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Therapie genique
et maladies cardiovasculaires

Le systéme cardiovasculaire représente un domaine d’appli-
cation de la thérapie génique a court et a moyen terme,
notamment en ce qui concerne le traitement des complica-
tions de la maladie athéromateuse. Les progres les plus
avancés concernent la stimulation de ’angiogenese au cours
des maladies ischémiques. L’amélioration fonctionnelle et
clinique obtenue récemment apres transfert du gene du
VEGF (vascular endothelial growth factor) chez des patients
atteints d’artérite ischémique des membres inférieurs offre
de nouvelles perspectives thérapeutiques. Le transfert de
gene utilisé dans le traitement de la resténose postangio-
plastie reste a ’heure actuelle prometteur malgré I’absence
d’application clinique. Les mises en pratique de la thérapie
génique a d’autres problématiques cardiovasculaires appa-
raissent plus lointaines, conditionnées par une meilleure
connaissance des mécanismes physiopathologiques ainsi
que par 'amélioration des techniques de transfert de gene.

es maladies cardiovasculaires

représentent toujours la prin-

cipale cause de mortalité

dans les pays développés.

Malgré les progres réalisés
ces derniéres années en termes de
prévention et de prise en charge de
leur complications, de nombreux
aspects restent non résolus. Pour cer-
tains, la thérapie génique se situe
comme une voie de recours envisa-
geable a tres court terme. C’est le cas
notamment des maladies isché-
miques évoluées dépassant les possi-
bilités existantes de revascularisation
par dilatation artérielle ou pontage
chirurgical. La stimulation de
I’angiogenése par I’administration de
génes codant pour des facteurs
angiogéniques dans ces situations

représente une nouvelle approche
qui a déja conduit a plusieurs essais
cliniques [1, 2]. Un autre domaine
d’application de la thérapie génique
est représenté par le traitement de la
resténose postangioplastie. Le carac-
tere focal et limité dans le temps de
ce processus pathologique, de méme
que l'accessibilité de la paroi arté-
rielle par voie endovasculaire, expli-
quent les succes obtenus dans de
nombreux travaux expérimentaux
ciblant des genes variés. Bien que fai-
sant encore 1'objet de discussion [3,
4], les premiers essais cliniques vien-
nent de débuter.

A coté de ces aspects thérapeutiques
concernant principalement les com-
plications de la maladie athéroma-

teuse, d’autres applications possibles m———
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de la thérapie génique sont ’objet
d’une recherche a plus long terme.
C’est notamment le cas de maladies
graves telles que certaines formes
d’insuffisance cardiaque, I’hyperten-
sion artérielle pulmonaire, dont la
gravité a court terme et I’absence de
thérapeutique en dehors de la trans-
plantation justifient le développe-
ment de nouvelles approches théra-
peutiques spécifiques.

Un autre domaine d’application
concerne les maladies génétiques
héréditaires a expression cardiovas-
culaire, certaines formes d’hypercho-
lestérolémie, de maladies spécifiques
du muscle cardiaque ou d’anomalies
de I’hémostase. L’abord thérapeu-
tique de ces maladies se heurte ici
aux problemes généraux d’une thé-
rapie génique substitutive, principa-
lement représentés par les trop
faibles efficacité et durée d’expres-
sion du transgene.

Problemes généraux

liés aux modalités

de transfert, vectorologie
dans le systeme
cardiovasculaire

Certaines particularités du systeme
cardiovasculaire conditionnent les
modalités de transfert de gene ou de
vectorisation utilisables. Parmi ces
caractéristiques, la relative accessibi-
lité de la paroi vasculaire a un traite-
ment administré localement, la
possibilité d’obtenir des effets théra-
peutiques malgré une breve durée
d’expression du transgeéne (stimula-
tion de I’angiogenése) ont conduit a
I'utilisation d’ADN nu aussi bien qu’a
I'utilisation de vecteurs viraux. Les
différentes modalités d‘administra-
tion de ces vecteurs sont résumées
dans la figure 1.

Utilisation d’ADN plasmidique
ou de vecteurs non viraux

L’utilisation d’ADN nu est en prin-
cipe limitée par la faible efficacité de
transfection et donc par un faible
niveau d’expression du transgeéne
(Tableaw I). Ces caractéristiques sont
cependant a nuancer en fonction du
type de cellules transfectées et de la
nature du transgene. Administré par
voie intraveineuse, 'ADN plasmi-
dique subit une dégradation tres
rapide au niveau du systéme réticulo-

Figure 1. Modalités de délivrance d’un géne dans le systéme cardiovascu-
laire. 1. Injection intravasculaire, principalement utilisée dans le cceur (injec-
tion intracoronaire), destinée a stimuler I'angiogenése dans un territoire
ischémique. 2. Administration dans la paroi artérielle, réalisable par l'inter-
médiaire des nouvelles techniques de cathétérisme permettant I'accés a la
paroi artérielle par voie percutanée, utilisée dans la prévention de la resté-
nose postangioplastie ou dans la stimulation de I'angiogenése. 3. Adminis-
tration directe du vecteur ou du transgéne dans le tissu (muscle, myocarde,
péricarde), utilisée principalement dans la stimulation de I'angiogenese.

endothélial et a une demi-vie plasma-
tique tres courte [5]. En revanche,
une expression locale du transgene
peut étre induite apres administra-
tion d’ADN plasmidique directement
dans les tissus. De facon intéressante,
I’administration des génes dans les
muscles squelettiques ou cardiaques
donne les meilleurs résultats en
termes de rendement d’expression
(quantité de protéine produite). Mal-
gré un faible taux de transfection,
I’expression du transgene dans le
muscle peut durer plusieurs mois
sans réplication ni intégration appa-
rente du plasmide injecté. Ces avan-
tages ont été largement mis a profit
pour stimuler 'angiogenése. I.’admi-
nistration d’un plasmide contenant
I’ADN complémentaire du VEGF
(vascular endothelial growth factor) dans
le muscle ou la paroi vasculaire a per-
mis d’obtenir une expression locale
de la protéine ainsi qu'une augmen-
tation des concentrations circulantes
de VEGF, observée jusqu’a 15 jours
apres 'administration [6]. Les avan-

tages et les inconvénients liés a I'utili-
sation d’un plasmide sont résumés
dans le Tableau I. Un avantage sup-
plémentaire a I'utilisation de plas-
mide est sa relative simplicité. Ainsi,
dans I’étude de Baumgartner et al., le
plasmide contenant 'ADN du VEGF
avait été préparé dans le laboratoire
universitaire de 1’équipe responsable
du projet sans intervention d’un par-
tenaire industriel [6].

Vecteurs viraux

Les vecteurs adénoviraux sont les plus
couramment utilisés dans le transfert
de gene in vivo appliqué au domaine
cardiovasculaire du fait de leur capa-
cité a transduire des cellules postmi-
totiques. L’efficacité de transfection
d’un vecteur adénoviral est de I’ordre
de 100 fois supérieure a celle d’ADN
plasmidique. Cependant, en raison
de I’absence d’intégration chromoso-
mique, I'information génétique trans-
duite par les adénovirus est perdue
au cours des divisions cellulaires a la
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Tableau |

DANS LE DOMAINE CARDIOVASCULAIRE

AVANTAGES ET INCONVENIENTS DES VECTEURS POTENTIELS DU TRANSFERT DE GENE

Adénovirus

Virus adéno-associé

Plasmide

Efficacité
de transduction

Inflammation

Expression
du transgéne

Durée de
persistance
du transgéne

Modifications
de la spécificité
cellulaire

Administrations

Capacité d’insertion

De 7 a 37kb en fonction
des délétions réalisées
dans le génome

Elevée dans la plupart des types
cellulaires

De faible a élevée en fonction
des délétions réalisées
dans le génome

De faible a élevée en fonction
de l'association promoteur/vecteur/
cellule hote

De faible a élevée en fonction
des délétions réalisées
dans le génome

Ciblage possible par modifications
de la fibre et/ou de la protéine
de base du penton

Efficacité limitée
Possibilité d’utiliser différents

Environ 4-5 kb

Elevée dans certains types
cellulaires (fibres musculaires,
neurones, hépatocytes)

Faible

De faible a élevée en fonction
de I'association promoteur/
cellule/hote

Elevée

Non réalisée a ce jour

Semble possible mais
résultats contradictoires

Pas de limitation
théorique
de taille

Faible

Faible

Faible

Elevée

Théoriquement

possible

Oui

répétées
sérotypes

différence des rétrovirus et de 'AAV
(adeno-associated virus, un parvovirus)
qui intégrent leur acide nucléique
dans le génome de la cellule hote.
Néanmoins, l'utilisation des rétrovi-
rus est limitée du fait de leur capacité
de ne transduire que les cellules en
cours de division. L’AAV possede un
spectre de cibles tissulaires limité aux
cellules musculaires lisses et aux neu-
rones (Tableau I).

Le principal défaut du vecteur adé-
noviral est sa propension a déclen-
cher, chez I'hote, une forte réaction
immunitaire, tant humorale que cel-
lulaire, due a I'expression résiduelle
de protéines virales. La conséquence
en est une réduction de I’expression
du transgene par élimination des cel-
lules transduites en quelques
semaines. Par ailleurs, a forte
concentration, les vecteurs adénovi-
raux peuvent avoir des effets toxiques
directs sur les cellules, et ainsi reten-
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tir sur la fonction de l'organe cible,
qu’il s’agisse de la paroi vasculaire ou
des cellules pulmonaires. Les vec-
teurs adénoviraux ne semblent pas
affecter la contraction myocardique.

Stimulation

de I'angiogenése
dans les maladies
ischémiques

Les complications ischémiques repré-
sentent 1’évolution habituelle des
maladies dégénératives vasculaires, et
plus particulierement de la maladie
athéromateuse. En cas d’ischémie
chronique du myocarde ou des
membres inférieurs, un des moyens
utilisés par I’organisme pour amélio-
rer la perfusion du territoire atteint
est le développement d’une circula-
tion collatérale de suppléance (fi-
gure2). Celle-ci, issue d’arteres de voi-
sinage encore perfusées, réalise un

véritable réseau de suppléance dirigé
vers le territoire ischémique. C’est
ainsi qu’au niveau des artéres coro-
naires, ou ’occlusion si¢ge habituel-
lement a la partie proximale des gros
troncs artériels, le développement
d’une circulation collatérale a partir
d’une autre artére est un phéno-
meéne fréquent, permettant de limi-
ter 'importance du déficit de perfu-
sion. L’objectif de I’angiogeneése
thérapeutique est d’amplifier ce phé-
nomene également appelé «artério-
genese » dont le mécanisme reste mal
compris [7].

L’angiogenese,
les facteurs angiogéniques

L’angiogenese se définit par la for-
mation de nouveaux capillaires a par-
tir de petits vaisseaux préexistants.
Ce processus d’angiogenése résulte
d’une réponse des cellules endothé-
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Figure 2. Développement d’une circulation collatérale de suppléance dans la circulation coronaire. La constitution
progressive d’un rétrécissement sur une des artéres principales (ici I'artére interventriculaire antérieure) peut
s’accompagner de I'ouverture de collatérales préexistantes et/ou d’une angiogenese a partir des autres troncs arté-
riels permettant la prise en charge de la circulation d’aval dans la zone hypovascularisée (ici a partir de la coronaire
droite). L’angiogenése thérapeutique consiste a stimuler ce processus physiologique par I'administration de facteurs

de croissance angiogéniques.

liales & des signaux spécifiques. Les
étapes impliquées comportent la
fragmentation de la membrane
basale entourant le vaisseau sanguin
existant, la migration des cellules
endothéliales vers la source du
signal, leur prolifération, puis leur
arrangement en tube vasculaire.
Parmi les nombreux facteurs
capables d’activer ’angiogenése,
seuls certains comme le VEGF et les
FGF (fibroblast growth factor) sont
capables de provoquer I’ensemble
des composantes de la réponse
angiogénique in vitro et in vivo [8, 9].
C’est donc surtout vers l'utilisation
de VEGF ou de FGF que se sont tour-
nés les essais de thérapeutique angio-
génique, apres quelques essais utili-
sant I’héparine, dont I'une des
actions est de permettre la libération
de FGF endogenes a partir de la
matrice extracellulaire.

Les premiéres études expérimentales
soutenant ce concept ont été réali-
sées des 1992 par I'administration de
FGF sous forme de protéine recombi-
nante [1, 2]. Dans la plupart des
modeles expérimentaux utilisés, une
ischémie locale est induite par liga-
ture d’une artere iliaque, fémorale
ou coronaire. Une particularité de

mssmmmn ces modeles est que l'ischémie ainsi
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créée est elle-méme responsable
d’une réponse angiogénique associée
au développement d’une circulation
collatérale a partir des vaisseaux per-
fusés restants (artériogenese). Dans
ces modéles, I’administration de FGF
ou de VEGF vient donc se superposer
a un ensemble de processus endo-
genes, provoqués par ’hypoxie, dont
le role permissif ou facilitateur appa-
rait fondamental.

De nombreuses études expérimen-
tales ont ainsi montré ’efficacité
d’une délivrance locale, intramuscu-
laire ou intra-artérielle, de FGF ou de
VEGF sous forme de protéines
recombinantes [1, 2]. Chez les ani-
maux traités, on note, dans les
semaines suivant 1’occlusion arté-
rielle, une amélioration de la densité
capillaire dans le territoire isché-
mique, une augmentation de la cir-
culation collatérale évaluée par
angiographie ainsi qu'une améliora-
tion des débits artériels. Dans le myo-
carde, une amélioration de la fonc-
tion ventriculaire gauche est associée
a ces indices de reperfusion [2]. Une
premiere étude chez ’homme a
récemment montré 'applicabilité de
cette approche a la pathologie coro-
narienne. L’administration de FGF
acide a été pratiquée directement

dans le myocarde au cours d’une
intervention chirurgicale pour triple
pontage coronarien chez une dizaine
de patients. Le controle angiogra-
phique, réalisé 12 semaines apres
I’administration, montre une néovas-
cularisation débordant la zone cor-
respondant au lieu d’injection, située
sous I’anastomose. On remarque sur-
tout une revascularisation des artéres
coronaires en aval des sténoses par
un flux rétrograde issu de la zone de
revascularisation [10]. Selon un rap-
port préliminaire, I’administration
intracoronaire de VEGF permettrait
d’obtenir des résultats semblables.

Stimulation de I’angiogenese
par transfert de gene:
«la thérapie génique angiogénique »

Les premieres études expérimentales
de transfert de geéne dans les situa-
tions ischémiques ont utilisé un plas-
mide non vectorisé contenant ’ADN
complémentaire du VEGF 165. Dans
le modeéle d’ischémie distale chez le
lapin, I’administration de 100 mg de
plasmide par voie intramusculaire,
ou dans la paroi de I’arteére fémorale
en amont de l'occlusion, est suivie
d’une amélioration des index de
reperfusion [11]. Les trois isoformes
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du VEGF testées dans ce modeéle,
VEGF 121, VEGF 165, et VEGF 189
démontrent le méme niveau d’effica-
cité [11]. De facon surprenante,
I’administration intramusculaire ou
le dépot de plasmide VEGF sur la
paroi artérielle sont suivis dans les
deux cas d’une augmentation du
VEGF circulant qui persiste jusqu’au
5¢ jour. Ainsi, 'utilisation d’ADN nu
par voie intramusculaire ou intra-
artérielle semble suffisante pour sti-
muler I'angiogenése locale et aug-
menter le VEGF circulant pendant
quelques jours. Ces données expli-
quent I'intérét suscité par les vecteurs
non viraux dans la stimulation de
I’angiogenese [2, 9].

La premiére tentative de «thérapie
génique angiogénique » a eu lieu en
1996 chez un patient atteint d’artérite
chronique oblitérante des membres
inférieurs a un stade évolué (sta-
desIII/IV). La délivrance était réali-
sée par voie endovasculaire, le
plasmide contenant ADN complé-
mentaire du VEGF étant administré
dans la paroi artérielle en amont de
la zone d’occlusion [12]. L’améliora-
tion fonctionnelle et angiographique
notée a 12 semaines, de méme que le
développement d’angiomes stellaires
et la constitution d’'un cedéme unila-
téral au niveau du membre traité,
démontraient clairement la présence
d’une action angiogénique locale. La
méme équipe a récemment publié les
résultats obtenus chez 9 patients
atteints d’artérite chronique oblité-
rante des membres inférieurs apres
administration intramusculaire de
plasmide contenant PADN complé-
mentaire du VEGF 165, répétée a
15 jours d’intervalle [6]. Cet apport
s’est traduit localement par une amé-
lioration des critéres de perfusion
angiographiques et hémodyna-
miques, une diminution de la dou-
leur, une cicatrisation des ulceéres
cutanés. Une augmentation de la
concentration de VEGF circulant
était notée 1 a 2 semaines apres
I’administration du plasmide, simulta-
nément au développement d’un
cedéme du membre inférieur transi-
toire chez certains patients. Il est
notable que, dans cette étude cli-
nique, la voie intramusculaire était
utilisée alors que les études préalables
de faisabilité avaient utilisé I'injection
intra-artérielle. Les raisons ayant
conduit a modifier le mode d’injec-
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tion ne sont pas explicitées. L’'inno-
cuité de l’administration intra-arté-
rielle du plasmide contenant ’ADN
complémentaire du VEGF 165 avait
cependant été montrée expérimenta-
lement, le VEGF transduit accélérant
la réparation de I’endothélium et per-
mettant une meilleure récupération
de son activité fonctionnelle [13].
En ce qui concerne I'application a la
circulation coronaire, des résultats pré-
liminaires viennent récemment d’étre
présentés sous forme de communica-
tions au congres de 1'American Heart
Association en 1998. L’administration
d’ADN plasmidique du VEGF a été réa-
lisée selon plusieurs voies, dans la paroi
des artéres coronaires ou directement
dans le muscle cardiaque par minitho-
racotomie. L’injection intramyocar-
dique du géne du VEGF 121 vectorisé
dans un adénovirus E1-/E3" a égale-
ment été réalisée chez plusieurs
patients en chirurgie cardiaque, en
complément des pontages coronaires
dans les zones non pontables sans que
soient notées de complications affec-
tant le muscle cardiaque ou le péri-
carde. On assiste donc actuellement au
développement accéléré de ce type
d’approche thérapeutique. A la suite
des études de phase I, la réalisation
d’études controlées dans un futur
proche devrait permettre de mieux
préciser le bénéfice réel obtenu par la
thérapie génique dans ces situations
pathologiques ainsi que de définir les
meilleurs modalités d’administration.

Les interrogations

qui subsistent
Administrer la protéine
u un transgene ?

La présence tres breéve du facteur
angiogénique dans un territoire
ischémique semble suffisante pour
induire le développement d’une cir-
culation collatérale. Il apparait
cependant plus logique de favoriser
I’expression d’un transgéne dans
I’organe cible plutot que d’y adminis-
trer la protéine qui majore le risque
de dissémination, nécessite des admi-
nistrations répétées et atteint des
colts de réalisation plus élevés.

Les effets induits sont-ils persistants ?

Les effets obtenus sont persistants a
moyen terme. La circulation collaté-

rale développée ne semble pas
régresser si un contrdle est effectué
quelques semaines apres le traite-
ment [14]. Le bénéfice potentiel lié a
la réexpression plus tardive du trans-
geéne reste a préciser.

L’action angiogénique
est-elle circonscrite
au territoire ischémique ?

L’administration des facteurs d’angio-
genese en dehors d’une situation
d’hypoxie ou d’ischémie n’induit pas
la formation de néovaisseaux [9]. La
stimulation locale de I’angiogenése
semble donc étre conditionnée ou
favorisée par D’environnement
hypoxique, ce qui explique la relative
sélectivité d’action de ces facteurs
[9]. Parmi les mécanismes invoqués,
la surexpression des récepteurs spéci-
fiques des facteurs angiogéniques, la
surexpression du VEGF ou du bFGF
(basic fibroblast growth factor), 'action
synergique de ces facteurs [15], 'acti-
vation des métalloprotéases de la
matrice extracellulaire de méme que
I'intervention de certains facteurs sta-
bilisants comme les angiopoiétines
sont sans doute déterminants.

Quel gene surexprimer ?

Les génes d’intérét potentiels concer-
nent, outre le VEGF ou les FGF, cer-
tains facteurs de transcription comme
le HIF-1 (kypoxia-inducible factor) ou cer-
tains de ses homologues, de méme
que les angiopoiétines 1 ou 2, qui
controlent le recrutement ou I'apposi-
tion de cellules musculaires lisses dans
la paroi des vaisseaux et ainsi favorise-
raient plutot I« artériogenese ». L'inté-
rét d’utiliser préférentiellement le
VEGEF a certaines formes du FGF reste
encore débattu [16]: (1) a la diffé-
rence des FGF, le VEGF agit de
maniere sélective sur les cellules endo-
théliales du fait d’une localisation
quasi exclusive de ses récepteurs sur
ces dernieres; (2) le VEGF est le fac-
teur angiogénique hypoxique, il est
donc synthétisé de facon naturelle en
conditions d’hypoxie ou d’ischémie;
(3) les récepteurs du VEGF, notam-
ment le récepteur KDR, sont surexpri-
més en situations d’hypoxie ou
d’ischémie; (4) a la différence des
FGF, la structure du VEGF comporte
un peptide signal qui lui permet d’étre

sécrété; (b) le VEGF existe naturelle- s—
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Figure 3. Resténose intra-stent. A. Sténose athéromateuse de la coronaire droite. B. Résultat aprés angioplastie au
ballon et mise en place d’un stent . C. Aspect angiographique a 2 mois montrant une resténose intra-stent constituée
d’une prolifération endoluminale.

ment sous forme soluble, notamment
les isoformes les plus courtes VEGFy
et VEGF;;; (6) le VEGF stimule
I'expression de la NO synthase endo-
théliale ou, selon les conditions, active
directement I’enzyme, ce qui lui
confere une activité protectrice de la
paroi vasculaire [17].

Stimuler I’angiogenese
ou «l’artériogenese » ?

Le développement d’une circulation
collatérale de suppléance reste le prin-
cipal critére de succes dans I’évaluation
d’une thérapeutique de reperfusion
d’un territoire ischémique. Les méca-
nismes de cette «artériogenese » restent
méconnus. Ceux-ci se différencient des
mécanismes de I'angiogenése propre-
ment dite car les vaisseaux concernés
sont des artérioles (qui contiennent du
muscle lisse dans leur paroi) et non des
capillaires. Expérimentalement, seule
la constitution d’une ischémie régio-
nale permet, de facon prévisible,
d’induire le développement d’une cir-
culation collatérale. Une meilleure
compréhension des mécanismes res-
ponsables de I'«artériogenese » devrait
permettre dans P'avenir de s’adresser
de facon plus spécifique a cet aspect
déterminant de la reperfusion d’un ter-
ritoire ischémique [7, 18].

Y a-til des complications a attendre
de la stimulation de I’angiogenese ?

La dissémination dans I’organisme de
facteurs angiogéniques comme le
VEGF expose au risque de complica-
tions telles que le développement de
tumeurs solides ou de rétinopathies. Si
I'implication du VEGF dans la stimula-
tion de I'angiogenése tumorale ne fait
aucun doute, il n’est, en revanche, pas

s prouvé qu’il soit capable d’accélérer la
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croissance tumorale et I'apparition de
métastases lorsqu’il est véhiculé par
voie sanguine [9]. De méme, le déve-
loppement d’une rétinopathie de type
diabétique n’a pas été constaté dans
les études cliniques ou expérimentales
déja réalisées. Enfin, une large surex-
pression de VEGF, et non de FGF peut
potentiellement induire une hypoten-
sion artérielle. Ce dernier effet est
directement dépendant de la voie
d’administration du vecteur ainsi que
de I'intensité de I'expression du trans-
gene. Il représente cependant une
sérieuse limitation a I'administration
directe de la protéine et plaide donc
en faveur de l'utilisation du transfert
de gene.

Y a-til des situations pathologiques
autres que I’ischémie

pouvant bénéficier

de cette approche thérapeutique ?

La stimulation de I’angiogenése est
potentiellement utilisable dans cer-
taines situations telles que la greffe de
lambeaux cutanés, la cicatrisation
d’ulcere ou de plaies chirurgicales. Le
transfert pulmonaire du géne du
VEGF représente également une voie
thérapeutique prometteuse de I’hyper-
tension artérielle pulmonaire d’aprés
les premiers résultats expérimentaux.

Resténose
postangioplastie

L’angioplastie percutanée est actuelle-
ment la méthode de revascularisation
la plus utilisée pour le traitement des
maladies vasculaires coronaires ou
périphériques (environ 60000 procé-
dures en France en 1997). La princi-
pale limite de cette technique est la
survenue, dans les semaines suivant
I'angioplastie, d’un processus de resté-

nose pouvant conduire dans 20% a
40 % des cas a un nouveau rétrécisse-
ment responsable de la réapparition
des symptomes cliniques. Deux méca-
nismes principaux sont responsables
de ce phénomene de resténose: (1) la
prolifération et la migration des cel-
lules musculaires lisses de la média
artérielle conduisant a la constitution
d’une néointima venant faire saillie
dans la lumiére vasculaire; (2) un
phénomeéne de remodelage constrictif
conduisant a une diminution chro-
nique du diametre externe du vais-
seau sans affecter I’épaisseur de celui-
ci. A I'heure actuelle, aucune des
approches pharmacologiques n’a per-
mis de prévenir ce processus malgré
la diversité des substances testées. La
seule technique ayant permis d’obte-
nir une diminution significative du
taux de resténose consiste a placer
dans I'artere une endoprothese (ou
stent), sorte de ressort métallique per-
mettant une contention mécanique.
La généralisation de l'usage de ces
endoprothéses a modifié la physiopa-
thologie de la resténose, faisant dispa-
raitre pour I'essentiel le remodelage
constrictif mais exacerbant les proces-
sus prolifératifs de la paroi artérielle
[19]. Deux stratégies sont donc main-
tenant prometteuses: (1) développer
des endoprothéses moins agressives
pour la paroi artérielle pour diminuer
la réponse hyperplasique; (2) associer
a la mise en place du stent une théra-
peutique antiproliférative. Le passage
a une thérapie génique antiresténose
chez ’'homme nécessite cependant la
résolution de plusieurs problemes.

L’identification
des cibles thérapeutiques

Dans les modeles expérimentaux
(carotide de rat, arteére iliaque de
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lapin, coronaire de porc), la compo-
sante proliférative est au premier
plan, ce qui explique que les
approches de thérapie génique aient
été essentiellement axées sur les stra-
tégies de blocage de la prolifération
cellulaire. On peut distinguer les
« stratégies cytostatiques» visant a
bloquer I'entrée dans le cycle de divi-
sion des cellules musculaires lisses,
les «stratégies cytotoxiques» visant a
détruire les cellules en division et les
«stratégies paracrines» consistant a
produire localement un facteur
sécrété limitant la réponse proliféra-
tive pariétale. Les génes utilisés avec
succés pour ces différentes appro-
ches dans les modeles expérimen-
taux sont résumés dans le Tableau II.
L’inhibition de la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires
peut potentiellement exposer a des
effets déléteres. En théorie, le blo-
cage de ces processus de réparation
vasculaire pourrait ainsi favoriser la
rupture de plaque, mécanisme essen-
tiel a I'origine de I’angor instable et
de T'infarctus du myocarde. Dans le
cas de la problématique de la resté-
nose apres implantation d’un stent,
ou les phénomeénes de prolifération
sont au premier plan, la thérapie
génique antiproliférative constitue
une approche logique d’autant que
I’endoprothése permet une stabilisa-
tion mécanique de la paroi artérielle.
Une stratégie paracrine utilisant le
gene du VEGF 165 sous forme d’ADN
nu pour accélérer la réendothélialisa-
tion fait I’objet de deux études
cliniques de phase 1, 'une aux Etats-
Unis dans ’angioplastie périphé-
rique, 'autre en Finlande dans
I’angioplastie coronaire ou le plas-
mide est associé a des liposomes. Le
bénéfice clinique de cette approche
reste a évaluer.

Les vecteurs de transfert
restent imparfaits

Dans la problématique de la resté-
nose, ce sont les vecteurs adénovi-
raux qui ont été le plus largement
utilisés car ils remplissent une grande
partie des caractéristiques recher-
chées, c’est-a-dire: (1) une bonne
efficacité de transduction, surtout
nécessaire pour les stratégies cytosta-
tique ou cytotoxique; (2) la capacité
a transduire des cellules quiescentes
(le taux de mitose dans la paroi arté-
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lumiere artérielle
néointima

Figure 4. Coupe histologique d’une coronaire de porc examinée 2 semaines
aprés mise en place d’un stent. Prolifération néo-intimale constituée de cel-
lules musculaires lisses et de matrice extracellulaire.

rielle est tres faible). De plus, la durée
d’expression de quelques semaines
obtenue avec ces vecteurs est a priori
suffisante pour I’effet recherché.
Dans la plupart des modéles animaux
sur artéres saines, la vectorisation adé-
novirale permet d’obtenir une
expression significative du transgene
[20]. Il faut noter, cependant, que
Iefficacité est nettement diminuée
sur les artéres athéroscléreuses [21] et
qu’a forte concentration, les adénovi-
rus sont susceptibles d’avoir des effets
toxiques cellulaires et de modifier la
physiologie artérielle [22] (Tableau I).
L’utilisation de liposomes recouverts
des protéines fusiogénes de la cap-
side du virus de Sendai permettent
d’améliorer I'efficacité de transfert
de genes ou d’oligonucléotides anti-
sens dans la paroi artérielle [23].

Les outils de cathétérisme

pour la délivrance locale

des vecteurs de thérapie génique
dans la paroi artérielle

restent a optimiser

L’accessibilité de la paroi artérielle
par voie percutanée a constitué un
des arguments en faveur de la faisabi-
lit¢ a court terme d’un transfert de
geéne vasculaire. Le développement
de l'angioplastie coronaire a permis
la mise au point de multiples sys-
temes de cathétérisme susceptibles

de permettre la délivrance locale de
produits dans la paroi artérielle et
potentiellement utilisables pour la
thérapie génique. Les avantages et les
inconvénients de ces différents cathé-
ters ont fait ’objet de revues
détaillées [24]. Globalement, la diffi-
culté de I'administration locale dans
le réseau coronaire résulte du fait
qu’il est impossible d’interrompre de
facon prolongée la circulation san-
guine et que, par ailleurs, il existe de
tres nombreuses collatérales qui
constituent autant de voies de dissé-
mination a distance. Les systemes
fondés sur l'injection directe dans la
paroi paraissent les plus adaptés pour
I’administration d’adénovirus mais il
n’existe pas actuellement de moyen
de quantifier la quantité de vecteur
viral effectivement présent dans la
zone a traiter. De plus, ces différents
outils de cathétérisme se sont mon-
trés efficaces sur des artéres saines,
mais restent pour la plupart a évaluer
sur artéres athéroscléreuses.

Quels sont les patients susceptibles
de tirer bénéfice d’une thérapie
génique de la resténose ?

Seul un petit nombre de patients va
présenter une resténose clinique, et
il est vraisemblable que ce nombre va
encore diminuer avec les développe-
ments du matériel et des stratégies de
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Tableau Il

LES DIFFERENTES STRATEGIES DE THERAPIE GENIQUE
DE LA RESTENOSE ET LES GENES CANDIDATS
UTILISES DANS LES MODELES EXPERIMENTAUX [4]

Stratégie cytostatique
(inhibition du cycle cellulaire)

Stratégie cytotoxique
(destruction des cellules
en division)

Stratégie paracrine

Surexpression de protéines

réglant le cycle cellulaire

— mutant constitutivement actif

de la protéine Rb

— mutant dominant négatif H-ras

— protéine p21 inhibitrice

des kinases dépendantes

des cyclines

— protéine gax, inhibitrice spécifique
du cycle cellulaire des CML

Blocage de I'expression

des protéines du cycle cellulaire
par les oligonucléotides antisens
— antisens c-myc

— antisens c-myb

— antisens PCNA

— anti cdk2 et cdc2

Enzymes d’origine virale ou
bactérienne produisant un métabolite
toxique en présence d’analogue

de nucléotide

— thymidine kinase de |'"herpes simplex

+ ganciclovir

— cytosine désaminase + 5
fluorocytosine

Inhibition de la prolifération
des CML

— NO synthase endothéliale
— peptide natriurétique
de type C

Action antithrombotique
— hirudine (antithrombine)

Accélération de la
réendothélialisation
- VEGF-165

traitement. L’impossibilité de prévoir
la survenue de cette resténose chez
un patient donné impose les précau-
tions propres a un traitement préven-
tif qui sera inutile pour la majorité
d’entre eux. Compte tenu des
approches antiprolifératives dévelop-
pées expérimentalement, la resté-
nose intra-stent parait une population
cible privilégiée d’autant qu’il est
possible dans ce groupe d’identifier
les sujets les plus a risque de resté-
nose par le polymorphisme du gene
de l’enzyme de conversion de
I’angiotensine [25]. Dans ce
contexte, une thérapie génique de la
resténose devra de toute facon étre
comparée aux autres approches anti-
prolifératives en cours de développe-
ment comme la radiothérapie endo-
vasculaire.

Cas particulier des greffons veineux
utilisés pour les pontages artériels

Cette indication particuliere de Ia
thérapie génique est assez proche sur
le plan conceptuel de la resténose
postangioplastie. Les greffons vei-
neux utilisés lors des pontages sont
soumis a un régime de pression arté-

s Ticlle entrainant une série de modifi-
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cations structurales caractérisées par
un épaississement progressif de la
média et la formation d’une néo-
intima qui sont a terme déléteres.
Dans le but d’améliorer leur fonc-
tionnalité immédiate, plusieurs stra-
tégies de modification par thérapie
génique des greffons veineux avant
leur implantation artérielle ont été
développées. Le géne de VCAM
soluble (soluble vascular cell adhesion
molecule) a ainsi été proposé dans le
but d’induire une compétition avec
le VCAM présent a la surface des cel-
lules endothéliales et de diminuer
I’adhérence des monocytes circulants
[26]. Une autre approche, visant a
bloquer la prolifération des cellules
musculaires lisses de la média vei-
neuse par un oligonucléotide leurre
dirigé contre le facteur de transcrip-
tion E2F, est a I'’heure actuelle en
cours d’expérimentation clinique.

Au total, si de nombreuses conditions
semblent réunies pour faire a priori
de la resténose une maladie suscep-
tible de motiver rapidement des
essais cliniques de thérapie génique,
de nombreuses questions restent
posées. Le fait qu’il s’agisse d’une
maladie induite pour laquelle il
existe des alternatives thérapeutiques

impose que toutes les précautions
soient prises en termes d’innocuité et
dans I’évaluation du rapport béné-
fice/risque. Les résultats des deux
essais cliniques, qui ont débuté avec
le géne du VEGF 165, fourniront
sans doute des éléments pour le
débat qui agite actuellement le
milieu cardiologique [3, 4].

Autres applications
dans le domaine
cardiovasculaire,
perspectives

Comme dans les autres disciplines cli-
niques, c’est d’abord dans le cadre du
traitement des maladies héréditaires
que l'application de la thérapie
génique a initialement été envisagée.
Le premier protocole clinique a eu
lieu aux Etats-Unis en 1993 sur des
sujets présentant une hypercholesté-
rolémie familiale [27] en rapport
avec un déficit congénital en récep-
teurs de la lipoprotéine LDL. Les
hépatocytes des sujets traités, obtenus
apreés hépatectomie partielle, étaient
transfectés par un vecteur rétroviral
contenant le géne codant pour le
récepteur des LDL (low density lipopro-
leins), puis réadministrés au patient
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par injection dans la veine splénique.
Le premier sujet traité a présenté une
diminution rapide, de l'ordre de
20 %, de la concentration sérique de
LDL, et une augmentation concomi-
tante du taux de HDL (high density
lipoprotein). La thérapie génique, dans
ce cadre, se heurte aux mémes diffi-
cultés que celles rencontrées pour le
traitement par thérapie génique
somatique de désordres héréditaires,
c’est-a-dire essentiellement la diffi-
culté de transduire un nombre suffi-
sant de cellules pendant un temps
suffisamment prolongé pour obtenir
un effet physiologique, ainsi que
Iimpossibilité de répéter I’adminis-
tration du transgeéne avec les vecteurs
actuellement disponibles. De méme,
I'identification, ces derniéres années,
de certains des génes responsables de
maladies génétiques a expression car-
diaque comme les cardiomyopathies
hypertrophiques, les syndromes du
QT long ou les cardiomyopathies
liées a I'X [28] n’ouvre quelques pers-
pectives pour une thérapie génique
que dans un avenir encore éloigné.
Un autre enjeu thérapeutique essen-
tiel de la cardiologie, en dépit des
progrés pharmacologiques, est
I'insuffisance cardiaque qui constitue
le terme évolutif de la plupart des
affections cardiovasculaires. Les pro-
gres de la génétique et de la biologie
moléculaire laissent entrevoir plu-
sieurs possibilités d’obtenir une aug-
mentation de la masse des cellules
contractiles cardiaques: (1) utiliser
les facteurs de transcription muscu-
laires de la famille MyoD pour diffé-
rencier les fibrobastes présents dans
les zones de fibrose en cellules
contractiles; (2) tenter d’obtenir une
entrée dans le cycle cellulaire des
myocytes adultes; (3) greffer des cel-
lules myocytaires néonatales ou des
fibroblastes transformés a partir de
cultures cellulaires [29] =
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Summary

Gene therapy in cardiovascular diseases

Gene therapy for cardiovascular
disorders is now fast developing
with most therapies being devoted
to the consequences (ischemia)
rather than the causes of atheros-
clerotic diseases. Recent human cli-
nical trials have shown that injec-
tion of naked DNA encoding
vascular endothelial growth factor
promotes collateral vessel develop-
ment in patients with critical limb

ischemia. Promising studies in ani-
mals have also fueled enthusiasm
for treatment of human restenosis
by gene therapy, but clinical appli-
cations are warranted. Application
of gene transfer to other cardiovas-
cular diseases will require the coor-
dinated development of a variety of
new technologies, as well as a better
definition of cellular and gene tar-
gets.
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