualité de vie 

 

La cinétique des cytokines circulantes est régulièrement établie durant le premier mois 

post-injection [265-268]. 

 

1. Cellules mononucléées issues de la moelle osseuse (BM-

MNCs) ou du sang périphérique (PB-MNCs) 
 

a) Etude pilote chez l’homme 

 

L’essai clinique TACT (Therapeutic Angiogenesis using Cell Transplantation), publié 

en 2002 [269], fut l’étude pilote proposant une injection IM dans le mollet ischémié de 

BM-MNCs autologues aux patients présentant une ICMI à haut risque d’amputation.  

 

L’essai TACT a inclus 25 patients présentant une ICMI unilatérale avec la présence 

de gangrène ou d’ulcère pour 14 d’entre eux. Il leur a été administré 109 BM-MNCs 

autologues en quarante injections réparties dans le muscle Gastrocnemius. L’étude 

TACT a montré des résultats très favorables. Quatre semaines après l’injection, la 

douleur au repos, le périmètre de marche et l’IPS ont été améliorés ; huit semaines 

après, l’étendue des ulcères était considérablement diminuée et vingt-quatre semaines 

après la transplantation, les angiographies faites sur les jambes ischémiques 

révélaient un développement net des collatérales [269]. 
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Figure 29 : Thérapie cellulaire dans l’AOMI 

 

Depuis 2002, une centaine d’essais cliniques de TC dans l’ICMI ont été recensés dans 

le monde incluant environ 3200 patients traités (soit environ 45 patients par essai) 

(Figure 29). 

 

b) Essais de Phase I/II 

 

Les cellules mononucléées de la MO (BM-MNCs) ou du sang périphérique (PB-MNCs) 

représentent un mélange de populations cellulaires hétérogènes constituées de 

cellules matures et immatures (cellules souches et progénitrices).  

 

• BM-MNCs : 

Un volume d’environ 500 mL de MO est prélevé au niveau des deux crêtes iliaques 

postérieures des patients ICMI sous anesthésie générale au bloc opératoire. Le 

prélèvement médullaire est filtré, concentré (réduction de volume de 500 à 40 mL) et 
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trié afin d’exclure les granuleux et les érythrocytes. Les MNCs sont ensuite isolées 

grâce à un séparateur cellulaire (Cobe Spectra® CS3000-Plus Baxter®, ..) ou par 

centrifugation sur un gradient de Ficoll [270]. Dans 2 essais, le prélèvement médullaire 

a été simplement concentré sans séparation ou tri cellulaire [271, 272]. 

Contrairement à la TC dans le traitement des hémopathies malignes, la quantité 

cellulaire injectée n’est pas uniformisée et standardisée par kg de poids corporel du 

patient receveur. De plus, la composition cellulaire précise des produits de thérapie 

cellulaire (PTC) n’est que rarement indiquée. Les PTC sont quantitativement et 

qualitativement très hétérogènes (Tableau VIII). Les PTC d’origine médullaire sont 

constitués de cellules sanguines matures comme les Ly (50%), Mo (17%) et 

plaquettes (712 G/L) et de cellules souches immatures très rares comme des HSCs 

CD34+ (2,25%), des EPCs (0,015%) et des MSCs (34 MSCs par million de cellules 

nucléées) . L’hématocrite résiduel est de l’ordre de 5%. 

Ce terme « BM-MNCs » utilisé dans tous les articles de TC est impropre car les 

granulocytes résiduels représentent en moyenne 17% des PTC (Tableau VIII). 

 
Quantité de MNCs 

injectées (x109) 

Quantité de 

cellules CD34+ 

injectées (x107) 

% de granuleux 

BM-MNCs 
1,8 0,1 – 8,4 

(n= 27 essais) 

3,5 1,0 – 8,1 

(n= 19 essais) 

17% 9,1 – 62,5 

(n= 6 essais) 

PB-MNCs 

mobilisées 

13,7 2,0 – 25,6 

(n= 10 essais) 

3,6 0,9 – 23 

(n= 9 essais) 

24 à 31% 

(n= 2 essais) 

PB-MNCs non 

mobilisées 

6,4 0,13 – 12,5 

(n= 6 essais) 

0,30 à 0,49 

(n= 2 essais) 

6% 1 – 20 

(n= 1 essai) 

 

Tableau VIII : Quantité cellulaire injectée et pourcentage de granuleux 
contaminant 

 

Suite à la publication de l’essai TACT, de nombreux essais cliniques de Phase I/II ont 

permis de confirmer la faisabilité et la bonne tolérance de l’injection autologue de BM-

MNCs dans le traitement de l’ICMI.  
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• PB-MNCs : 

De nombreux patients « NO-option » étaient exclus des protocoles de prélèvement de 

cellules médullaires car leur état clinique contre-indiquait l’anesthésie générale et 

l’arrêt de toute anticoagulation.  

 

✓ PB-MNCs mobilisés par le G-CSF : 

Huang PP et al., ont publié en 2005 l’étude pilote proposant une injection IM dans le 

mollet ischémié de MNCs autologues issues de cytaphérèses mobilisées aux patients 

présentant une ICMI à haut risque d’amputation [273]. La mobilisation médullaire 

s’effectue par des injections sc de G-CSF (entre 5 et 10 µg/kg/jour) durant les 3 à 6 

jours précédents la cytaphérèse. Cette mobilisation a permis de multiplier d’un facteur 

10 la quantité de cellules CD34+ circulantes (avant mobilisation : 0,013  0,005% 

versus après mobilisation : 0,13  0,026%) [273]. 

Les PB-MNCs sont collectés par cytaphérèse d’une masse sanguine de 5 L environ 

pendant 90 min. Deux cytaphérèses à un jour d’intervalle sont parfois nécessaires afin 

d’obtenir la quantité cellulaire souhaitée. La quantité cellulaire injectée n’est pas 

uniformisée et standardisée par kg de poids corporel du patient receveur. Les PTC 

d’origine périphérique sont quantitativement et qualitativement très hétérogènes 

(Tableau VIII). 

 

Les 16 essais cliniques injectant des PB-MNCs mobilisés ont montré une amélioration 

de l’IPS, de la TcPO2 et de la cicatrisation des ulcères [273, 274].  

Certains essais cliniques avaient pour objectif de comparer les 2 types cellulaires : 

BM-MNCs versus PB-MNCs mobilisés [250, 265, 275, 276]. Aucune différence 

statistique entre les 2 groupes n’a été observée dans les critères principaux (taux 

d’amputation et de survie). Huang PP et al., ont constaté une supériorité de la cohorte 

PB-MNCs mobilisés sur l’amélioration des paramètres hémodynamiques et la douleur 

[275]. Aucun de ces essais n’est randomisé. 

 

✓ PB-MNCs non mobilisés : 

L’administration de G-SCF peut-être contre-indiquée chez ces patients atteints d’AOMI 

car le G-CSF peut provoquer des effets secondaires majeurs (thrombose artérielle, 

angor, dysfonction ventriculaire) [277-279]. 
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Les PTC non mobilisés d’origine périphérique sont constitués de cellules sanguines 

matures comme les lymphocytes (61%), monocytes (33%) et plaquettes (1541 G/L) 

et de cellules souches immatures très rares comme des HSCs CD34+ (0,09%), des 

EPCs (0,0008%) et des MSCs (9 MSCs par million de cellules nucléées) [280, 281]. 

L’hématocrite résiduel est de l’ordre de 9% (Tableau VIII). 

Tateno K et al., ont reporté les résultats d’une étude clinique pilote ayant étudié chez 

29 patients atteints d’ICMI l’injection IM de PB-MNCs sans mobilisation (2 injections à 

1 mois d’intervalle). La douleur au repos fut améliorée jusqu’à deux mois post-

traitement et le périmètre de marche augmenté jusqu’au 6ème mois après la 

transplantation. Ces améliorations furent conservées jusqu’à un an [265]. Six autres 

essais cliniques comparables ont été publiés.  

 

En conclusion, ces essais cliniques de Phase I/II ont confirmé la faisabilité, l’innocuité 

de l’injection de MNCs autologues d’origine médullaire ou périphérique chez des 

patients présentant une ICMI unilatérale après échec des traitements conventionnels 

[282]. Ils sont bien tolérés, peuvent réduire la douleur au repos et améliorer la guérison 

de l'ulcère [273, 283]. 

 

c) Modifications apportées au protocole initial de l’essai TACT 

 

Quelques essais cliniques ont modifié le protocole initial de l’essai TACT : 

 

• Injection intra-artérielle (IA) [284-287]. 

Ainsi, il a été suggéré qu’une injection IA des cellules permettrait de mieux les 

acheminer aux zones ischémiques tout en leur offrant suffisamment d'oxygène pour 

prolonger leur effet bénéfique pro-angiogénique. L'essai PROVASA publié en 2011 

(Intraarterial Progenitor Cell Transplantation of Bone Marrow Mononuclear Cells for 

Induction of Neovascularization in Patients With Peripheral Arterial Occlusive Disease) 

a été le premier essai contrôlé randomisé contre placebo ayant étudié injection IA de 

BM-MNCs chez 40 patients ICMI versus placebo [284]. Klepanec A et al., n’ont pas 

trouvé de différence significative entre les 2 voies d’administration IM versus IA de BM-

MNCs chez 41 patients ICMI [285].  
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• Injection itérative de cellules : 

L’administration locale unique par voie IM des cellules est préférentiellement utilisée 

dans les essais cliniques (30 à 60 injections IM de 1 mL) (Figure 27). 

 

Les études précliniques de suivi cellulaire in situ ont systématiquement démontré une 

greffe transitoire des cellules après l’injection IM, avec une faible survie des MNCs et 

une faible rétention dans le tissu ischémique avec peu d'intégration dans la 

vascularisation de l'hôte [288-290]. 

Quelques essais ont proposé les injections itératives de MNCs avec différents 

protocoles d’administration : 

✓ 2 injections IM à 1 mois [265] ou 3 mois d’intervalle [284] 

✓ 3 injections IA espacées de 3 semaines [287] 

✓ 3 injections IM espacées de 2 mois [291] 

✓ 2 et 5 injections IM espacées de 40 jours [275] [292] 

 

• Thérapeutique adjuvante : 

Le traitement conventionnel de réduction des facteurs de risque cardiovasculaire 

(statines, antiagrégants plaquettaires, IEC) est maintenu pendant toute la durée de 

suivi des patients inclus dans les essais de TC. L’arrêt du tabac est préconisé. A cette 

médication peut se rajouter des thérapeutiques adjuvantes : 

✓ Administration de cellules médullaires associée à des antioxydants/L-Arginine 

majorant le NO via la eNOs [293] 

✓ Administration de PB-MNCs mobilisés associée à des injections IV de 

Protaglandine E1 [273]  

✓ Administration de PB-MNCs mobilisés non pas avec du G-CSF mais avec 2 

injections sc consécutives d’érythropoïétine 2 semaines et 1 semaine avant la 

cytaphérèse [273]  

 

D’autres molécules pourraient être associées à la TC [294]: 

✓ Vasodilatateurs : Cilostazol (inhibiteur de Phosphodiestérase de type 3), 

Pentoxifylline (dérivé de la Xanthine), Naftidrofuryl (antagoniste 5-HT2R), 

Beraprost (analogue de la Prostacyclin) 

✓ Anticoagulants oraux directs anti-Xa (Rivaroxaban, Apixaban, Edoxaban) et 

anti-IIa (Dabigatran) 
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✓ Nouvelle génération d’antiagrégants plaquettaires : anti-P2Y12 (Ticagrélor, 

Prasugrel) et Vorapaxar en association avec l’acide acétylsalicylique. 

 

• Optimisation de la technique de séparation cellulaire  

Hernández P et al., ont comparé 2 techniques de séparation cellulaire (séparateur de 

cellules versus gradient de densité sur Ficoll) pouvant modifier la composition cellulaire 

des BM-MNCs recueillis et secondairement leur efficacité clinique à la 24ème semaine 

post-injection. Aucune différence significative n’a été observée entre ces 2 méthodes 

[270]. 

 

• Suivi à long terme 

Dans la plupart des essais cliniques, les critères principaux de jugement sont le taux 

d’amputation majeure du membre (au-dessus de la cheville) et le taux de survie à 6 

mois. Les cellules implantées in situ dans la zone ischémiée sont rapidement détruites 

et ce délai de suivi clinique s’est avéré rapidement trop court. L’étude de suivi de 

Matoba S et al., publiée en 2008 a montré une amélioration de la douleur au repos, du 

périmètre de marche, et de la cicatrisation de l'ulcère trois ans après la transplantation 

de BM-MNCs [261]. D’autres essais ont rallongé leur suivi clinique à 4 ans [295], 5 ans 

[262, 292] puis à 8 ans [263]. 

Ces essais ont permis d’établir ou de confirmer des facteurs pronostic d’évolution 

défavorable : 

✓ Diabète [275, 292] 

✓ Dialyse [262] 

✓ Pathologie cardiaque ischémique [295] 

✓ Syndrome inflammatoire (CRP et le Fibrinogène) [292, 296] 

✓ Lymphopénie et thrombopénie [250] 

✓ Granuleux contaminant le PTC [281] 

 

Suite à l’essai randomisé JUVENTAS (BM-MNCs versus placebo), la qualité de vie 

des patients a été évaluée pendant 3 ans. Aucune amélioration de la qualité de vie n’a 

été observée dans la cohorte BM-MNCs [297]. 
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d) Essais randomisés 

 

Considérant la variabilité des approches utilisées par les différents groupes, le large 

éventail de types de cellules utilisées, l’hétérogénéité quantitative et qualitative des 

PTC, l'absence de protocoles standardisés (méthode de séparation des cellules, dose, 

voie d’administration, nombre d’injections et leur fréquence, modalité et durée de suivi) 

et la faible cohorte de patients ( 45 patients par essai) hétérogènes sur le plan 

clinique, il existe une incertitude importante quant à l'efficacité de la TC dans l’ICMI. 

Malgré quelques résultats contradictoires, les essais de Phase I/II concluent à une 

forte présomption d’efficacité de la TC. 

 

Afin d’établir formellement cette efficacité de la TC dans l’ICMI, des essais cliniques 

randomisés (TC versus traitement médical conventionnel) et randomisés en double 

aveugle contre placebo de phase III doivent être mis en place avec un design rigoureux 

de l’étude et l’inclusion d’une large cohorte de patients. De plus, les mécanismes 

physiopathologiques de revascularisation restent obscurs. La survie des cellules 

injectées dans cet environnement hostile du membre ischémique n'a pas été 

documentée. Ainsi, il n'est pas clair si un avantage lié à la TC est due à la participation 

directe des cellules dans l'angiogenèse et/ou le reflet une stimulation indirecte 

paracrine modulant les balances (pro- et anti-) angiogénique et inflammatoire. 
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Tableau IX : Essais randomisés de TC dans l’AOMI avec injection de cellules 
issues de la MO 
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A l’heure actuelle, environ une dizaine d’essais cliniques de phase III sont enregistrés 

dans la base de données internationale des essais cliniques : www.clinicaltrials.gov 

 

• BM-MNCs 

Les essais randomisés injectant des cellules issues de la MO sont référencés dans le 

(Tableau IX) [101, 115].  

 

L’essai PROVASA a ainsi montré une guérison de l'ulcère dose-dépendante et une 

douleur au repos améliorée par rapport au placebo. Malheureusement, le taux 

d’amputation ne différait pas entre les groupes. De plus, les patients ayant un score 

Rutherford à 6 avec des gangrènes extensives ont dû subir une amputation majeure 

dans les 3 premiers mois [90]. 

De même, l’essai JUVENTAS (Rejuvenating Endothelial Progenitor Cells via 

Transcutaneous Intra-arterial Supplementation), a également conclu que l’injection IA 

de MNCs autologues n'a pas réduit le taux d'amputation à 6 mois post traitement. Cet 

essai a mis en place des injections répétées (3 injections espacées de 3 semaines 

versus placebo). Le critère de jugement principal était le taux d’amputation majeure 

[287]. 

 

L’essai BALI (Bone marrow autograft in critical limb ischemia), piloté par le CHU de 

Reims, est un essai multicentrique de phase III randomisé en double aveugle contre 

placebo. L'essai BALI a inclus 38 patients « NO-option » à travers la France (9 CHU 

français impliqués) de juin 2009 à août 2012 [259]. Les BM-MNCs ont été injectées 

dans le mollet ischémié des patients en 30 points d’injection IM d’1 mL. En utilisation 

un test statistique classique de régression multiple, les résultats de BALI ne sont pas 

parvenus à démontrer l’efficacité de la TC quant à la diminution significative du taux 

d’amputation majeure à 6 et 12 mois (Tableau IX). 

http://www.clinicaltrials.gov/
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Tableau X : Résultats de l'essai randomisé BALI 

 

Des essais cliniques de groupes indépendants ont démontré collectivement la sécurité 

et la bioactivité des BM-MNCs en montrant toujours une amélioration de l’IPS, du 

périmètre de marche, de la cicatrisation des ulcères et du score de Rutherford par 

rapport au placebo [272, 298]. 

 

• PB-MNCs 

Les essais randomisés injectant des cellules issues du sang périphérique sont 

référencés dans le  

Tableau XI [101, 115]. 

 

Dans de nombreux essais randomisés, l'amélioration des résultats cliniques était 

associée à des preuves objectives de perfusion améliorée. Cependant, dans quelques 

essais, les effets de la TC sur les taux d'amputation n'ont pas démontré d’efficacité 

significativement supérieure. D’autres essais randomisés, avec une cohorte plus 

importante de patients, n'ont pas réussi à confirmer les effets bénéfiques suggérés par 

des études de Phase I/II [275]. 
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Tableau XI : Essais randomisés de TC dans l’AOMI avec injection de cellules issues du 

sang périphérique 
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• Effet dose CD34+ 

 

Depuis de longue date, la TC est un traitement de choix de certaines hémopathies 

malignes (Myélome multiple, Lymphome). La dose à injecter aux patients est établie à 

partir du contingent de HSCs CD34+ par kg de poids corporel du receveur (≥ 2x106 

cellules CD34+/kg en autogreffe et ≥ 4x106 cellules CD34+/kg en allogreffe). 

 

Depuis l’essai pilote TACT, tous les essais cliniques de TC dans l’AOMI ont déterminé 

la concentration des cellules CD34+ dans leurs PTC afin de trouver la dose optimale à 

injecter. La dose de cellules CD34+ dans les BM-MNCs est estimée à 0,38 x 106 0,09 

- 1,20 kg/poids corporel dans le premier essai clinique supervisé par le CHU de Reims 

[299]. 

Onodera R et al., ont séparé leurs patients en 2 cohortes, l’une recevant des BM-

MNCs et l’autre des PM-MNCs mobilisées. Ils ont ensuite comparé les résultats issus 

de 2 lots de PTC, l’un contenant une forte dose de CD34+ (> 5x107) et l’autre une faible 

dose de CD34+ ( 5x107). Le groupe avec la forte dose de CD34+ avait un meilleur 

pronostic [276]. Cet essai n’a pas été randomisé. 

La plupart des essais randomisés n’ont pas trouvé de corrélation entre la dose de 

cellules CD34+ injectées et l’efficacité de la TC (taux d’amputation, de survie, TcPO2) 

[287, 300]. 

 

2. Cellules triées : cellules CD34+ ; CD133+ ou à activité 

ALDH 
 

Les BM-MNCs contiennent une population hétérogène de cellules matures, de cellules 

souches ou progénitrices (HSCs, MSCs et d’EPCs). Certains groupes de chercheurs 

émettent l’hypothèse qu’injecter une population plus homogène de cellules serait plus 

efficace pour traiter l’ICMI. 

 

Les EPCs pouvant migrer vers les sites ischémiés constitue un argument solide en 

faveur de leur utilisation en TC chez les patients atteints d’ICMI [105]. Cependant, 

malgré les progrès dans la compréhension du mécanisme physiopathologique de la 

réponse à l’ischémie, la contribution des EPCs dans la formation des néovaisseaux 

reste controversée. Dans un modèle murin HLIM, les EPCs ont été impliquées dans la 
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formation de néovaisseaux [288]. L’injection des EPCs « purs » en TC humaine dans 

l’AOMI n’a pas été réalisée à ce jour du fait de leur changement de phénotype, de 

caryotype et l’apparition de signes de sénescence in vitro [301]. 

 

a) Cellules triées CD34+ 

Au cours d’un essai clinique de phase I/II en 2009, l’équipe de Kawamoto a montré la 

faisabilité du projet et l’innocuité de l’utilisation des cellules CD34+ chez les patients 

« NO-option ». Les cellules CD34+ ont été obtenues après cytaphérèse mobilisée par 

du G-CSF puis tri magnétique. Trois doses de CD34+ par kg de poids corporel (1.105, 

5.105 et 1.106/kg) avaient été injectées aux 17 patients en IM. La TC utilisant des 

cellules CD34+ a permis d’améliorer uniquement les critères de jugements 

secondaires. La réponse ne dépendait pas de la dose utilisée [302]. 

Plus récemment, l’étude de phase I/II ACT34-CLI (Autologous CD34+ cell therapy for 

CLI investigator) randomisée en double aveugle contre placebo a permis de mettre en 

évidence une tendance à une chute du taux d’amputation dans le groupe traité par les 

cellules CD34+ [290] (voir Tableau XII réalisé d’après [101, 115]).  

 

b) Cellules triées CD133+ 

Dans un essai de phase I, Burt et al., ont évalué la faisabilité et l’innocuité de l’injection 

IM de cellules CD133+ obtenues après cytaphérèse mobilisée par du G-CSF puis tri 

magnétique. Les cellules souches CD34+/CD133+ sont considérées comme plus 

immatures que les HSCs CD34+. Elles correspondraient aux angioblastes. Cette étude 

non contrôlée a mis en évidence une amélioration de la qualité de vie des patients 

jusqu’à 6 mois après l’intervention mais non retrouvée à 12 mois [303]. Un essai 

randomisé a été publié par Raval et al., en 2014 [260] (Tableau XII). 

 

c) Cellules avec une haute activité ALDH 

L’ALDH est hautement exprimée dans les HSCs. La sélection des cellules issues de 

la MO ou du sang périphérique avec une haute activité ALDH permet d’obtenir une 

population cellulaire très primitive. L’essai PACE, (Patients with intermittend 

claudication injected with ALDH bright cells) de phase II randomisé en double aveugle 

contre placebo, n’est pas parvenu à démontrer l’efficacité de telles cellules [304] 

(Tableau XII).  
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Tableau XII : Essais randomisés de TC dans l’AOMI avec injection de cellules 
fractionnées 
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3. Cellules souches mésenchymateuses 
 

 

Les MSCs sont mises à profit dans la réparation tissulaire et la médecine régénérative 

pour 5 raisons : 

• Leur fort potentiel de multiplication in vitro à l’état de MSCs indifférenciées 

• Leur fort potentiel de différenciation 

• Leurs propriétés immunomodulatrices 

• Leur capacité de recrutement sur les sites de lésions ischémiques [145, 146]. 

• Leur sécrétome 

 

 

Figure 30 : Sources des MSCs, pouvoir de différenciation et rôle 
immunomodulateur [115] 

 

Les MSCs issues de différentes sources (MO, TA, tissus embryonnaires) ont été 

administrées en autologue ou en allogénique aux rongeurs dans le modèle 

expérimental d’ICMI (Tableaux III, IV, V et VI). Ces résultats positifs obtenus dans ces 

études précliniques encouragent leur utilisation en TC humaine.  
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Les 8 essais de TC chez l’homme injectant des MSCs issues de 3 origines tissulaires 

différentes (MO, TA et sang de cordon) sont référencés dans le Tableau IV XIII. Seuls 

4 d’entre eux sont randomisés. 

 

Au cours d’un essai clinique de phase I/II en 2006, l’équipe de Kim a montré la 

faisabilité du projet et l’innocuité de l’utilisation des cellules MSCs HLA compatibles 

issues du sang de cordon ombilical chez 4 patients présentant une maladie de Buerger 

[305]. 

 

Dash NR et al., en 2009 ont reporté les résultats de leur essai randomisé réalisé sur 

24 patients dont 12 ont été traités avec MSCs autologues médullaires. Ils ont observé 

une amélioration de la cicatrisation de l’ulcère et une augmentation du périmètre de 

marche [306]. 

Lasala GP et al., en 2012 ont conduit un essai clinique de phase II, en injectant une 

combinaison de PTC : 30x106 BM-MSCs et 30x108 BM-MNCs dans le mollet ischémié 

de 26 patients ICMI. Quatre mois après l’injection, le membre injecté a manifesté une 

augmentation de l’IPS et le périmètre de marche a été amélioré significativement. La 

perfusion, visualisée par scintigraphie a montré une amélioration significative [307]. 

 

Lu D et al., en 2011 ont conduit un essai clinique randomisé en double aveugle contre 

placebo chez 41 patients diabétiques souffrant d’ICMI : 41 jambes placebo, 41 jambes 

recevant des BM-MNCs autologues et 41 jambes recevant des BM-MSCs autologues 

(Tableau IX et Tableau XIII). Cet essai a permis de montrer une amélioration des 

symptômes, une guérison plus rapide des ulcères et une croissance des vaisseaux 

sanguins collatéraux plus importantes dans le groupe MSCs. De plus, le groupe MSCs 

avait complètement cicatrisé ses ulcères 4 semaines après l’injection des MSCs [283]. 

 

Dans 3 essais, le volume de prélèvement médullaire était limité à 30 à 50 mL obtenu 

sous anesthésie locale [283, 307, 308] . Les essais de TC avec injection de BM-MNCs 

nécessitent une ponction médullaire de 500 mL environ obtenue sous anesthésie 

générale.  

L'administration allogénique de MSCs issues de la MO de donneurs sains à des 

patients atteints d’ICMI est également bien tolérée, mais n’a pas eu d'effets significatifs 

sur le taux d'amputation [309].  
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Tableau XIII : Essais de TC dans l’AOMI avec injection de cellules souches 
mésenchymateuses 
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4. Méta-analyses : Efficacité de la TC 

 

Un nombre croissant de preuves expérimentales, précliniques et cliniques suggère 

que la TC peut être prometteuse chez les patients atteints d’ICMI. D’une part, les 

essais précliniques ont utilisé des modèles animaux d’ICMI pour étudier l'efficacité des 

approches de TC dans la promotion de l'angiogenèse et l'atténuation des lésions 

musculaires squelettiques. D'autre part, les premières études de TC chez les patients 

atteints d’ICMI sont des essais de phase I ou II de faisabilité et de tolérance et 

concluent à une forte présomption d’efficacité. Un nombre limité d’essais randomisés 

incluant des témoins (n=19) ont été publiés à ce jour (Tableau IX et  

Tableau XI à Tableau XIII). Le Tableau XIV recense ces différents essais publiés et 

indique les principales caractéristiques des patients inclus dans ces protocoles de TC.  

Cinq méta-analyses ont compilé les résultats des essais randomisés (incluant 

quelques essais non randomisés) en fonction des critères majeurs (taux de survie sans 

amputation) et secondaires d’efficacité (tests hémodynamiques, qualité de vie, 

périmètre de marche…) [297, 300, 310-312]. 

 

 

Tableau XIV : Caractéristiques des patients inclus dans les essais de TC dans 
l’AOMI [312] 
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Une récente méta-analyse publiée en 2017 a compilé les résultats de 19 essais 

cliniques randomisés et contrôlés incluant 837 patients atteints d’AOMI (Tableau 

XIV) :  

✓ Bonne tolérance de la TC 

✓ La TC n'a pas amélioré le taux de mortalité (p=0,39) toutes causes 

confondues, ni le périmètre de marche sans douleur (p=0,34) 

✓ La TC a significativement réduit le taux d’amputation de 37% et la douleur, 

amélioré les chances de survie sans amputation de 18%, la perfusion du 

membre (objectivée par l’augmentation de l’IPS et de la TcPO2) et la 

cicatrisation complète des ulcères ( 

✓ Figure 31) [312]. 

✓ L’administration IM semblerait plus efficace que la voie IA 

✓ Le taux d’amputation augmenterait parallèlement à la prévalence du diabète 

dans la cohorte de patients 

✓ Les cytaphérèses mobilisées par du G-CSF surclasseraient les cellules 

médullaires et les MSCs. 

 

Ainsi, il n'y a pas actuellement de preuve robuste pour soutenir l'efficacité de la TC 

dans l’ICMI. Les essais sont très hétérogènes et peu de patients sont inclus (moyenne 

de 35 à 45 patients/essai) 

Les patients « NO-option », qui présentent le plus mauvais pronostic, représentent un 

défi thérapeutique majeur. N’ayant pas d'alternative à l'amputation pour ces patients, 

la TC doit être administrée même en l'absence de preuves solides pour soutenir les 

effets sur la survie sans amputation. [312] 
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Figure 31 : Résultats des analyses des essais randomisés contrôlés [312] 

Ankle brachial index (ABI; valeur absolue), Transcutaneous oxygen tension (TcO2; 

mmHg), pain (0–4 scale), and pain-free walking distance (m). 

 

Quatre raisons peuvent être à l’origine du succès limité de la TC ?  

 

1. Tout d'abord, la conception des protocoles de TC dans l’AOMI s’est 

principalement basée sur les connaissances acquises lors de la TC dans le 

traitement des hémopathies malignes et beaucoup moins sur les 

connaissances scientifiques de la physiopathologie de l’ischémie chez ces 

patients atteints d’ICMI. Deux essais précliniques [256, 313] seulement ont 

précédés le premier essai TACT chez l’homme. De plus, les expérimentations 

animales sont souvent réalisées sur des animaux jeunes, en bonne santé, ce 

qui nous éloigne des patients atteints d’ICMI, généralement composées de 

sujets plus âgés avec une prévalence élevée de diabète, de tabagisme et de 

maladies chroniques athérosclérotiques. Les cellules injectées dans les essais 

précliniques sont également issues de sujet jeune (témoin sain humain en 
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injection allogénique chez des animaux immunodéficients athymiques ou 

témoin sain murin issu de la même souche en injection autologue). 

2. Les protocoles de TC sont très hétérogènes d’un essai clinique à l’autre et le 

nombre de patients inclus est insuffisant. Les BM-MNCs et PB-MNCs sont 

quantitativement (absence de standardisation de la dose) et qualitativement 

hétérogènes, et peuvent contenir plusieurs sous-ensembles cellulaires avec un 

large éventail d‘effets. La composition cellulaire exacte des greffons injectés est 

rarement détaillée dans les essais. Dans ce cas, comment établir des facteurs 

prédictifs d’efficacité ? 

3. L'utilisation de cellules autologues chez ces patients ayant de nombreuses 

comorbidités associées (telles que le diabète) peut perturber leurs propriétés 

réparatrices et pro-angiogéniques ce qui peut grandement limiter l'efficacité de 

la TC.  

4. Le devenir des cellules après l’injection n'est pas clair. La survie des cellules 

dans l'environnement hostile du membre ischémique peut être limitée; la 

persistance des cellules dans les régions ischémiques n'a pas été 

systématiquement documentée. Les analyses histologiques des membres 

amputés sont rares [266, 314, 315]. L’ICMI humaine est caractérisée par une 

hétérogénéité anatomique dans les lésions tissulaires due à la gravité de 

l'ischémie. Des stratégies d'administration affinées médiées par échographie et 

tenant compte de la distribution régionale des lésions ischémiques chez les 

patients peut être nécessaire pour améliorer l'efficacité. 
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VI. LA SPECTROSCOPIE RAMAN AU SERVICE DE L’AOMI 
 

A. Altération du muscle squelettique et dysfonction 

mitochondriale 
 

Par le passé, la physiopathologie de l’AOMI a longtemps été attribuée uniquement aux 

obstructions athéroscléreuses et à la réduction du flux sanguin dans les membres 

inférieurs. Or, la physiopathologie de la maladie est plus complexe et des données de 

la littérature indiquent qu’une myopathie se développe secondairement à l’atteinte 

vasculaire [316]. En effet, l’ischémie des membres inférieurs induit une accumulation 

progressive de dégâts tissulaires se traduisant par une altération graduelle de la 

morphologie des fibres musculaires et par un stress oxydatif endommageant 

principalement le Gastrocnemius. Il paraît en effet évident que les tissus les plus 

vulnérables à l’ischémie dans les membres inférieurs sont les muscles squelettiques. 

La tolérance du muscle squelettique à l’ischémie est d’environ 4h. De plus, les 

épisodes répétés d’ischémie-reperfusion pouvant se produire à l’exercice et au 

repos sont délétères pour le muscle et induisent une altération musculaire aussi bien 

morphologique que métabolique [316]. Concernant l’altération morphologique au 

cours de l’AOMI, la densité musculaire est diminuée et une accumulation de lipides 

se produit au sein des fibres induisant une altération fonctionnelle comme le confirme 

les analyses histologiques de biopsies [317]. Concernant l’altération métabolique, elle 

est due à une dysfonction mitochondriale [318] induisant une réduction de la 

production d’ATP et une augmentation de celle des ROS [319]. Ces derniers 

provoquent des dommages aux protéines, aux lipides et aux acides nucléiques du 

tissu [320]. La dysfonction mitochondriale ainsi que la dégradation des fibres 

musculaires sont associés à la diminution du périmètre de marche et à une altération 

de la fonctionnalité [321]. De son côté, l’inflammation promeut le développement de 

l’athérosclérose et joue un rôle dans le tableau symptomatique de l’AOMI. Le muscle 

squelettique ischémié est le siège d’une inflammation locale exacerbant les 

symptômes et altérant le métabolisme musculaire. L’inflammation est en effet associée 

une réduction du périmètre de marche [322].  
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Figure 32 : Histologie muscle normal et AOMI [323] 

A. Muscle normal avec des myofibres de forme polygonale et uniformes. Les noyaux 

sont situés en périphérie. L’endomysium et le périmysium sont fins. 

B. Muscle légèrement endommagé d’un patient d’atteint d’AOMI avec des signes 

d'atrophie légère, la présence de myofibres atrophiques arrondies ou anguleuses.  

C. Muscle modérément endommagé d’un patient d’atteint d’AOMI avec des signes 

d'atrophie modérée, des myofibres arrondies ou anguleuses avec, pour certaines 

d’entre elles, des noyaux internes occasionnels, la présence de vacuoles et d’un 

endomysium fibreux.  

D. Muscle sévèrement endommagé d’un patient d’atteint d’AOMI avec des signes 

d’atrophie, d’un élargissement entre les fibres et d’une fibrose endomysiale et 

périmysiale modérée. Les myofibres sont angulaires et celles avec des noyaux internes 

sont nombreuses. [323] 

 

Jusqu'à présent, les tentatives de caractérisation de la dégradation du muscle au cours 

de l’AOMI se sont limitées à des évaluations histopathologiques invasives notamment 

qualitatives et à des mesures de section transversale de la myofibre. 
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✓ La morphologie musculaire normale est caractérisée par la présence de 

fibres polygonales généralement de même forme et de même taille, et ayant un 

noyau refoulé en périphérie. L’endomysium et le périmysium enrobant les fibres 

sont fins (Figure 31A).  

✓ Les cellules musculaires modérément myopathiques présentent 

généralement une variation de forme et de taille accrue et commencent à 

développer une vacuolisation des fibres. Dans le cas de myofibres sévèrement 

myopathiques, des groupes de microfibres en voie de détérioration 

commencent à apparaître, les vacuolisations au sein des myofibres 

s’intensifient ainsi que la présence de myofibres avec des noyaux situés 

centrolocalisés. Les tissus interstitiels (endomysial et périmysial) sont plus 

épais et plus fibreux (Figure 31 B à D).  

 

B. La spectroscopie Raman 
 

Ainsi, la morphologie des myofibres change pendant la progression de l’AOMI et il 

paraît utile de développer des techniques non invasives évaluant la progression de 

la détérioration musculaire. En effet les techniques utilisées actuellement dans le suivi 

de l’AOMI se focalisent essentiellement sur la mesure du flux sanguin et sur 

l’évaluation de la qualité des vaisseaux. La spectroscopie Raman est un outil 

analytique non invasif utilisant les propriétés de diffusion de la lumière pour 

caractériser les vibrations moléculaires dans un échantillon de tissu. L’empreinte 

spectrale produite fournit des informations moléculaires riches. La spectroscopie 

Raman présente des applications cliniques potentiellement importantes pour 

l'évaluation in situ en temps réel des tissus vivants [324] 

 

La spectroscopie Raman est basée sur l'interaction des rayonnements 

électromagnétiques avec la matière. Lorsque la lumière monochromatique (UV-

visible-IR) passe à travers un milieu transparent (solide, liquide ou gazeux), une 

grande partie de cette lumière est transmise dans toutes les directions de l’espace 

sans changement de fréquence (Figure 33). Ce processus est appelé diffusion 



131 
 

élastique ou Rayleigh. Il n’y a pas d’échange d’énergie entre le rayonnement et la 

matière, donc la diffusion Rayleigh n’apporte aucune information vibrationnelle sur la 

molécule. 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Diffusion de la lumière  

 

Cependant, une petite fraction de lumière est diffusée à différentes longueurs d’onde, 

appelée diffusion Raman. Elle inclut deux types de diffusion : 

✓ la diffusion Raman Stokes 

✓ la diffusion Raman anti-Stokes 

 

Dans la diffusion Raman Stokes, la molécule est amenée à un niveau vibrationnel 

supérieur à celui d’origine. Par contre, lors de la diffusion Raman anti-Stokes, la 

molécule est amenée à l’état fondamental depuis un niveau vibrationnel supérieur. Ce 

phénomène est très rare et concerne 1 sur 107 photons. Le gain ou la perte d’énergie 

des photons inélastiques émis par rapport aux photons incidents est traduit sur les 

spectres Raman par un déplacement en fréquence. Les fréquences de vibration des 

groupements fonctionnels d’une molécule dépendent de la masse des atomes 

impliqués dans le mode normal de vibration ainsi que des forces des liaisons 

interatomiques.  

Le diagramme de Jablonski (Figure 34) permet de visualiser les processus 

d’absorption infrarouge et de diffusion Raman. 

 

 
Diffusion Raman 

 

Diffusion 

Rayleigh 

 

Echantillon 
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Figure 34 : Diagramme de Jablonski [325] 

Ce diagramme énergétique représente la diffusion élastique de Rayleigh et la diffusion 

Stokes et Anti-Stokes de Raman. 

 

La spectroscopie Raman est devenue une technique puissante et très sensible aux 

changements morphologiques et à la composition moléculaire qui se produisent dans 

le tissu durant le développement de la lésion. L’information spectrale générée est 

intrinsèque à l’échantillon. Elle est déterminée seulement par sa composition chimique 

sans coloration ni marquage. Les principaux constituants moléculaires des espèces 

biologiques (les cellules, les tissus, et les fluides biologiques) sont habituellement les 

acides nucléiques (ADN/ARN), les protéines, les glucides, les lipides, et l'eau et qui 

peuvent être caractérisés par des empreintes spectroscopiques spécifiques. Cette 

composition chimique subit des variations au niveau moléculaire lors d’une agression 

par des facteurs environnementaux, des maladies, des cancers, ou d'autres 

pathologies ou anomalies. La spectroscopie Raman permet d’appréhender, sur un 

plan moléculaire, les transitions de l'état normal à l'état lésionnel, transitions 

difficilement décelables parfois à l’aide des méthodes morphologiques.  

Toutefois, le véritable succès de l’application de cette technique en clinique s'est 

appuyé sur les méthodes statistiques multivariées. En effet, le problème de l'extraction 

des informations utiles au diagnostic peut être divisé en 3 trois niveaux distincts mais 

liés : statistiques, chimiques et morphologiques : 
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1. L'analyse statistique: Elle peut être utilisée pour caractériser l'ensemble des 

variations spectrales. Ces variations peuvent être utilisées comme marqueurs 

spectroscopiques pour classer les tissus par catégorie histologique et pour 

identifier les constituants biochimiques et morphologiques spécifiques à 

différents stades de la maladie. 

2. L'analyse chimique : La spectroscopie Raman peut fournir des informations 

sur la composition chimique des tissus. Un spectre peut être modélisé comme 

une superposition des spectres de tous les constituants chimiques présents 

dans le tissu, fournissant ainsi des informations chimiques qualitatives et 

quantitatives. L'information chimique est importante, dans la mesure où 

l'apparition de la maladie s'accompagne de modifications biochimiques. Cette 

technique permet de détecter des modifications biochimiques qui peuvent se 

produire dans les compartiments cellulaires ou extracellulaires du tissu.  

3. L'analyse morphologique : Les méthodes quantitatives et qualitatives 

permettent d’extraire les informations sur les constituants biochimiques 

présents dans un échantillon tissulaire et de les corréler avec les structures 

morphologiques. Les pathologistes effectuent un diagnostic en évaluant la 

présence, l'absence ou l'abondance relative de constituants ou de structures 

morphologiques présentes au niveau cellulaire et tissulaire. La spectroscopie 

Raman permet de fournir de telles informations morphologiques d'une manière 

quantitative et objective. 

 

C. Applications biomédicales de la spectroscopie Raman 
 

La spectroscopie Raman est une technique analytique de plus en plus utilisée en 

médecine et en biologie. Des études ont démontré qu’elle permettait d’identifier les 

structures sub-cellulaires telles que le noyau, le cytoplasme et la mitochondrie [326]. 

De plus, il est possible d’identifier les différentes phases du cycle cellulaire [327]. La 

spectroscopie Raman a été aussi utilisée dans la détection de plaques d’athérome à 

haut risque de rupture [328]. En 1992, Baraga et al., ont développé une sonde Raman 

pouvant être utilisée in situ et permettant de collecter en temps réel des informations 

quant à la composition des plaques d’athérome [329]. Dans le domaine du diagnostic 

biomédical, la spectroscopie Raman a été largement appliquée pour sonder de façon 
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quantitative et qualitative des altérations au niveau de la composition moléculaire des 

tissus à divers états pathologiques affectant les tissus bronchiques [330], cérébral 

[331], gastrique [332], articulaire [333] et mammaire [334]. 

 

Ces études ont révélé certains changements spectraux entre les tissus normaux et 

pathologiques faisant ainsi apparaître tout le potentiel de cette technique vibrationnelle 

dans la détection des tissus affectés par un désordre biologique. En corrélant les 

caractéristiques spectrales avec les structures histologiques, des informations sur les 

différences dans la composition moléculaire de ces structures ont été révélées.  

L'objectif principal de la spectroscopie Raman in vivo est de développer cette méthode 

pour analyser en temps réel les tissus, afin de caractériser des tissus normaux et 

pathologiques. Cet avantage justifie l'intérêt sans cesse croissant de l’application de 

cette technique dans le domaine médical. La nature aqueuse des tissus s'oppose à 

l'utilisation de la spectroscopie infrarouge pour la plupart des mesures in vivo, tandis 

que la spectroscopie Raman est adaptée à l’analyse des échantillons aqueux. Par 

conséquent, la spectroscopie Raman pourrait être utilisée pendant les procédures 

cliniques telles que l'endoscopie, la colposcopie, la biopsie et la chirurgie. Les fibres 

optiques peuvent être intégrées dans les cavités de ces dispositifs cliniques afin de 

collecter l’information directement sur le tissu à analyser in situ. L'intégration des 

dispositifs spectroscopiques dans les examens actuels pourrait améliorer 

considérablement la pratique clinique.  

La spectroscopie Raman est devenue un outil de diagnostic in situ d'une grande 

importance [335-337]. Cette technique peut apporter une aide au clinicien pour cibler 

plus précisément les lésions et ainsi fournir aux pathologistes des échantillons 

tissulaires représentatifs de l’état général de la lésion pour établir un diagnostic. 

L'élimination complète des lésions tout en préservant les tissus sains durant les 

interventions chirurgicales peut être améliorée.  
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D. L’utilisation de la spectroscopie Raman dans l’AOMI 
 

A notre connaissance, il n’y a pas d’étude sur l’utilisation de la spectroscopie Raman 

pour caractériser les changements métaboliques et biochimiques des constituants 

moléculaires résultant de l’AOMI. Des études antérieures ont reporté l’utilisation de la 

spectroscopie Raman pour la caractérisation biochimique de l'hippocampe en post-

ischémie cérébrale [338] et l’analyse de l’effet de ischémie sur le sérum sanguin [339], 

la détection de l’ischémie du myocarde [340].   

En 2014, l’équipe de Cluff a eu recours à la spectroscopie Raman à surface améliorée. 

Cette technique utilise des surfaces métalliques nanostructurées afin d’amplifier le 

signal Raman. En effet, les travaux de Cluff et al., ont pu corréler l’IPS (c’est-à-dire la 

mesure du flux sanguin) aux signatures spectrales des biopsies musculaires 

correspondantes de patients atteints d’ICMI [341].  

 

L’un des objectifs de la thèse est de développer une approche spectroscopique non 

invasive dédiée au diagnostic in vivo et en temps réel l’ischémie. La spectroscopie 

Raman in vivo pourrait devenir une aide au diagnostic des lésions précoces dans 

l’AOMI et être utilisée comme marqueur pronostic sur du long terme en complément 

des approches traditionnelles (imagerie, IPS, TcPO2). 
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Introduction : 

 

La TC fait l’objet d’intenses recherches pour être proposée comme option de prise en 

charge des patients présentant une ICMI à haut risque d’amputation. Les patients dits 

« NO-option » ne sont pas éligibles aux techniques conventionnelles de 

revascularisation. Les essais cliniques menés afin de promouvoir l’angiogenèse dans 

le membre ischémié ont permis de faire la lumière sur une certaine efficacité de la TC. 

En effet, les méta-analyses ont permis de montrer que la TC est efficace pour 

améliorer les critères cliniques secondaires tels que la douleur, la TcPO2 et la 

cicatrisation des ulcères mais concernant le taux de mortalité, la TC n’est pas parvenue 

à le réduire significativement. La majorité des études a exploité des cellules autologues 

issues de la MO ou du sang périphérique. Cependant, ces cellules ont rarement été 

caractérisées. Par conséquent, le mécanisme d’action reste encore à élucider. 

 

L’objectif de cette étude a été de caractériser deux produits de thérapie cellulaire 

(CTPs pour « Cell therapy products ») : l’un issu du sang périphérique (PB-CTPs ; 

n=20) et le second issu de la MO (BM-CTPs ; n=20). Ces cellules sont obtenues à 

partir de patients « NO-option ». 
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Matériel et Méthodes : 

 

Les PB-CTPs ont été obtenus par cytaphérèse sans mobilisation des patients au 

préalable par du G-CSF. Les BM-CTPs ont été obtenus par ponction aspiration de la 

MO au niveau des crêtes iliaques et sous anesthésie générale. Les CTPs ont été 

caractérisés par cytométrie en flux et les EPCs et MSCs quantifiés. Ces CTPs ont 

également été caractérisés selon leur profil transcriptomique. Le profil angiogénique 

et l’issue clinique des patients à 6 mois est également décrit.  

 

Résultats : 

 

A l’état basal, les patients inclus ont présenté un syndrome inflammatoire majeur ainsi 

que des concentrations sanguines de CXCL12, de SCF et de G-CSF élevées et des 

concentrations GM-CSF basses.  

Les concentrations de cellules CD34+ circulantes étaient également faibles, 

inversement corrélées à l’âge, à l’inflammation et aux facteurs de risque 

cardiovasculaire.  

Les BM-CTPs ainsi que les PB-CTPs étaient très hétérogènes entre eux. En effet, les 

cellules matures ainsi que les CFU-EC (colony forming unit endothelial cells) étaient 

présents en plus grande quantité au sein des PB-MNCs. Les cellules nucléées étaient 

2.9 fois plus élevées en fréquence au sein des PB-CTPs par rapport aux BM-CTPs. 

Les cellules CD2+ (lymphocytes T et NK) représentaient 44% des BM-CTPs et 58% 

des PB-CTPs. Les cellules CD34+ et les EPCs étaient plus abondants au sein des BM-

CTPs (respectivement 8,9 et 5,3 fois plus dans les BM-CTPs par rapport au PB-CTPs). 

Les fréquences des EPCs étaient les suivantes (1/8000 cellules nucléées dans la MO 

et 1/124 000 cellules nucléées dans le sang). Les PB-CTPs, étaient très riches en 

monocytes et en plaquettes. 

Des MSCs étaient présentes au sein des deux CTPs Ces cellules sont rares mais 

présentes (1/28 000 cellules nucléées dans la MO et 1/114 000 cellules nucléées dans 

le sang) chez le patient ayant une AOMI évoluée. 

Les profils transcriptomiques ont révélé un fort potentiel pro-angiogénique des BM-

CTPs probablement dû aux cellules souches et progénitrices. Par exemple, 

l’expression du gène codant pour CXCL12 était 843 fois plus élevé chez les BM-CTPs 
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par rapport au PB-CTPs. De même pour l’expression du gène codant pour VCAM1, 

son expression était 300 fois plus élevée dans les BM-CTPs par rapport au PB-CTPs.  

Les résultats cliniques à 6 mois post-TC chez les 40 patients inclus sont les suivants : 

12 patients sur 20 sont en vie sans amputation majeure dans le groupe BM-CTPs et 

14 patients sur 20 dans le groupe PB-CTPs.  

Une faible TcPO2, une CRP élevée et une quantité élevée de PNN au sein des CTPs 

sont des facteurs prédictifs défavorables de l’issue clinique à 6 mois des patients.  

 

Conclusion : 

 

La transcriptomique permet de caractériser les PTC et il apparaît que les BM-CTPs 

présente un fort potentiel pro-angiogénique bien que les cellules souches y soient 

représentées en très faible quantité. Cependant, les BM-CTPs sont plus riches en 

cellules souches que les PB-CTPs. La très forte proportion de cellules matures au sein 

des PB-CTPs signifie que ces derniers semblent agir selon un mécanisme 

essentiellement paracrine. L’issue clinique à 6 mois indique que le statut délétère des 

patients entrave la réussite de la TC et fait la lumière sur les limites des approches 

autologues. En ce sens, les MSCs semblent représenter une piste prometteuse. 
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Introduction : 

Dans les protocoles initiaux des études précliniques de TC, des BM-MNCs ou des PB-

MNCs (également regroupés sous le nom plus général de BM ou PB-CTPs pour « Cell 

therapy products ») d’individu jeune et dépourvu de pathologies artérielles étaient 

injectées avec succès dans le mollet ischémié des rongeurs. Or, les cellules injectées 

dans les essais cliniques sont d’origine autologue et constituent une étape limitante au 

succès de la TC pro-angiogénique. Effectivement, la majorité des essais cliniques de 

TC dans l’ICMI a exploité des cellules autologues dérivées de la MO (BMCs pour 

”Bone marrow derived cells”) et a émis des résultats plus mitigés. Cela pourrait être 

imputable aux facteurs de risque cardiovasculaire et au syndrome inflammatoire 

délétère présent chez ces patients « NO-option » impactant la fonctionnalité de leurs 

cellules médullaires. Il est donc nécessaire aujourd’hui de revenir aux études 

précliniques afin de trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques.  
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Une sous-population de MSCs réside au sein des BMCs des patients atteints d’ICMI. 

Ces cellules, du fait de leurs propriétés immunomodultracices et pro-angiogéniques 

représentent une piste prometteuse. En 2012, Smadja et al., ont mis en évidence 

l’efficacité des MSCs issus de patients ICMI dans un modèle murin HLIM [342]. De 

plus, ces cellules possèdent un potentiel équivalent aux MSCs issus de patients 

exempts de facteurs de risque. Cultivées dans un milieu riche en FCs pro-

angiogéniques, ces MSCs deviennent des MELs. Ces MELs présentent un pouvoir 

pro-angiogénique supérieur aux MSCs in vitro et in vivo [178] [179] [177] mais n’ont 

jamais été testées dans un modèle HLIM. Le premier objectif de ce travail a été de 

mettre en évidence et d’amplifier ces MELs au sein de BMCs issues de patients. Dans 

un modèle murin d’ICMI, le second objectif de cette étude a été de comparer l’efficacité 

des MELs et des MSCs issues de patients « NO-option » en comparaison aux BMCs 

de patients initialement injectés dans l’essai clinique BALI.  

 

Matériel et Méthodes : 

Origine des cellules : 

Les BMCs issus de 7 patients « NO-option » issus de l’essai BALI ont été utilisés. Les 

caractéristiques cliniques et biologiques de ces patients sont parfaitement colligées. 

Ainsi, l’âge médian des patients est de 57 ans. Dans un premier temps, les MSCs 

indifférenciées ont été isolées puis amplifiées à partir de ces BMCs médullaires. Dans 

un second temps, les MSCs indifférenciées sont cultivées dans un milieu riche en FCs 

pro-angiogéniques pendant 2 semaines afin d’obtenir des MELs.  

 

Caractérisation des MSCs et des MELs : 

Les MSCs et les MELs ont été caractérisés par cytométrie en flux (CMF). Un Matrigel 

a été réalisé in vitro afin de comparer les pouvoirs pro-angiogéniques respectifs des 

MSCs et des MELs.  

Modèle murin d’ischémie de la patte : 

Une ligature de l’artère fémorale commune gauche a été réalisée chez 135 souris mâle 

Nude BALB/c. Quatre heures après l’induction de l’ischémie, 5.105 cellules ont été 

injectées dans le Gastrocnemius ischémié. Un groupe de 6 souris a été utilisé pour 
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chaque condition. Un groupe de 20 souris a reçu le véhicule (Tampon PBS dans lequel 

sont remises en suspension les BMCs, les MSCs et les MELs).  

Suivi du flux sanguin par PeriCam® : 

Le flux sanguin a été contrôlé par PeriCam® dans les membres inférieurs durant 28 

jours. Les souris sont anesthésiées à l’isoflurane durant la mesure. Les résultats sont 

exprimés en ratio de perfusion du membre ischémié / membre sain.  

Observations et tests fonctionnels : 

L’observation quotidienne durant 28 jours des pattes a permis de détecter la nécrose. 

La récupération fonctionnelle a été évaluée en utilisant deux tests, l’un statique et 

l’autre dynamique durant 28 jours. Le test statique repose sur la mesure de l’espace 

interdigital entre le 1er et le 5ème orteil de chaque patte. Le test dynamique évalue le 

score de marche des souris.  

Immuno-histologie : 

Le dernier jour de l’étude, les muscles gastrocnémiens sont prélevés afin d’évaluer la 

réparation musculaire et de mesurer la néoangiogenèse. La réparation musculaire est 

estimée par le pourcentage de fibres musculaires présentant des noyaux centraux. La 

néoangiogenèse est observée grâce au marquage immunofluorescent anti-CD31 et 

anti-αSMA.  

 

Résultats : 

Le pouvoir pro-angiogénique des MELs in vitro est supérieur à celui des MSCs : 

Les MSCs et les MELs présentent un phénotype strictement identique en CMF. Les 

MELs forment davantage de pseudo-tubes en Matrigel que les MSCs.  

 

Les MELs restaurent complètement le flux sanguin plus précocement que les MSCs : 

Concernant le flux sanguin, les MELs et les MSCs induisent une restauration complète 

du flux sanguin contrairement aux BMCs qui ne permettent qu’une restauration 

partielle. Cependant, il faut noter que les BMCs ont induit une restauration supérieure 

au véhicule. De plus, les MELs induisent une restauration plus précoce que les MSCs.  

 



157 
 

Les MELs et les MSCs induisent une récupération fonctionnelle supérieure aux BMCs : 

Les souris traitées par MELs n’ont présenté aucune nécrose contrairement à celles 

traitées par MSCs et BMCs. Le groupe ayant reçu le véhicule a présenté davantage 

de nécroses. Sur le plan fonctionnel, la TC s’est démarquée du véhicule par son 

efficacité à rétablir l’écartement interdigital et le score de marche. Concernant le test 

statique plus précisément, les MELs ainsi que les MSCs ont été plus efficaces que les 

BMCs. 

 

Les MELs induisent une néoangiogenèse et une réparation musculaire : 

Les données histologiques ont montré que les MELs ont induit un taux de réparation 

musculaire plus important que les MSCs. Les BMCs n’ont pas permis de réparer le 

muscle. Les néovaisseaux immunomarqués avec un anticorps anti-CD31 et anti-

αSMA sont plus nombreux dans le groupe MELs par rapport aux 3 autres lots (BMCs, 

MSCs et véhicule). 

 

Conclusion : 

L’étude a permis de mettre en évidence la présence d’un contingent de MELs au sein 

des BMCs issus de patients « NO-option ». Les MELs présentent une capacité pro-

angiogénique supérieure au MSCs issues du même BMCs. Elles ont également la 

capacité de favoriser la régénération musculaire. En conclusion, les MELs semblent 

être un bon candidat pour la TC. 

. 
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Figure 1. Study design 
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Figure 2. Cells observation and characterization by flow cytometry 
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Figure 3. Analysis of cord-like structures on Matrigel 
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Figure 4. Hindlimb blood flow recovery 
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Figure 5. Limb survival 
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Figure 6. Static test 
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Figure 7. Dynamic test 
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Figure 8. Neovessels visualization with CD31 and SMA labelling 
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Figure 9. Evaluation of muscle repair 
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IX. ARTICLE 3 
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Introduction : 

 

Il existe actuellement très peu de données publiées se rapportant au site d’implantation 

des cellules en TC de l’AOMI. Il est pourtant logique de penser que l’ischémie crée un 

environnement défavorable à la survie cellulaire : hypoxie, acidose, remaniements 

tissulaires, phénomènes inflammatoires, toxicité des radicaux libres générés 

localement. Ces remaniements délétères pourraient expliquer pourquoi certains des 

patients que nous avons traités ont été amputés très précocement (7 à 9 jours post-

implantation). Il est indispensable, pour progresser dans la TC, de disposer d’une 

cartographie des lésions ischémiques. 

Les résultats de l’article 2 nous ont permis de faire la lumière sur l’importance de la 

régénération musculaire post-ischémique. Ce tissu, affecté par l’ischémie, se dégrade 

puis développe des mécanismes de régénération qui sont indispensables à une 

récupération fonctionnelle. Nous nous sommes aperçus que les MELs permettaient 
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d’induire un taux de régénération musculaire supérieur aux autres cellules. Il apparaît 

également que l’analyse du site implantatoire est un élément majeur dans la réussite 

de TC. Cependant, cette analyse histologique est invasive et à l’heure actuelle, il 

n’existe pas de moyen d’explorer le tissu musculaire de manière non invasive. 

L’objectif de cet article a été de développer chez un modèle animal une méthode  non 

invasive du tissu musculaire en s’appuyant sur la Spectroscopie Raman. Ce travail a 

été réalisé en collaboration avec le Dr Abdelilah Beljebbar de l’unité BioSpecT 

(Translational BioSpectroscopy EA 7506, Université de Reims Champagne-Ardenne).  

 

Matériel et Méthodes : 

 

Modèle animal : 

Une ligature de l’artère fémorale commune gauche a été réalisée chez 26 souris mâle 

BALB/c. Les souris ont été réparties en deux lots : un groupe a été réservé pour les 

analyses en sous-cutané (n=12) et un groupe pour les analyses en transcutané (n=14). 

Le groupe « sous-cutané » a également été subdivisé en sous-groupes de deux souris 

pour chaque jour d’étude.  

 

Suivi du flux sanguin par PeriCam® : 

Le flux sanguin a été contrôlé par PeriCam® dans les membres inférieurs durant 55 

jours. Les souris sont anesthésiées à l’isoflurane durant la mesure. Les résultats sont 

exprimés en ratio de perfusion du membre ischémié / membre sain.  

 

Spectroscopie Raman : 

Les acquisitions sont réalisées sur animal anesthésié sur l’ensemble de la patte saine 

ainsi que la patte ischémiée durant 55 jours.  

✓ Pour le groupe « sous-cutané » : A chaque jour d’étude, un sous-groupe 

de 2 souris est utilisé. Dans un premier temps, les acquisitions sont faites à 

travers la peau. Afin de s’affranchir de l’interférence spectrale de la peau, 

celle-ci est retirée. Dans un second temps, de nouvelles acquisitions sont 

faites directement sur le muscle. A la fin de l’analyse, l’animal est sacrifié et 

les muscles prélevés. 
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✓ Pour le groupe « transcutané » : les acquisitions sont réalisées à travers 

la peau pour chaque jour d’étude jusqu’au 55ème jour (analyse longitudinale).  

 

Tests fonctionnels : 

La récupération fonctionnelle a été évaluée par l’utilisation d’un test statique et d’un 

teste dynamique durant 28 jours. Le test statique repose sur la mesure de l’espace 

interdigital entre le 1er et le 5ème orteil de chaque patte. Le test dynamique évalue le 

score de marche des souris.  

 

Histologie : 

Les muscles Gastrocnemius sont prélevés afin d’évaluer la réparation musculaire. 

Celle-ci est estimée par le pourcentage de fibres musculaires présentant des noyaux 

centraux après coloration des biopsies à l’hématoxyline éosine.  

 

Résultats et Discussion : 

 

La durée moyenne de suivi des rongeurs dans les essais précliniques publiés est 

limitée à une trentaine de jours. Leur critère principal de jugement est le rétablissement 

du flux sanguin à l’état basal 

 

Un flux sanguin restauré ne suffit pas à récupérer une fonctionnalité : 

Les souris retrouvent un flux sanguin de base à J22 post-intervention chirurgicale. 

Cependant, l’espace interdigital n’est rétabli que plus tard. Ceci concorde avec les 

données de la littérature selon lesquelles la fonctionnalité et le flux sanguin ne sont 

pas corrélés.  

 

Le muscle squelettique engage un processus de réparation post-ischémique : 

Le tissu musculaire squelettique est affecté par l’ischémie et se dégrade dans les 

heures suivant l’installation de la ligature. Cette dégradation est marquée par la 

présence de fibres musculaires très atrophiées avec des espaces lacunaires 

importants pouvant suggérer le développement d’un œdème. Ce dernier peut se 

constater chez l’animal in vivo car le membre ischémié paraît gonflé et tendu jusqu’à 

24 heures post induction de l’ischémie. Les jours suivants, des cellules inflammatoires 
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s’infiltrent dans le tissu et persistent jusqu’à 15 jours. Les premières fibres en 

régénération apparaissent à ce stade également. Conformément aux données de la 

littérature, les fibres ont un aspect plus arrondi et possèdent des noyaux centraux.  

 

Le flux sanguin et la réparation musculaire ne sont pas simultanés : 

En effet à J22, il persiste des traces d’inflammation, d’atrophie et le nombre des fibres 

en régénération continue de croître. A ce stade, les fibres n’ont pas récupéré leur forme 

polygonale et les noyaux ne sont toujours pas refoulés en périphérie. Le flux sanguin 

ne paraît donc pas suffisant pour nous informer de l’état du tissu musculaire dont la 

régénération suit des mécanismes indépendants.  

 

La Spectroscopie Raman discrimine le tissu sain du tissu en ischémié : 

Les signatures spectrales acquises au cours de ce travail indiquent que la 

spectroscopie Raman est un outil non invasif permettant de discriminer la patte saine 

de la patte ischémiée sans la peau dans un premier temps (preuve de concept) puis 

dans un second temps à travers la peau d’un animal vivant immobilisé. La 

spectroscopie Raman a été capable de discriminer chaque jour d’étude jusqu’au 55ème 

jour alors que le flux sanguin avait rejoint son taux basal dès le 22ème jour. La 

spectroscopie Raman est une technique non invasive et indolore qui pourrait dans 

notre hypothèse de travail discriminer les zones tissulaires ischémiées 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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X. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

Depuis quelques années, la TC a fait l’objet de nombreux travaux précliniques puis 

cliniques chez les patients atteints d’AOMI et en impasse thérapeutique (« NO-

option »).  

Les méta-analyses découlant des essais randomisés sont en faveur d’une efficacité, 

sur des critères d’amélioration clinique tels que la cicatrisation des ulcères, 

l’augmentation de la TcPO2 et la diminution de la douleur. En revanche, lorsque les 

critères principaux de jugement sont fondés sur la mortalité, les méta-analyses ne 

parviennent pas à démontrer de façon claire l’efficacité de la TC [297, 312].  

Les PTC sont très hétérogènes selon les études. Ces PTC sont décrits généralement 

de façon assez stéréotypée par une description sommaire de la composition cellulaire 

ainsi que par des indices classiques en TC telle que la viabilité cellulaire et la quantité 

de cellules CD34+. En effet, le rationnel reposait essentiellement sur l’idée selon 

laquelle le mécanisme d’action serait entièrement fondé sur la différenciation des 

cellules injectées. Des EPCs sont identifiables au sein des PTC mais leur très grande 

rareté incite à envisager d’autres mécanismes d’action notamment paracrines [100]. 

 

A notre connaissance, aucune étude clinique n’a réalisé une caractérisation extensive 

des PTC dans l’objectif de mieux comprendre les échecs de la TC et de dégager des 

pistes d’amélioration. Par ailleurs, s’agissant d’implanter des cellules rares dans un 

environnement très défavorable parce qu’altéré par l’ischémie et l’inflammation, 

l’analyse du site implantatoire apparaît comme un paramètre essentiel. En effet, la 

physiopathologie de l’AOMI a longtemps été attribuée uniquement aux obstructions 

athéroscléreuses et à la réduction du flux sanguin dans les membres inférieurs. Les 

techniques actuelles d’exploration se focalisent essentiellement sur l’évaluation du flux 

sanguin et sur la qualité des vaisseaux. Or, la maladie concerne aussi bien la 

diminution du flux que l’atteinte musculaire et des données de la littérature indiquent 

qu’une myopathie se développe secondairement à l’atteinte vasculaire [316]. 

 

Les objectifs de ce travail ont été : 

1- De caractériser de façon très extensive des PTC autologues, provenant de 

patients présentant une AOMI et ayant bénéficié de TC, 
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2- D’analyser le site implantatoire en utilisant un modèle animal validé et en 

comparant les analyses histologiques et de flux à des évaluations 

fonctionnelles, 

3- D’identifier des sous-populations d’intérêt au sein de ces PTC d’origine 

autologue, 

4- D’évaluer par un essai pilote le potentiel de l’analyse in vivo par spectroscopie 

Raman des tissus ischémiés. 

 

 

Le CHU de Reims dispose d’une collection unique d’échantillons biologiques 

provenant de patients présentant une ICMI à haut risque d’amputation et candidats à 

la TC. Les caractéristiques cliniques et biologiques de ces patients sont parfaitement 

colligées. Ces échantillons ont été obtenus lors de la réalisation d’un premier essai 

clinique de phase I/II de TC initié en 2004 en collaboration avec le CHU d’Amiens (Trial 

number: NCT00533104 sur le site : www.clinicaltrials.gov), poursuivi en 2009 par un 

plus large essai national, de phase III randomisé en double aveugle contre placebo 

intitulé BALI (“Bone marrow Autograft in Limb Ischemia”) (Trial number: 

NCT00904501) [259]. Ces essais ont utilisé soit  la fraction nucléée de la MO (BM-

CTPs : Bone Marrow cell therapy products) après ponction-aspiration de la MO soit 

celles du sang périphérique (PB-CTPs : Peripheral Blood cell therapy products), 

obtenues par cytaphérèse non mobilisée. Les PTC ont été  caractérisés précisément 

[299] et les évaluations cliniques ont démontré leur bonne tolérance et une nette 

amélioration clinique chez certains patients [296].  

 

Dans « Cell therapy in critical limb ischemia: A comprehensive analysis of two cell 

therapy product », nous décrivons la complexité des PTC en termes de composition 

cellulaire et les différences majeures entre BM-CTPs et PB-CTPs. Quelle que soit leur 

source, médullaire ou périphérique, ces PTC sont très hétérogènes reflétant 

probablement  des paramètres liés aux  patients eux-mêmes très hétérogènes en 

termes d’âge, de facteurs de risque, de comorbidités, de thérapeutiques associées 

etc... [281].  

L’analyse cellulaire des PTC retrouve néanmoins des taux de cellules CD34+ très 

faibles, ce qui confirme les données de la littérature. Ainsi, le taux de cellules CD34+ 

dans les PTC est inversement corrélé à l’âge des patients [281]. Bien que les effectifs 

http://www.clinicaltrials.gov/
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dans la population restent faibles, nous avons observé que la présence d’un syndrome 

inflammatoire ainsi que l’accumulation de facteurs de risque cardiovasculaires sont 

inversement corrélés aux concentrations de cellules CD34+ circulantes.  

De même, les EPCs sont présents en très faible quantité (1/8000 cellules nucléées 

dans la MO et 1/124 000 cellules nucléées dans le sang). Cette quantité infime de 

cellules souches et progénitrices est en accord avec les données de la littérature 

indiquant que les PTC jouent un rôle essentiellement paracrine en sécrétant des 

facteurs pro-antigéniques et en recrutant des EPCs locaux [343]. 

L’effet des cellules matures présentes dans les PTC ne doit pas être négligé. Ainsi, 

l’effet paracrine pourrait être plus important avec les PB-CTPs, très riches en 

monocytes [153] et en plaquettes [344], sources potentielles de facteurs pro-

angiogéniques et de facteurs de croissance [281]. 

A l’inverse, les PNN très présents dans certains PTC pourraient être délétères compte 

tenu de leurs propriétés protéolytiques et cytotoxiques sachant que les PTC sont 

implantés dans des sites ischémiques déjà très inflammatoires. Lors de nos études, 

nous avons observé que l’expression d’un profil inflammatoire chez les patients était 

associée à une évolution défavorable après TC. Les cellules mésenchymateuses ont 

donc un intérêt majeur dans l’AOMI dans la mesure où ces cellules sont 

immunomodulatrices, d’où l’idée d’un effet anti-inflammatoire au niveau du site 

implantatoire des PTC.  

 

Dans notre étude, nous montrons l’existence d’une sous-population de MSCs dans les 

PTC. Ces cellules sont rares mais présentes (1/28 000 cellules nucléées dans la MO 

et 1/114 000 cellules nucléées dans le sang) chez le patient ayant une AOMI évoluée. 

Les MSCs se distinguent des ECFCs dans la mesure où il est possible de les amplifier 

plus facilement  en culture, tout en préservant leurs propriétés [345, 346]. 

Ainsi, en dépit de leur rareté, il est envisageable d’obtenir des PTC y compris en 

situation autologue et en quantité suffisante pour les rendre exploitables en TC. 

D’autres sources de MSCs peuvent, par ailleurs, s’envisager.  

L’intérêt des MSCs a été corroboré par des études précliniques ayant utilisé des MSCs 

dans un modèle d’ICMI et ont établi leur supériorité par rapport aux BM-MNCs [181]. 

En 2012, Smadja et al., ont mis en évidence l’efficacité de MSCs issues de patients 

ICMI dans un modèle murin d’ICMI [342]. Ces MSCs issues présentaient un pouvoir 

pro-angiogénique supérieur aux BM-MNCs issues des mêmes patients et équivalent 
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aux MSCs issues de donneurs du même âge, exempts de facteurs de risque 

cardiovasculaires. Ceci suggère que, malgré une raréfaction de ces cellules au cours 

de la vie, les MSCs conservent un potentiel pro-angiogénique stable, probablement 

paracrine.  

Dans ce contexte, des études in vitro et in vivo ont analysé les capacités de  

transdifférenciation endothéliale des MSCs et envisagé des pistes d’amélioration  de 

leur pouvoir pro-angiogénique. Ainsi, la surexpression de facteurs pro-angiogéniques 

(HGF, HIF-2α, PDGF-BB, FGFb) par transfection stable via des vecteurs viraux [167-

169] améliore l’efficacité pro-angiogénique des cellules par rapport aux MSCs 

indifférenciées. D’autre part, le pré-conditionnement hypoxique in vitro (1% d’O2) des 

MSCs augmente l’activité pro-angiogénique de ces cellules [170].  

A partir des MSCs, une population a été décrite comme cellules endothelial-like MSCs 

(MELs) dans la mesure où elle est obtenue par culture des MSCs dans un milieu 

enrichi en FCs pro-angiogéniques [177]. Ces cellules présentent le même phénotype 

que les MSCs indifférenciées mais leur fonctionnalité est distincte puisque ces cellules 

se transdifférencient  en ECs, lorsqu’elles sont cultivées en présence de  composés 

de la MEC. Par ailleurs, les MELs forment des pseudo-tubes in vitro plus importants 

que ceux formés par les MSCs [177-179]. Dans un modèle de Matrigel in vivo, elles 

induisent la formation de vaisseaux fonctionnels [179].  

L’un des objectifs de notre travail a été de mettre en évidence la présence de MELs 

dans les PTC issus de la MO (BMCs) provenant des patients présentant une ICMI à 

haut risque d’amputation. 

Les résultats de ce travail sont présentés dans le deuxième article « In vivo efficacy of 

endothelial like mesenchymal stem cells derived from patients with critical limb 

ischemia ». Ils montrent que des MELs sont présents  dans les PTC d’origine 

médullaire issus  de patients « NO-option ». Nous confirmons que les MELs présentent 

un phénotype comparable à celui des MSCs mais des propriétés fonctionnelles plus 

intéressantes que ces dernières. Il est donc nécessaire de poursuivre les 

investigations de façon à distinguer les types de population cellulaire. L’analyse des 

profils sécrétoires de ces cellules est en cours, afin de mieux comprendre l’avantage 

fonctionnel des MELS voire de proposer des marqueurs phénotypiques les distinguant.  
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Dans le modèle murin d’ischémie aiguë chez la souris Nude, les  MELs favorisent la  

restauration complète du flux sanguin dans la patte ischémiée, de façon comparable 

aux MSCs mais bien supérieures aux BMCs d’origine. De plus,  elles permettent de 

réduire très significativement le taux d’amputation. Ce modèle présente quelques 

limites puisque l’ICMI humaine résulte généralement d’un processus chronique. Les 

mécanismes de revascularisation impliqués dans ces deux phénomènes, aigus ou 

chroniques, sont diffèrents [87]. De plus, l’utilisation de souris jeunes qui ne présentent 

pas de co-morbidités associées telles que l’HTA ou le diabète peut être discutée. Une 

des perspectives de ce travail serait de faire vieillir des souris dans un environnement 

enfumé (le tabac étant le 1er facteur de risque dans l’AOMI), de les rendre obèses et 

diabétiques, hypertendues. Une étape finale de ligature de l’artère fémorale serait 

peut-être nécessaire pour induire une ischémie aiguë caractéristique de l’ICMI. Nos 

conclusions rejoignent celles de Smadja et al., 2012, évoquant un avantage possible 

des MSCs issues de patients ICMI par rapport aux BMCs d’origine [342]. De façon 

intéressante, Smadja et al., ont indiqué que le potentiel pro-angiogénique des MSCs 

ne décroît pas lorsque les patients présentent des facteurs de risque 

cardiovasculaires.  

Les analyses fonctionnelles montrent que l’implantation des MELs ou des MSCs,  

favorisent la récupération de la distance interdigitale et la marche. Parmi les 

évaluations fonctionnelles, le test dit « statique » offre l’intérêt d’une information 

précise sur la fonctionnalité du membre. Le test « dynamique », plus représentatif de 

la marche, nous semble un moins bon indicateur de la réparation vasculaire dans la 

mesure où les animaux mettent en place des mécanismes rapides de compensation. 

L’analyse immuno-histologique du site implantatoire montre que les MELs semblent 

favoriser la réparation vasculaire puisque leur implantation induit un marquage 

endothélial CD31+ supérieur par rapport aux 3 autres lots de souris (MSCs, BMCs et 

véhicule). Janeczek-Portlaska et al., 2012, ont rapporté la capacité de MELs humaines 

à se différencier en ECs, et ce, après contact avec des composés de la MEC. 

Nos résultats montrent que l’implantation des MELs favorise l’apparition de cellules 

αSMA+. Ces cellules sont impliquées dans la formation d’un réseau vasculaire, lequel 

serait plus stable lorsque les deux marqueurs CD31+ et αSMA+ sont associés [347]. Si 

les réseaux formés à la suite à l’implantation de cellules quel que soit leur origine sont 
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instables, alors la réparation vasculaire est insuffisante à moyen terme puisqu’elle ne 

permet pas de subvenir aux besoins des tissus [343].  

Selon certaines données de la littérature, il semblerait que les cellules injectées se 

grefferaient transitoirement aux tissus ischémiques [289] et induiraient l’activation de 

la revascularisation par des mécanismes essentiellement paracrines. Nous avons 

réalisé des analyses immuno-histologiques en utilisant un anticorps anti-noyau humain 

sur les coupes musculaires des souris Nude 28 jours après l’implantation des 3 lots de 

cellules humaines (BMCs, MSCs et MELs). Nous n’avons pas mis en évidence de 

cellules d’origine humaine au sein du muscle Gastrocnemius murin. Cette absence a 

été confirmée secondairement par une analyse transcriptomique des muscles en 

utilisant des oligonucléotides sondes spécifiquement humains (résultats non 

présentés). En perspective de ce travail, il serait intéressant d’utiliser des cellules 

marquées afin de pouvoir suivre leur comportement in vivo.  

Dans notre approche, il nous semble important d’associer l’étude des processus de 

réparation vasculaire à celle de la réparation musculaire, ce qui est peu abordé dans 

la littérature à ce jour. Nos résultats indiquent que les MELs ainsi que les MSCs ont 

permis d’obtenir une réparation musculaire supérieure aux BMCs. En effet, suite à la 

ligature de l’artère fémorale commune, il se produit une dégénérescence musculaire 

rapide laquelle est suivie de processus de régénération. Des cellules myogéniques, 

présentes entre les fibres, permettent d’obtenir de nouvelles fibres musculaires 

caractérisées, au cours de la régénération musculaire, par un plus petit calibre et des 

noyaux situés en position centrale [348]. Ce mécanisme a été également décrit au 

cours de l’ICMI humaine [349]. Il apparaît donc crucial de suivre l’évolution des 

processus post-ischémiques touchant le tissu musculaire au cours de l’ICMI afin de 

prédire au mieux l’issue de la TC.  

L’analyse des sites ischémiques est un enjeu majeur pour la TC dans la mesure où 

elle permet de réfléchir sur la stratégie d’implantation notamment en termes de site 

favorable ou défavorable pour une telle implantation. L’analyse des sites d’implantation 

pourrait également être utile au suivi des patients traités par TC. Ainsi, des approches 

non invasives sont à privilégier. 

Parmi les outils innovants possibles, nous proposons la spectroscopie Raman. En 

effet, l’Université de Reims Champagne-Ardenne accueille une équipe de recherche 
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reconnue internationalement dans ce domaine. Cette équipe a démontré la capacité 

de la spectroscopie Raman à analyser des tissus. Dans la littérature, les travaux de 

Cluff et al., en 2014 ont utilisé la spectroscopie Raman dans l’analyse de biopsies 

musculaires provenant de patients ICMI et ont pu évaluer la dégénérescence 

musculaire [323].  

L’article « Subcutaneous and transcutaneous monitoring of murine Hindlimb ischemia 

by in vivo Raman spectroscopy » présente l’étude que nous avons réalisée en 

collaboration avec le Dr Abdelilah BELJEBBAR et l’unité EA 7506 (BioSpectrocopy 

Translational group BioSpecT) dirigée par le Pr Olivier PIOT. Ce travail montre l’apport 

de la spectroscopie Raman dans l’analyse in vivo et en temps réel du site ischémié. 

Les empreintes spectrales fournies par l’étude permettent de discriminer, au cours du 

temps, les tissus sains des tissus ischémiés, de manière non invasive. Au cours de 

l’étude, nous avons constaté que, 22 jours après l’induction de l’ischémie, et malgré 

une restauration complète du flux sanguin, il persiste une défaillance fonctionnelle. 

Ceci confirme les données de la littérature selon lesquelles la fonctionnalité du membre 

ischémié n’est pas exclusivement dépendante du flux sanguin [316]. De plus, les 

données spectrales obtenues à J22 post-ischémie sont différentes de celles recueillies 

chez le contrôle, ce qui suggère que le tissu cicatriciel post-ischémie n’a pas la même 

structure qu’un tissu sain. Cette hypothèse est confirmée par l’analyse histologique 

des muscles gastrocnémiens qui montrent la présence de fibres caractéristiques d’une 

régénération musculaire incomplète. Par ailleurs, l’analyse spectrale du site ischémié 

montre une augmentation des lipides et une baisse des protéines. Cette évolution des 

contenus en lipides/protides est cohérente avec des données publiées montrant en 

histologie, une infiltration adipocytaire du tissu ischémié associé à une atrophie 

musculaire [349, 350].  

 

En perspective de notre travail, il serait intéressant d’utiliser une méthode de 

microspectroscopie Raman à partir de biopsies murines, afin de cartographier les 

tissus, selon les différents composants identifiés par l’analyse spectrale. 

L’ensemble de ces données fournit un argument en faveur de l’utilisation in vivo et en 

temps réel de la spectroscopie Raman dans l’analyse du site ischémié. 

A plus long terme, la spectroscopie Raman est extrêmement prometteuse dans la 

mesure où il s’agit d’une technique non invasive donnant des informations 
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comparables aux analyses histologiques. Compte tenu des limites des méthodes 

d’imagerie et de la difficulté d’utiliser des indicateurs pertinents et sensibles indiquant 

la revascularisation, la spectroscopie Raman pourrait permettre non seulement de 

diagnostiquer et de cartographier les lésions ischémiques, mais également de suivre 

la réparation tissulaires des patients après revascularisation, et ce quelle que soit la 

méthode utilisée. En ce qui concerne la TC, l’analyse Raman pourrait guider 

l’implantation des cellules en déterminant les sites favorables à cette implantation.  

 

En conclusion, ce travail nous a montré l’intérêt des MSCs et des MELs, lesquelles 

sont présentes chez les patients atteint d’une ICMI à haut risque d’amputation, d’où 

une possibilité d’utiliser ces cellules dans une TC autologue. Il semble nécessaire de 

mieux caractériser les cellules MELs afin d’élucider leur potentiel de réparation 

vasculaire mais également musculaires. 

 

 

Le programme de recherche clinique d’utilisation de la TC se poursuit au CHU de 

Reims un la mise en place d’un nouvel essai clinique évaluant des MSCs provenant 

du cordon ombilical chez les patients présentant une AOMI. Ce projet est coordonné 

par le Pr Ambroise DUPREY. A l’occasion de l’élaboration de ce projet, les critères de 

suivi sont discutés. Pour cet essai, des indices classiques de mesure (TcPO2) seront 

retenus. Pour autant, il nous semble intéressant de poursuivre les travaux menés avec 

la spectroscopie Raman afin d’envisager le développement de cette technique dans 

l’évaluation du patient présentant une AOMI, notamment dans le suivi des patients 

traités par des techniques de revascularisation intégrant la TC.  

 

Les cellules humaines utilisées à des fins médicales sont considérées aujourd’hui 

comme des médicaments (MTI : « médicaments de thérapie innovante » et MTI-PP : 

« médicaments de thérapie innovante préparés ponctuellement ») et la réglementation 

européenne en vigueur extrêmement draconienne pourrait constituer à elle-seule une 

étape limitante à leur utilisation chez l’homme. 
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Analyse du site d’implantation de produits de thérapie cellulaire dans un modèle d’ischémie des 

membres inférieurs : 

L’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) est une affection vasculaire obstructive 

athéroscléreuse. Elle touche 20% des plus de 70 ans. L’ischémie critique des membres inférieurs (ICMI) 

est le stade ultime et nécessite une revascularisation. La thérapie cellulaire (TC) tente de promouvoir 

l’angiogenèse chez les patients en impasse thérapeutique. Les cellules souches mésenchymateuses 

(MSCs) sont des cellules candidates prometteuses à la TC, car elles associent des propriétés pro-

angiogéniques et immunomodulatrices. L’objectif de cette thèse a été : 1) d’évaluer dans un modèle 

murin d’ischémie de la patte, l’efficacité de deux types de MSCs injectées dans le membre ischémié : 

les MSCs indifférenciées et les MSCs « endothelial like » (MELs) en les comparant aux cellules 

médullaires de patients atteints d’ICMI; 2) d’analyser le membre ischémié par spectroscopie Raman. 

Les MELs et les MSCs ont induit une restauration complète du flux et une amélioration fonctionnelle du 

membre. Aucune nécrose n’a été signalée après administration des MELs. Histologiquement, les MELs 

ont induit les taux les plus élevés de néoangiogenèse et de régénération musculaire. La spectroscopie 

Raman différencie un tissu ischémié d'un tissu sain et indique une augmentation du ratio lipide/protide 

au cours de l’ischémie. 

Notre étude conclut que les MELs rétablissent le flux sanguin et permettent la réparation musculaire. 

La spectroscopie Raman est une technique non invasive et sensible pouvant être utilisée pour évaluer 

l'ischémie chez les patients atteints d’ICMI. 

 

Mots clefs : ischémie, cellules souches mésenchymateuses, ischémie des membres inférieurs, 

thérapie cellulaire 

 

Analysis of the implantation site of cell therapy products in hindlimb ischemia model:  

Peripheral artery disease (PAD) is an atherosclerotic obstructive disease affecting lower limbs arteries. 

It affects nearly 20% of over 70s. Critical limb ischemia (CLI) is the ultimate stage and requires 

revascularization. Cell therapy (CT) has been proposed for patients with CLI. Mesenchymal stem cells 

(MSCs) may be a better option as they combine angiogenic and immunomodulatory properties. MSCs 

can be obtained from bone marrow derived cells (BMCs) of CLI-patients. The aim of this study was first 

to evaluate, in a murine hindlimb ischemia model, the efficacy of two types of MSCs: undifferentiated 

MSCs and “endothelial-like” MSCs (MELs) in comparison with currently used BMCs. Secondly, the 

objective was to perform a non-invasive analysis of ischemic limb using Raman Spectroscopy.  

MELs and MSCs induced complete perfusion restoration whereas BMCs did not. The complete flow 

recovery was significantly earlier with MELs in comparison with MSCs. Both MSCs and MELs improved 

functionality more efficiently than BMCs. Interestingly, complete limb salvage was observed in the MELs 

treated group exclusively. In muscles, MELs induced the highest rate of neoangiogenesis and the best 

muscle repair as shown by the presence of regenerated myofibers. Spectral acquisitions revealed that 

Raman spectroscopy can discriminate ischemic limb from healthy limb and can grade ischemia over 

time.  

Our study brings evidence that MELs obtained from CLI-patients can restore blood flow and provide 

muscle repair. Moreover, Raman spectroscopy could be used clinically to assess ischemia in CLI-

patients. 

 

Keywords: ischemia, mesenchymal stem cells, peripheral arterial disease, cell therapy 

EA 3801, HERVI-Hémostase et Remodelage Vasculaire post-Ischémie  


