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Sommaire 

À la suite d'une lésion vasculaire, l'hyperplasie intimale est causée par la migration 

des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLy) de la média et leur prolifération 

dans la néointima. L'activation du récepteur « platelet-derived growth factor f3» 

(PDGFR-I3) des CMLv agressées serait indispensable à leur migration. Récemment, 

nous avons démontré qu'une administration périvasculaire soutenue de 

l'oligonucléotide antisens (AS) complémentaire à l'ARNm du PDGFR-I3 bloquait son 

expression protéique (>90%) et l'hyperplasie néointimale (60-80%) 235. 

Le but de la présente étude était de vérifier si l'administration endovasculaire en 

bolus unique de l'AS PDGFR-I3 au site de la lésion préviendrait l'hyperplasie inti-

male et serait plus approprié à une application clinique. 

Lors de notre étude, la carotide de rat a été dénudée de son endothélium par un ballon 

cathéter et traitée avec l'AS PDGFR-I3 ou une séquence dégénérée (ASD) (200 µg/ 

25 !IL) administré en bolus endovasculaire, lors du clampage de 30 minutes de 

l'artère. Les animaux ont été sacrifiés à différents temps (0, 3, 7, 14, 28 jours) après 

l'agression vasculaire. Les carotides furent prélevées pour les études de réactivité 

vasculaire et pour les colorations histologiques et immunohistochimiques. 

Par immunohistochimie, l'expression basale du PDGFR-I3 était faible dans les vais-

seaux normaux (E+), mais l'agression vasculaire a induit une surexpression du récep-

teur à 3 et 7 jours dans la média et à 7 jours dans la néointima des vaisseaux simple-

ment dénudés (E-) et traités avec l'ASD. À 14 et 28 jours, l'expression du récepteur 

est retournée vers les valeurs basales. Pour tous les temps étudiés, l'AS PDGFR-P a 

réduit de 90% la surexpression du PDGFR-P dans la média et de 60 et 50% dans 

l'intima 7 et 14 jours après la lésion vasculaire. 

Lors des analyses morphométriques, l'AS PDGFR-P a réduit significativement l'aire 

de la néointima à 14 et 28 jours suivant la dénudation ainsi que l'hyperplasie intimale 

de 46 et 58% respectivement, comparativement aux vaisseaux E-. Par ailleurs, l'AS 
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PDGFR-f3 a diminué de 33 et 49%, respectivement à 14 et 28 jours, le décompte des 

CMLv présentes dans l'intima. L'immunohistochimie ciblant le « proliferating cell 

nuclear antigen » (PCNA) a révélé que l'AS PDGFR-13 n'a pas empêché la proliféra-

tion des CMLv dans la média et la néointima pour tous les temps étudiés. 

La guérison vasculaire a ensuite été analysée par immunohistochimie ciblant la pro-

téine « endothelial cell constitutive nitric oxide synthase » (ecNOS). La couverture 

endothéliale était presque complète pour les carotides E+, mais absente après la dé-

nudation par ballon. Le retour des cellules endothéliales s'est fait graduellement dans 

le temps pour atteindre près de 25% après 28 jours, dans les vaisseaux E- et traités 

avec l'ASD. L'AS PDGFR-I3 a presque doublé le taux de réendothélialisation à cha-

que temps étudié pour atteindre près de 50% à 28 jours. 

Enfin, la contraction des carotides en bains tissulaires a été induite par la phénylé-

phrine, puis leur relaxation a été testée par l'ajout croissant d'acétylcholine (ACh). 

Les vaisseaux E+ ont relaxé complètement à l'ACh, tandis que les carotides E- Jour 0 

ne relaxaient pas du tout de façon endothélium dépendante. Au jour 14, les vaisseaux 

E- et ASD ont relaxé de 15%, tandis que les carotides traitées avec l'AS PDGFR-f3 

relaxaient deux fois plus. Cette tendance est encore plus marquée à 28 jours, car ces 

vaisseaux ont relaxé de 87%, comparativement à 24 et 36% pour les deux autres 

groupes. De plus, la concentration d'ACh donnant 50% de la relaxation maximale 

(EC50), est 5 fois plus faible pour les vaisseaux traités avec l'AS PDGFR-I3 compara-

tivement aux vaisseaux dénudés ou ceux ayant reçu la séquence dégénérée. 

En conclusion, un traitement endovasculaire en bolus avec l'AS PDGFR-f3 dans les 

carotides dénudées de rats a non seulement réduit l'hyperplasie intimale via 

l'inhibition de la migration des CMLv de la média, mais a également favorisé la ré-

endothélialisation et la récupération des fonctions vasculaires. Ceci ouvre la voie à 

une nouvelle thérapie pour prévenir la resténose. 

Mots clés : angioplastie, endothélium, hyperplasie intimale, oligonucléotide antisens, 

CMLv, PDGF-BB, PDGFR-I3. 
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1 	Introduction 

Dans les sociétés industrialisées, la principale cause de décès chez les adultes de-

meure les maladies cardiovasculaires ". La maladie athérosclérotique entraîne plu-

sieurs symptômes d'ischémie cardiaque et périphérique. Elle nécessite des procédures 

de revascularisation par angioplastie ou par pontage afin de rétablir un flux sanguin 

adéquat. Dans les mois suivant une angioplastie, 30 à 50% des patients souffrent de 

resténose et voient leurs symptômes réapparaître. Depuis 20 ans, les techniques de 

revascularisation se sont améliorées et plusieurs approches pharmacologiques ont 

tenté de prévenir la resténose, notamment en ciblant la cascade de la coagulation, 

mais aussi la prolifération excessive des cellules musculaires lisses vasculaires 

(CMLv). Aujourd'hui, ce domaine de recherche est des plus actif car très peu 

d'agents s'avèrent efficaces. 

La thérapie génique est une approche récente qui est utilisée dans notre laboratoire 

pour empêcher la surexpression par les CMLv du PDGFR-13, soit le récepteur pour le 

« platelet-derived growth factor B» (PDGF-B), un facteur de croissance relâché par 

les plaquettes activées à la suite d'une lésion vasculaire. L'activation de ce récepteur 

semble indispensable à la migration des CMLv de la média vers l'intima du vaisseau, 

une étape cruciale dans le développement de l'hyperplasie intimale qui mène à la res-

ténose. Récemment, nous avons démontré qu'une administration périvasculaire sou-

tenue d'un oligonucléotide antisens (AS) complémentaire à l'ARNm du PDGFR-I3 

abolissait complètement l'expression protéique de ce récepteur et réduisait 

l'hyperplasie intimale de 60 à 80%, dans un modèle de carotide de rat dénudée par 

ballon "5. 

Le but de mon projet de maîtrise était de vérifier si l'administration endovasculaire en 

bolus unique de l'AS PDGFR-P au site de la lésion suffirait à prévenir l'hyperplasie 

intimale dans ce modèle. Si tel était le cas, cette approche serait plus applicable au 

contexte clinique et proposerait une nouvelle façon de prévenir la resténose postan-

gioplastie. Ce mémoire résume les travaux qui ont été réalisés dans le cadre de ma 
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maîtrise et qui seront publiés en septembre 2000 dans la revue Circulation. L'épreuve 

de cet article se trouve en annexe. 

1.1 Physiologie vasculaire normale 

1.1.1 Intima 

L'intima est la couche interne de la paroi vasculaire et elle est bordée par la lumière 

vasculaire vers l'intérieur et par la lame élastique interne (LEI) vers l'extérieur (Fi-

gure 1). L'intima est composée de cellules endothéliales (CE) et chez l'humain, le 

porc et certaines autres espèces animales, d'une zone subendothéliale contenant quel-

ques CMLv et de rares macrophages ". Les CE d'une artère normale forment une 

monocouche de cellules pavimenteuses, orientées parallèlement à la direction du flot 

sanguin. Les caractéristiques du flot et des forces de cisaillement modifient la forme 

des CE en réarrangeant leur cytosquelette 64. Les CE ont une grande durée de vie, soit 

entre 2 000 et 10 000 jours, sauf en conditions pathologiques où elles sont remplacées 

rapidement (quelques jours). La perméabilité de l'endothélium représente la facilité 

qu'ont les macromolécules plasmatiques à quitter la circulation pour pénétrer dans les 

tissus ". L'endothélium joue un rôle essentiel dans la régulation vasculaire normale, 

dans la réparation de la paroi artérielle à la suite d'une lésion et dans la pathogenèse 

de différentes maladies 64. Très actives métaboliquement, les CE synthétisent la ma-

trice extracellulaire (MEC) constituée de collagène, d élastine, de fibronectine et de 

vitronectine, ainsi que les constituants de la membrane basale supportant 

l'endothélium, soit le collagène de type IV et V, la laminine et les protéoglycans '23. 

Les CE synthétisent aussi des molécules d'adhésion comme la E-sélectine, la P-

sélectine et le facteur von Willebrand (vWF), qui modulent l'interaction avec les 

composantes de la MEC, les leucocytes et les plaquettes (Figure 1). 

Les CE interviennent aussi dans la transmission du signal vers les CMLv de la paroi 

vasculaire m. L'endothélium normal module le tonus vasculaire via la sécrétion para-

crine de substances vasoactives régulant l'état de contraction des CMLv telles que 

l'endothéline, la prostacycline (PGI2) et le monoxyde d'azote (NO) 238, 185, 218. Les va-

riations du tonus vasculaire permettent de maintenir une force de cisaillement stable 
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sur l'endothélium lorsque le flot sanguin varie, ce qui préserve l'intégrité endothéliale 
262.  

Ross R. New Engl J Med 1999. 

Figure 1: Physiologie vasculaire normale. 
L'endothélium possède plusieurs caractéristiques empêchant la coagulation du sang 

dans les vaisseaux normaux. Tout d'abord, sa surface lisse prévient l'activation par 

contact de la voie intrinsèque de la coagulation. La couche de mucopolysaccharides 

couvrant l'endothélium prévient la liaison des plaquettes et des différents facteurs de 

coagulation 99. De plus, la membrane endothéliale est liée à la protéine thrombomodu-

line qui a la propriété de s'attacher à la thrombine circulante afin de ralentir le 

processus de coagulation 99. L'endothélium est aussi une barrière naturelle séparant 

les éléments sanguins de la matrice sous-endothéliale thrombogénique ". 

1.1.2 Média 
La média est la couche musculaire des vaisseaux sanguins, bordée par la LEI du côté 

de l'intima et par la lame élastique externe (LEE) du côté de l'adventice (Figure 1). 

La média est constituée principalement de CMLv orientées en spirale par rapport au 

flot sanguin, de collagène de type I et III, de fibres élastiques et de MEC riche en 

protéoglycans 64. La couche médiale joue un rôle dans le maintien de l'intégrité et du 
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tonus vasculaire de la paroi, par la sécrétion de substances modulant l'activité des CE. 

Les CMLv participent aussi par leurs sécrétions à la fabrication de la MEC. À la suite 

d'une lésion endothéliale, les CMLv changent de phénotype, migrent et prolifèrent 

dans l'intima. 

1.1.3 Adventice 

L'adventice est une couche conjonctive située à l'extérieur de la LEE, composée de 

fibroblastes sécrétant du collagène et des fibres élastiques, de fibres nerveuses et de 

petits vaisseaux nourrissant la paroi vasculaire (vasa vasorum). 

1.1.4 Plaquettes sanguines 

Les plaquettes sont des fragments anucléés des mégacaryocytes retrouvés dans la 

moelle osseuse. Leur principale fonction est d'activer le mécanisme de coagulation 

du sang par la libération de nombreux médiateurs dont l'adénosine diphosphate, les 

isofonnes du PDGF et le thromboxane A2 (TXA2) 99. La durée de vie des plaquettes 

est d'environ 10 jours et elles sont éliminées principalement par les macrophages. 

L'hémostase est le processus qui permet d'éviter la perte de sang à la suite d'une lé-

sion vasculaire et comprend les étapes suivantes : 1) spasme vasculaire occasionnant 

une vasoconstriction du vaisseau lésé; 2) activation et agrégation des plaquettes; 3) 

formation d'un caillot sanguin; 4) organisation fibreuse puis dissolution du caillot 

sanguin. L'étape d'activation et d'agrégation plaquettaire comprend la relâche de 

granules-a contenant des facteurs actifs (« insuline like growth factor» (IGF-1), 

« epidermal growth factor» (EGF), « transforming growth factor 13 » (TGF-f3) et 

PDGF), l'adhésion au collagène de la paroi vasculaire, la sécrétion d'adénosine di-

phosphate et de TxA2, ainsi que l'activation et l'agrégation des plaquettes voisines 99' 
15 

1.2 Établissement de la sténose vasculaire 
La sténose vasculaire est le résultat de plusieurs processus menant à l'obstruction 

partielle ou complète d'un vaisseau sanguin et entraîne des symptômes ischémiques 

importants. La principale cause de sténose vasculaire est l'athérosclérose ". 
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1.2.1 Développement de l'athérosclérose 

L'athérosclérose est une maladie inflammatoire complexe et chronique des grandes et 

moyennes artères élastiques et musculaires 217. Des plaques athéromateuses (lésions 

lipidiques) se forment sur la surface interne des artères, surtout aux embranchements, 

courbes et bifurcations et peuvent occasionner de l'ischémie cardiaque, cérébrale ou 

périphérique 217. La perte d'intégrité fonctionnelle et structurelle de l'endothélium 

jouerait un rôle important dans l'athérogenèse et serait en partie causée par les ma-

crophages présents dans l'intima m. La capacité des CE à réparer les sites dénudés 

s'avère très importante pour prévenir la formation de la plaque athérosclérotique. Les 

filaments d'actine et les microtubules composant le cytosquelette cellulaire, par leur 

capacité à se réorganiser rapidement, semblent jouer un rôle important dans la récupé-

ration de l'intégrité endothéliale à la suite d'une lésion ". 

Les stries graisseuses sont considérées comme des précurseurs des plaques athéroma-

teuses et elle seraient présentes chez tous les enfants, indépendamment du sexe, du 

groupe ethnique, de la géographie ou de l'environnement ". Les stries graisseuses 

sont des lésions inflammatoires renfermant des lymphocytes T, des macrophages, des 

fibres élastiques, du collagène, des protéoglycans et des CMLv étirées contenant des 

gouttelettes lipidiques (Figure 2) 93. L'étendue des surfaces artérielles couvertes par 

les stries graisseuses augmente avec l'âge jusque dans la trentaine, puis ces stries sont 

remplacées par des plaques athéromateuses plus complexes . 
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Figure 2: Formation des stries graisseuses dans l'athérosclérose. 
Par ailleurs, les embranchements et les courbes des vaisseaux occasionnent des forces 

de cisaillement plus faibles et une turbulence plus grande 217. Ces modifications carac-

téristiques du flot sanguin peuvent augmenter l'expression de gènes par 

l'endothélium, notamment ICAM-1, PDGF-B et le facteur tissulaire 194, 162, 186. À ces 

endroits, l'endothélium lésé exprime des molécules d'adhésion pour les monocytes et 

les lymphocytes T comme la E- et P-sélectine et les immunoglobulines ICAM-1 et 2, 

VCAM et PECAM 217. Ces molécules, en se liant à leurs ligands (les [32  intégrines 

MAC-1, LFA-1, P150, PSGL-1 et la L-sélectine) sur les leucocytes activés, permet-

tront le roulement, l'adhésion et la transmigration des monocytes et des lymphocytes 

T dans l'espace sous-endothélial, occasionnant par le fait même, une perte de 

l'intégrité endothéliale (Figure 2) 217.  L'endothélium devient également moins 

thromborésistant et sa perméabilité augmente. L'adhésion et Pagrégation des 

plaquettes pour former un thrombus mural sont des phénomènes ubiquitaires dans 

l'initiation et la génération des lésions athérosclérotiques chez l'humain et l'animal 
217.  Les plaquettes sont stimulées par les intégrines, la fibrine, le TxA2  et le facteur 

tissulaire et elles peuvent adhérer à l'endothélium dysfonctionnel, au collagène 

exposé et aux macrophages'. 
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De plus, des molécules associées à la migration des leucocytes comme PECAM agis-

sent conjointement avec des molécules chémoattractantes générées par l'endothélium, 

les CMLv et les monocytes comme le «monocyte chemotactic protein 1 », 

l'ostéopontine et les LDL modifiés, pour attirer les monocytes et les lymphocytes T 

dans la paroi artérielle 191, 87, 210. Les monocytes ayant transmigré se transformeront en 

macrophages résidents de la paroi vasculaire, actifs dans la phagocytose et le métabo-

lisme des lipides plasmatiques. Avec le temps et l'accumulation de cristaux de cho-

lestérol, ils deviennent des cellules spumeuses remplies de gouttelettes de lipides (Fi- 

gure 2) 	Les macrophages et les CMLv des lésions athérosclérotiques expriment à 

leur surface membranaire des antigènes d'histocompatibilité de classe II qui leur 

permettent de présenter des antigènes aux lymphocytes T pour les activer, notamment 

des fragments de LDL oxydés 217' 244 . 

Les cellules spumeuses sécrètent des cytokines, comme les interleukines, le « tumor 

necrosis factor alpha» (TNF-a) et le TGF-P, des facteurs de croissance comme le 

«macrophage colony stimulating factor », le PDGF et 1'IGF-1, des enzymes protéo-

lytiques comme les métalloprotéinases de la matrice (MMP), et des chémokines 217. 

L'entrée, la survie et la réplication des leucocytes mononucléés dans la plaque athé-

rosclérotique dépend de la présence de facteurs comme le «macrophage colony sti-

mulating factor» et le « granulocyte-macrophage colony-stimulating factor» pour les 

macrophages, l'interleukine-2 pour les lymphocytes 217. Si la réponse inflammatoire 

initiale ne permet pas de neutraliser les LDL modifiés irritants pour l'endothélium et 

les CMLv, elle continuera indéfiniment 217. Les médiateurs inflammatoires favorise-

ront le recrutement des leucocytes ainsi que la prolifération et la migration des CMLv 

qui infiltreront les régions d'inflammation et formeront une lésion intermédiaire (Fi-

gure 2) 161, 217. Si cette réponse se poursuit, la paroi vasculaire s'épaissit et l'artère es-

saie de préserver le diamètre de la lumière vasculaire en se dilatant, phénomène appe-

lé remodelage positif 9°. 
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foyer de nécrose 

\\ 

Formation d'une 
couche fibreuse 

Ross R. New Engl J Med 1999. 

Figure 3: Formation d'une lésion avancée dans l'athérosclérose. 
Dans la média des artères, la MEC est principalement constituée de fibres organisées 

de collagène tandis que dans les plaques athérosclérotiques, on retrouve surtout des 

fibrilles de collagènes éparpillées parmi les protéoglycans 217. Les CE et les CMLv 

des plaques athérosclérotiques sécrètent une MEC plus riche en sulfate de dermatan 

que dans les vaisseaux sains 273. De plus, les fibroblastes présents dans la plaque sé-

crètent tellement de tissu conjonctif dense que l'artère perd sa capacité à changer son 

diamètre en fonction des besoins de l'organisme (étape de fibrose). Après plusieurs 

cycles d'accumulation de leucocytes, de migration et de prolifération des CMLv, de 

synthèse de MEC et de réorganisation de la lésion, une couche fibreuse recouvre un 

cœur de lipides et de tissus en nécrose (via l'apoptose des macrophages et des 

CMLv), c'est la lésion avancée ou compliquée (Figure 3) 217. À ce moment, l'artère ne 

peut plus compenser en se dilatant, la lésion envahit la lumière vasculaire et perturbe 

le flot sanguin 217. Plus tard, des sels de calcium précipitent avec les lipides présents 

dans la plaque, ce qui donne lieu à la calcification et au durcissement des artères ". 

Ces processus mènent à la réduction de la lumière vasculaire et du flot sanguin au site 

des plaques athérosclérotiques et entraînent des symptômes ischémiques et des dou- 



9 

leurs pour le patient atteint. Les artères athérosclérosées perdent leur distensibilité et 

sont facilement rupturées à cause de la présence de foyers nécrotiques dans leurs pa-

rois et de la dégradation de la couche fibreuse de la lésion en réponse à la sécrétion de 

MMP (Figure 4) 217. De plus, la morphologie irrégulière des plaques provoque la for-

mation de caillots et mène à la thrombose intravasculaire, réduisant considérablement 

le flot sanguin en aval de l'artère ou causant des hémorragies majeures lors de la rup-

ture du vaisseau ". À cause des complications multiples qu'elle entraîne (angine ins-

table et infarctus du myocarde), l'athérosclérose est actuellement la principale cause 

de décès dans les sociétés industrialisées en Amérique du Nord, Europe et Asie . 

	

Rupture de 	Amincissement 
	 Hémorragie des 

	

la plaque 	de la couche fibreuse microvaisseaux de la plaque 

Ross R. New Engl J Med 1999. 
Figure 4: Plaque fibreuse instable dans l'athérosclérose. 

1.2.2 Facteur de croissance dérivé des plaquettes et son récepteur 

1.2.2.1 Facteur de croissance dérivé des plaquettes 

Le PDGF est un facteur mitogénique ubiquitaire découvert grâce à sa capacité 

d'induire la prolifération des cellules mésenchymateuses en culture. Ce facteur était 

présent dans le sang total, mais absent du sérum et il a été démontré plus tard que les 

granules-a des plaquettes en étaient la source 208. Le PDGF est un facteur de crois-

sance pour les cellules du tissu conjonctif comme les fibroblastes, les cellules gliales 
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et les CMLv 201. Il peut être produit par des cellules normales, transformées ou néo-

plasiques comme les plaquettes, les CE, les monocytes/macrophages et les fibroblas-

tes activés'''. 

Le PDGF isolé des plaquettes humaines est composé de deux chaînes polypeptidiques 

distinctes, mais homologues, appelées A et B et reliées par des ponts disulfures 208 

Le PDGF peut être assemblé en trois isoformes : PDGF-AA, PDGF-BB et PDGF-

AB. Il a été estimé que 70% du PDGF humain se présente sous la forme d'un hétéro-

dimère des chaînes A et B et le reste, sous la forme homodimère BB 208. Une autre 

étude suggère que les trois isofonnes du PDGF sont retrouvés en quantité égale dans 

les plaquettes humaines 103. Par ailleurs, l'isofon-ne BB prédomine chez le porc, la 

souris, le rat, le bœuf, le mouton, le chien et le poulet, mais pas chez les primates "8. 

Les gènes du PDGF et de ses récepteurs possèdent un taux d'homologie élevé entre 

les espèces 208. 

Le gène codant pour le PDGF-A est situé sur le chromosome 7 et contient 7 exons, 

tandis que le PDGF-B est codé par le protooncogène c-sis situé sur le chromosome 22 

et comporte également 7 exons 208. Les chaînes A et B du PDGF sont synthétisées 

sous forme de précurseurs et leurs formes matures actives composent la glycoprotéine 

hydrophile cationique 208. Le poids moléculaire des isoformes du PDGF varie entre 28 

et 35kDa et chaque monomère contient 8 résidus cystéine nécessaires au maintien de 

la structure tertiaire et à l'activité du dimère'''. Des expériences de «pulse chase » 

ont montré que la dimérisation avait lieu rapidement après la synthèse et précédait la 

maturation protéolytique des molécules de PDGF 208. 

Les chaînes A et B du PDGF sont exprimées de façon constitutive régulée dans les 

cellules du tissu épithélial, conjonctif, musculaire, nerveux et d'origine hématopoïéti-

que 208. Dans les CMLv aortiques humaines ou de rat, les deux gènes du PDGF sont 

exprimés de façon graduée à travers le vaisseau : l'ARNm de la chaîne A est surtout 

détecté dans les CMLv de la média, tandis que l'ARNm de la chaîne B est surtout 

retrouvé dans les CE et les macrophages de la microvasculature de l'adventice 208. 

L'expression des deux chaînes du PDGF peut être induite in vivo en réponse à des 

médiateurs présents au site d'une lésion vasculaire comme la thrombine'''. 
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Lorsque administré in vivo, le PDGF est rapidement éliminé du plasma, car il serait 

séquestré à 80% par des protéines plasmatiques dont 1'a2-macrog1obu1ine, qui empê-

cheraient la liaison du ligand à son récepteur 208. Les monocytes/macrophages sécrè-

tent aussi des protéines pouvant former des complexes regroupant plusieurs molécu-

les de PDGF 208. Ces stratégies diminuent rapidement la disponibilité du ligand en 

circulation, mais pourraient le protéger d'une dégradation enzymatique et ainsi pro-

longer sa disponibilité potentielle'. 

1.2.2.2 Récepteur pour le facteur de croissance dérivé des plaquettes 

Le récepteur du PDGF est dimérique, n'a qu'un seul passage transmembranaire et est 

formé par le recrutement des sous-unités a et/ou P. La sous-unité a peut lier les chaî-

nes A et B du PDGF, tandis que la sous-unité [3 lie uniquement le PDGF-B 208. (Figure 

5). En absence de PDGF, les sous-unités existent sous forme de monomères séparés 

ou dimères instables, mais changent de conformation et forment un complexe de 

haute affinité en présence du ligand dimérique 208. Les trois isoformes du ligand se 

lient avec une forte affinité au récepteur et la constante de dissociation est de l'ordre 

de 10-11M 208. La séquence d'acides aminés du récepteur pour le PDGF humain et mu-

rin montre 87% d'homologie. L'expression des deux sous-unités du récepteur pour le 

PDGF est régulée de façon indépendante au niveau transcriptionnel 144. 
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Figure 5 : Liaisons possibles entre le PDGF-A ou B et le PDGFR-a ou 13. 

Le domaine extracellulaire du récepteur pour le PDGF contient 5 domaines sembla-

bles aux immunoglobulines avec des résidus cystéines conservés 208. Dans la portion 

intracellulaire du récepteur, la région ayant une activité tyrosine kinase intrinsèque est 

scindée en deux par une séquence non conservée d'environ 100 acides aminés qui 

serait impliquée dans la spécificité du substrat phosphorylé par les domaines tyrosine 
kinase  208, 268. Les gènes codant les sous-unité a et 13 du récepteur pour le PDGF sont 

situés respectivement sur les chromosomes 4 et 5 humains 208 . Les sous-unités sont 

produites sous forme de précurseurs cytoplasmiques de 160kDa (a) et 170kDa (3), 

puis converties sous leur forme membranaire de 180kDa et 185kDa respectivement. 

Les deux sous-unités du récepteur pour le PDGF sont glycosylées sur leur domaine 

extracellulaire et il n'y aurait pas de ponts disulfures dans la forme dimérique 208. 

Les sous-unités du récepteur pour le PDGF sont exprimées par les cellules du tissu 

conjonctif (fibroblastes, CMLv), mais pas par les cellules épithéliales, endothéliales 

ou hématopoïetiques 208. En absence de PDGF, la demi-vie des sous-unités 13 du ré-

cepteur est de 3 à 4 heures, tandis qu'en présence de ligand, elle est de 30 à 60 minu-

tes'. Des études montrent que les sous-unités du récepteur ainsi que les isoformes du 
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ligand sont dégradées par les lysosomes après leur internalisation plutôt que d'être 

recyclées vers la membrane 208. 

1.2.3 Transmission du signal dans les cellules musculaires lisses vas-
culaires 

1.2.3.1 Voie de signalisation menant à la prolifération cellulaire 

La dimérisation du récepteur pour le PDGF et son autophosphorylation subséquente 

sur des résidus tyrosine sont nécessaires à la transduction du signal menant à la proli-

fération et la migration cellulaire induite par le PDGF 228. Les tyrosines phosphorylées 

deviennent des sites de liaison pour plusieurs protéines effectrices contenant des do-

maines SH2 comme la PLCy, RasGAP, la sous-unité régulatrice de la PI3K, GRB2, la 

phosphatase spécifique aux tyrosines Syp, Shc et des membres de la famille Src 47' 3' 

(Figure 6). La signalisation intracellulaire de plusieurs récepteurs de facteurs de 

croissance comprend l'activation de la voie MAPKK. De façon plus précise, les pro-

téines GRB2 et Sos (molécule d'échange du GTP lié à Ras) interagissent via le do-

maine SH2 de GRB2 avec le récepteur activé et phosphorylé. Ceci est suivi de la 

conversion de la protéine Ras-GDP inactive en Ras-GTP active pouvant activer Raf, 

celle-ci activant MAPKK, cette dernière phosphorylant et activant la MAPK, qui à 

son tour phosphorylera des facteurs de transcription comme les proto-oncogènes c-fos 

et c-myc 208  . Ces gènes sont des facteurs de transcription qui vont réguler l'expression 

de gènes requis pour la synthèse d'ADN, la prolifération, la migration ou la différen-

ciation cellulaire (Figure 6). Il a été démontré que le PDGFR-P activé lie GRB2 et 

que le PDGF-BB entraîne une activation forte et prolongée de la MAPKK et de la 

MAPK dans les CMLv humaines ou de rat en culture 7' 207. De plus, l'activation de la 

PLCy n'est pas essentielle pour la synthèse d'ADN 7- '5' mais la PI3K serait requise et 

son activation serait indépendante de celle de la voie MAPK 7. Le PDGF-AA peut 

également activer la voie MAPK et stimuler la prolifération cellulaire, mais avec une 

moins grande efficacité que le PDGF-BB (Figure 6) 96, 144, 51, 128. 



A
ct

iv
at

io
n  

In
hi

b
it

io
n  

F
ib

ro
n

ec
ti

ne
  

a  
f 3

 in
té

g
ri

ne
  

V
it

ro
ne

ct
in

e  

• 11 

çe 	.. el •„- 
.4. 

el 	 cou 
cf) 

C.J 

C
y

cl
e  

ce
llu

la
ir

e  

P 
ro

lif
ér

a
ti

on
  



15 

Un des premiers effets de l'interaction du PDGF avec son récepteur est l'activation de 

la PLCy menant à la dégradation du phosphatidylinositol biphosphate pour former le 

diacylglycérol et le phosphatidylinositol triphosphate, ce dernier étant responsable de 

la mobilisation des réserves de calcium intracellulaire, tandis que le diacylglycérol 

active différentes isoenzymes de la PKC 298. Le diacylglycérol et le phosphatidylinosi-

tol triphosphate sont des seconds messagers qui stimulent la synthèse protéique et 

activent les facteurs de transcription nucléaires 199. 

La kallistatine est un agent vasodilataeur et un inhibiteur des protéinases à sérine ex-

primé par les CE et les CMLv 180. La kallistatine exogène a augmenté l'activité 

MAPK, favorisé la prolifération et la migration des CMLv d'aorte de rat en culture 
180. De plus, le PDGF-BB a induit l'expression de kallistatine chez les CMLv en 

culture 189. Dans le modèle de lésion de la carotide de rat, l'ARNm et le taux 

d'expression protéique de la kallistatine ont augmenté de 10 fois 189. La livraison lo-

cale d'un adénovirus contenant l'antisens contre la kallistatine a réduit le taux 

d'ARNm de la kallistatine et la formation de néointima dans les vaisseux lésés 180. In 

vitro, l'antisens a inhibé l'expression de kallistatin, a atténué l'activité MAPK induite 

par le PDGF-BB et réduit la prolifération des CMLv 189. Ces résultats suggèrent que la 

kallistatine jouerait un rôle dans l'activation de la voie MAPK par le PDGF dans les 

CMLv 189. 

L'interaction entre la signalisation par les récepteurs à activité tyrosine kinase et les 

récepteurs couplés aux protéines G résulte dans l'inhibition partielle par la PKA de la 

cascade MAPK, probablement au niveau de Rat La PKA est activée par une éléva-

tion de l'AMPc en réponse à la stimulation (3-adrénergique et à la prostaglandine E2 

39. La PKA agirait en réduisant la capacité de Ras à interagir avec ses cibles Raf et 

MEK (un activateur de la MAPKK différent de Raf) 8 99. L'activation de la PKA 

inhibe partiellement la synthèse d'ADN induite par le PDGF-AA ou -BB dans les 

CMLv 96. De plus, l'AMPc réduit la prolifération des CMLv sans affecter la mobilisa-

tion du calcium 9. Dans les CMLv humaines, l'activation de la PLCy par le PDGF-AA 

ou -BB ne semble pas être inhibée par l'AMPc 9' (Figure 6). De plus, le PDGF-BB et 

dans une moindre mesure, le PDGF-AA peuvent stimuler de manière rapide et transi- 
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toire l'accumulation d'AMPc et l'activation de la PKA de façon dépendante de la 

dose sur des CMLv humaines en culture 95. Cet effet est inhibé par l'incubation avec 

l'indométhacine, un inhibiteur des cyclooxygénases, ce qui suggère l'implication des 

prostaglandines dans la stimulation de la formation de l'AMPc ". Il a aussi été dé-

montré que la voie MAPK activait la phospholipase cytosolique de type A2 (PLA2c) 

et que la relâche rapide d'acide arachidonique et la synthèse de prostaglandine E2 

induites par le PDGF-BB, pouvaient être bloquées par un inhibiteur de la PLA2c 95  

(Figure 6). Également, la mobilisation du Ca2+  intracellulaire semble requise pour la 

synthèse de prostaglandine E2, tandis que la PKC serait nécessaire à l'activation de la 

PKA par le récepteur à la prostaglandine E2 95. Globalement, le mécanisme de rétroac-

tion négative de la voie AMPc/PKA sur la voie MAPK dans les CMLv en culture ne 

serait pas assez fort pour inhiber complètement l'activation de la voie MAPK par les 

isoformes du PDGF ". 

Les autres facteurs favorisant la prolifération des CMLv sont les médiateurs plaquet-

taires (TxA2, thrombine, sérotonine), l'étirement de la paroi vasculaire, les facteurs de 

croissance (bFGF, aFGF, IGF-1, EGF), le calcium, l'insuline, le cholestérol, 

l'endothéline-1 et l'angiotensine II (AII) 153' 156' 50. À l'opposé, les facteurs inhibant la 

prolifération des CMLv comprennent : la protéine kinase C8, les gènes suppresseurs 

de tumeurs (p27, p21, p53), la voie du NO, la PGI2, l'héparine, les antagonistes calci-

que dont le tranilast, le troglitazone, les antagonistes du PDGF-BB dont le trapidil, les 

inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase du PDGFR-[3, l'apolipoprotéine E, le dipyri-

damole, le collagène, les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine 

(IECA) (via l'augmentation de bradykinine), les anticorps contre les facteurs de 

croissance, les antagonistes des récepteurs al  adrénergiques, les antagonistes de 

l'endothéline-1 et les antagonistes des récepteurs AT I  de l'Ali 153. 

1.2.3.2 Voie de signalisation menant à la migration cellulaire 

En plus de la réponse mitogénique au PDGF-AA ou -BB, la migration des fibroblas-

tes, des CMLv, des monocytes et des neutrophiles est stimulée par son effet chimio-

tactique "8' 30. Les signaux impliqués dans la migration induite par les isoformes du 

PDGF se résument principalement au métabolisme du phosphatidylinositol lié à 
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l'activation de la PLCy (Figure 6) 3°. 3. L'hydrolyse du phosphatidylinositol biphos-

phate et la mobilisation du calcium résulteraient en une dépolymérisation locale et 

transitoire des filaments d'actine, étape probablement requise pour l'extension de 

filopodes vers l'agent chimiotactique 3°. Par la suite, les isofonnes du PDGF favorise-

raient la polymérisation d'un nouveau filament d'actine via la protéine Rho liant le 

GTP, le retour à la normale des taux de phosphatidylinositol biphosphate et de cal-

cium, ainsi que la génération de diacylglycérol qui favorise la nucléation de l'actine à 

la membrane plasmique 227,214. De plus, le PDGFR-p peut lier et activer RasGAP, pro-

téine qui catalyse la conversion de la protéine Ras-GTP active en Ras-GDP inactive, 

mais qui est également impliquée dans la régulation de Rho ". 

Par ailleurs, des cellules exprimant le PDGFR-P muté et incapable de lier la PLCy 

montrent une plus faible réponse chémotactique au PDGF-BB, surtout si le récepteur 

est incapable de lier la PI3K 'I . Les résultats des études faites sur les CMLv en 

culture montrent que la capacité d'un facteur de croissance à induire le métabolisme 

du phosphatidylinositol est directement reliée à sa capacité d'induire la migration 

cellulaire, plutôt que la synthèse d'ADN et la prolifération ". En bout de ligne, selon 

le phénotype des CMLv, c'est la régulation de l'expression des molécules impliquées 

dans la signalisation associée aux isoformes du PDGF qui détermine si la CMLv va 

migrer ou proliférer. Ainsi, l'expression de la PLCy est très faible dans les CMLv 

natives ayant un phénotype contractile, mais elle est induite lorsque les CMLv adop-

tent un phénotype sécrétoire en culture 114. De plus, l'expression de la MAPK et la 

prolifération cellulaire semblent être régulées par la MEC I' et l'activation de la PLCy 

serait cruciale dans la stimulation des cellules à entrer en phase S du cycle cellulaire 
208 

En plus de mobiliser les réserves de calcium intracellulaire, le PDGF-BB peut aussi 

augmenter l'entrée du Ca2+  extracellulaire via les canaux calciques sensibles au vol-

tage et ceux contrôlés par un récepteur membranaire '17. Cette élévation du Ca2+  ac-

tive la protéine calmoduline (CaM) qui entraîne à son tour l'activation de la 

« myosine light chain kinase» (MLCK) qui phosphorylera la myosine et favorisera la 

contraction du cytosquelette d'actine et la migration cellulaire '7  (Figure 6). Sur des 
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CMLy de veines saphènes humaines en culture, il a été observé qu'une augmentation 

du Ca2+  intracellulaire était requise pour la migration induite par le PDGF-BB 196  De 

plus, la présence des protéines de la MEC augmente l'amplitude et la durée de la mo-

bilisation du Ca2+  induite par le PDGF-BB, ce qui se traduit par une migration cellu-

laire plus importante 196. La CaM est aussi impliquée dans l'activation de la protéine 

« calcium/calmoduline-dependent protein kinase II » (CaMKII) qui participe à la mi-

gration cellulaire induite par le PDGF-BB 117  (Figure 6). La PI3K et différentes iso-

formes de la PKC seraient aussi impliquées dans la migration cellulaire en réponse au 

PDGF-BB 151, 207  mais l'importance de chacune n'est pas encore clairement établie ll° 

(Figure 6). 

Plusieurs études ont montré que la voie MAPK est impliquée dans la migration in-

duite par le PDGF-BB in vitro 94, 207, 170' 197  bien que des résultats contradictoires ont 

également été obtenus 'h 127. Par exemple, sur des CMLy de rat ou humaines en 

culture, un antisens dirigé contre l'ARNm des isoformes p42/44 de la MAPK a réduit 

l'expression de ces protéines de 65% après 48 heures ainsi que la migration induite 

par le PDGF-BB de 75% . Ces résultats confirmaient l'inhibition de la migration 

induite par le PDGF-BB qui avait été obtenue en incubant les cellules avec le compo-

sé PD98059, un inhibiteur de la protéine MAPKK qui n'affecte pas la mobilisation du 

calcium induite par le PDGF-BB . La MAPK pourrait favoriser la migration en 

phosphorylant la MLCK, la CaMKII ou le complexe d'adhésion focale I' 1"' '7  (Fi-

gure 6). De plus, les isoformes de la MAPK semblent être transloquées vers les mem-

branes plasmiques et le cytosquelette w.1" ce qui expliquerait leur implication dans la 

migration cellulaire. Bien que la voie MAPK ne soit pas essentielle à la migration , 

elle peut induire ou augmenter l'effet d'un signal chimiotactique sur les CMLv 207. De 

plus, il semble que les premières minutes de stimulation de la voie MAPK par le 

PDGF-BB soient associées à la migration des CMLy, tandis qu'une activation soute-

nue pendant 1 à 4 heures soit associée à leur prolifération 

Les intégrines sont des récepteurs membranaires composés de chaînes a, et 13 qui 

s'associent pour former des hétérodimères impliqués dans la liaison aux protéines de 

la MEC. Les intégrines sont responsables de la signalisation intracellulaire menant 
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aux changements dans l'adhésion, la prolifération, la morphologie, l'étalement et la 

migration des différents types cellulaires. Il a été observé que l'étalement et la migra-

tion des CMLv sur une matrice de collagène I en réponse au PDGF-BB requièrent le 

récepteur a2f3 i  intégrine et que ces processus peuvent être inhibés de façon dose dé-

pendante en préincubant les cellules avec un anticorps anti-oc2f3 237. De plus, 

l'intégrine a5 p i  qui est exprimée dans les plaques d'adhésion focales, confère la ca- 

pacité aux cellules de lier la fibronectine et participerait à la migration 	Dans cer- 

tains types cellulaires, la stimulation par les isoformes du PDGF résulte dans la phos-

phorylation de protéines impliquées dans les plaques d'adhésion focales comme 

pl 25 	et paxilline et dans l'activation des protéines de la famille Src, probablement 

impliquées dans la signalisation des complexes d'adhésion (Figure 6) 211' 3. Des études 

ont montré que le PDGF-BB pouvait phosphoryler la tensine et la FAK pour induire 

la migration des fibroblastes et des CMLv, tandis que le PDGF-AA n'avait pas cet 

effet sur les CMLv 128' 3. Ces résuttats suggèrent que la capacité du PDGF-BB à acti-

ver la voie des intégrines dépend du type cellulaire et de l'expression des isoformes 

du récepteur pour le PDGF 1. De plus, l'activation du PDGFR-I3 par le PDGF-BB 

favorise l'association stable entre la PI3K et la FAK, probablement via le recrutement 

de la PI3K au récepteur activé, ce qui favoriserait l'intégration des signaux médiés 

par les intégrines et ceux induits par les facteurs de croissance pour réguler la mor-

phologie et la migration cellulaire ". 

Il a été observé que la PLCy se liait à des résidus tyrosine phosphorylés sur le 

PDGFR-oc et -p 47, 215. De plus, le PDGF-BB est un plus puissant inducteur du métabo-

lisme du phosphatidylinositol dans les CMLv humaines que le PDGF-AA et il en-

traîne une augmentation dose dépendante du calcium intracellulaire 3'. 177. D'autres 

études ont également rapporté que le PDGF-AA induisait la migration de différents 

types cellulaires, notamment des CMLv 195' 257' 69. Ferns et coll. a démontré que la si-

gnalisation via les isoformes du récepteur pour le PDGF variait en fonction de la den-

sité des isoformes exprimés à la membrane plasmique '9. Par exemple, la migration 

sur une matrice de fragments de collagène de type I en réponse au PDGF-AA est 

augmentée pour les cellules surexprimant le PDGFR-cc 69. Ce résultat suggère que le 
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faible nombre de PDGFR-a présent sur les CMLv est insuffisant pour induire la mi-

gration à un niveau comparable à celui induit par le PDGF-BB et impliquant 

l'expression abondante du PDGFR-E3 145. Cet argument est partagé par Bornfeldt et 

coll., selon qui l'expression typiquement 10 fois plus grande de la sous-unité p du 

récepteur pour le PDGF 'expliquerait pourquoi le PDGF-BB est un inducteur de mi-

gration et de prolifération plus fort que le PDGF-AA dans les cellules en culture 

Par contre, cette hypothèse n'explique pas pourquoi in vivo, il a été observé que le 

PDGF-BB est 10 fois plus puissant comme facteur chémotactique que mitogénique 125, 

193. Il semble donc que les mécanismes de régulation de l'expression ou de l'activité 

des isoformes du récepteur pour le PDGF varient selon que l'on soit in vivo ou in 

vitro. 

Une étude de Abedi et coll. a montré sur des CMLv en culture, que le PDGF-AA n'a 

pas induit la phosphorylation de la FAK, de la paxilline, du PDGFR-a et n'a pas ré-

ussi à stimuler la prolifération et la migration cellulaire'. De plus, les auteurs n'ont 

détecté l'expression protéique du PDGFR-a que sur les fibroblastes, tandis que le 

PDGFR-13 était présent à la fois chez les CMLv et les fibroblastes'. Par contre, cette 

étude montre que le PDGF-AA et -BB peuvent tous deux induire la migration des 

fibroblastes en culture selon une relation en cloche, l'effet migratoire diminuant à 

forte concentration de ligand 3. Les auteurs croient que l'inhibition de la migration 

des fibroblastes à forte concentration est due à la désintégration des filaments d'actine 

induite par les isoformes du PDGF 3. Par contre, la chémotaxie des CMLv induite par 

le PDGF-BB était soutenue même à une concentration de 100 ng/mL, mais la migra-

tion maximale était obtenue avec une concentration variant entre 1 et 10 ng/mL 3. De 

plus, cette étude a montré que la concentration nécessaire pour avoir un effet prolifé-

ratif maximal était plus élevée que celle requise pour la migration 3. Ces résultats 

suggèrent que la réponse chémotactique au PDGF dépend du type cellulaire ainsi que 

des isoformes du ligand et du récepteur qui sont exprimés 1. 

Clunn et coll. a montré sur des CMLv de veines saphènes humaines, que le PDGF-

BB induisait une forte migration à une concentration entre 1 et 10 ng/mL, mais 

qu'une concentration plus forte inhibait la chémotaxie induite par le FBS ou l'EGF51. 
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Bien que certaines études ont montré que les CMLv humaines expriment le PDGFR-

cc et migrent en présence de PDGF-AA 209,31, Clunn et coll. ont observé un effet ché-

motactique faible avec le PDGF-AB et nul avec le PDGF-AA 51. De plus, une forte 

concentration de PDGF-AA a inhibé partiellement la migration induite par le PDGF-

BB à faible concentration, tandis que le PDGF-AB l'a inhibé complètement 5 '. Ces 

résultats suggèrent que le signal chémotactique induit par le PDGF est dominé par les 

récepteurs 13 et qu'il passe de positif à faible concentration, à négatif à forte concen-

tration 51. Par ailleurs, ces auteurs ont observé que la concentration de PDGF-BB né-

cessaire pour induire la prolifération cellulaire était typiquement 10 fois plus élevée 

que celle requise pour induire une migration maximale et ils suggèrent que la pré-

sence d'un gradient de PDGF-BB sert à coordonner le déplacement et la multiplica-

tion cellulaire 

Koyama et coll. a également rapporté que le PDGF-AA n'avait pas d'activité chémo-

tactique intrinsèque, mais qu'il pouvait inhiber l'effet migratoire du PDGF-BB et du 

PDGF-AB sur des CMLv de babouin ou de rat en culture 146, 144, 146. L'utilisation de 

deux anticorps, l'un contre le PDGFR-a, l'autre contre le PDGFR-p, a permis de 

conclure que c'était le récepteur a, plutôt que le ligand PDGF-AA, qui était impliqué 

dans l'inhibition de la migration des CMLv in vitro 1". Cette étude a montré que les 

CMLv de babouin exprimaient dans une proportion de 20% le PDGFR-oc et de 80% 

le PDGFR-P 144.  Pour expliquer comment le PDGFR-a, génère un signal inhibant la 

migration, ce groupe soulève que la mobilisation du Ca2+  induite par la PKC en ré-

ponse à l'activation du PDGFR-P est inhibée par le PDGFR-a 6°. De plus, le méta-

blolisme du phosphatidylinositol serait différent en présence de PDGF-AA et -BB 

dans les fibroblastes humains 154. 

Dans une autre étude in vitro, Koyama et coll. a montré que le PDGF-AA inhibait la 

migration des CMLv de babouin sur un filtre recouvert des protéines de la membrane 

basale ou de fibronectine, tandis qu'il n'avait aucun effet inhibiteur si le filtre était 

recouvert de collagène de type II45. La fibronectine contient des domaines de liaison à 

l'héparine qui seraient requis pour l'inhibition de la migration par le PDGF-AA 145 . 
Cette étude a aussi montré que le PDGF-AA favorisait plus fortement l'accumulation 
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de protéoglycans riches en sulfate d'héparan, que le PDGF-BB 145. En particulier, le 

PDGF-AA augmente l'expression de l'ARNm de syndecan-1, qui serait essentiel au 

signal inhibiteur 145. De plus, le PDGF-AA peut aussi induire la formation d'AMPc et 

l'activation de la PKA 95  et l'AMPc induirait l'expression de syndecan-1 82' 272  ce qui 

suggère que l'induction de l'expression de syndecan-1 serait un mécanisme par lequel 

le PDGF-AA médierait l'inhibition de la migration induite par le PDGF-BB ''. Dans 

l'étude de Koyama et coll., les effets du PDGF-AA sur la migration cellulaire et la 

synthèse de protéoglycans ont induit l'étalement des CMLv et des changements de 

leur morphologie 145. Ces résultats suggèrent que le PDGF-AA, en influencant les 

interactions entre les protéines de la MEC et les CMLv, génère des signaux inhibant 

la migration cellulaire 145. Une autre étude réalisée sur des CE de porc transfectées 

avec le PDGFR-a natif ou mutant a identifié 3 résidus tyrosine dans le domaine cyto-

plasmique du PDGFR-a qui seraient impliqués dans la signalisation inhibant la mi-

gration cellulaire 274. 

Enfin, il a été observé que le PDGF-AA était plus fortement exprimé dans les cellules 

en quiescence dans les tissus athérosclérosés humains que dans les plaques athéros-

clérotiques à un stade avancé 192. Ainsi, par sa capacité à induire l'accumulation de 

protéoglycans riches en sulfate d'héparan, le PDGF-AA maintiendrait un phénotype 

cellulaire différencié et la structure vasculaire normale 14' 40,1"De plus, le PDGF-AA 

contrôlerait le remodelage vasculaire, notamment dans l'hypertension '". D'autres 

études sont requises pour clarifier le rôle du PDGF-AA et du PDGFR-oc in vivo et 

permettront de réconcilier les faits disparates et contracdictoires quant à l'implication 

des différents isoformes du PDGF dans la prolifération et la migration cellulaire 

Globalement, le PDGF-BB active plusieurs voies de signalisation résultant en une 

forte stimulation de la migration cellulaire, mais d'autres facteurs peuvent induire la 

chémotaxie des CMLv vers le site de la lésion, ce sont l'AII, 1'IGF-1, l'EGF, le 

bFGF, le TGF-I3, le facteur plaquettaire 4, le vWF et la thrombog1obu1ine-13 222, 208, 196. 

Parmi les facteurs facilitant la migration, nommons la lysophosphatidylcholine, les 

MMP, les activateurs du plasminogène et les protéines composant la MEC 222' 153' 196. 

Les substances inhibant la migration des CMLv sont le sulfate d'héparan et 
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l'héparine, les inhibiteurs des phosphodiestérases, les anticorps contre les isoformes 

du PDGF, le NO, les inhibiteurs des MMP, l'antisens PDGFR-P, l'apolipoprotéine E, 

les antagonistes du calcium, la colchicine et la cytochalasine-B .10,153,  56,235 

Par ailleurs, il a été démontré qu'après une lésion carotidienne chez le rat ou la lapin, 

les parois exposées à un faible flot sanguin développent plus de néointima et expri-

ment plus de MMP-2 (activité collagénase de la matrice) que celles soumises à un 
fort flot  141, 14. D'autres études ont aussi montré que les forces de cisaillement physio-

logiques inhibaient la formation de néointima dans les pontages vasculaires et à la 

suite d'angioplasties 148,  84' 158. De plus, l'expression des isoformes du PDGF par les 

CE varie selon les forces de cisaillement, autant in vitro, qu' in vivo 202. Afin d'étudier 

l'impact des facteurs hémodynamiques sur la formation de néointima, des CMLv 

d'aorte de bœuf en culture ont été soumises à une force de cisaillement laminaire de 

12 dyne/cm2  pendant 15 heures 2O2. L'utilisation d'un montage de Boyden avec un 

filtre recouvert de protéines de la MEC a montré que le traitement des cellules avec la 

force de cisaillement a inhibé la migration cellulaire induite par le PDGF-BB et que 

cet effet pouvait être renversé en surexprimant le PDGFR-P 202.  Sur les CMLv en 

culture, la force de cisaillement a réduit l'expression de l'ARNm et de la protéine 

PDGFR-P et MMP-14 (l'activateur membranaire de la pro-MMP-2), ainsi que la sé-

crétion de MMP-2 dans le milieu de culture 202. Ces résultats suggèrent que les forces 

de cisaillement diminuent la capacité des CMLv à migrer de la média vers •l'intima à 

cause d'une moins grande réponse à l'activité du PDGF-BB et de la MMP-2 202. 

1.2.3.3 Cycle cellulaire et changement phénotypique des ClVILy 

Les facteurs de croissance induisent un changement phénotypique des CMLv qui pas-

sent d'un état quiescent caractérisé par la spécialisation contractile, à un stade prolifé-

ratif moins différencié, mais sécrétoire de MEC 138. Ceci est associé à la régulation à 

la baisse du gène gax, à la régulation à la hausse du gène MEF-2, à la réexpression de 

l'isofomie B de la myosine non musculaire, du gène H19, de la tropoélastine et de 

l'ostéopontine, des gènes régulés lors du développement foetal et impliqués dans la 

différenciation 265' 73,  135. 26 3. À la sortie de la phase Go du cycle cellulaire (phase de 

quiescence), les CMLv entrent en phase G1 , caractérisée par une expression accrue 
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d'enzymes impliquées dans la synthèse d'ADN et de facteurs de transcription ou de 

régulation, comme le « proliferating cell nuclear antigen » (PCNA) (Figure 6) '96. La 

mitogénèse serait induite en deux étapes : tout d'abord, l'induction de la compétence 

par des facteurs de croissance comme le PDGF (trois isoformes), puis la progression 

dans le cycle cellulaire par des éléments plasmatiques comme l'EGF, l'IGF, le bFGF, 

l'ostéopontine et la kallistatin t". 208. La progression en phase G1  requiert l'inactivation 

de gènes suppresseurs de tumeurs tels que p53, p21, p16, p15, p27 et rétinoblastome 

qui sont des régulateurs négatifs des complexes formés des cyclines et des kinases 

dépendantes des cyclines (cdk) 6. Après la phase G1 , viennent les phases S (réplica-

tion de l'ADN), G2 (point de contrôle préparant la cellule à la division) et M (mitose) 

(Figure 6). À ce moment, l'expression de plusieurs gènes est augmentée (récepteurs 

des facteurs de croissance, protéines nécessaires à la prolifération et la migration) 153. 

1.2.3.4 Autres effets cellulaires et physiologiques du PDGF 

Les isoformes du PDGF stimulent la synthèse protéique de collagène de type IV et 

VIII, régulent la proportion de type IV versus type III et augmentent l'activité colla-

génase dans la MEC '8.'6. La formation de thrombospondine (protéine de la MEC) et 

de plasmine (protéine requise pour la migration) via l'activateur tissulaire du plasmi-

nogène, sont également modulées par les isoformes du PDGF 208, 122. La capacité du 

PDGF de stimuler à la fois la sécrétion de composants de la MEC ainsi que 

d'enzymes capables de la dégrader serait importante pour préparer le milieu extracel-

lulaire à la migration et la mitose dans les processus normaux de guérison des lésions 

et lors du développement embryonnaire 208. De plus, le PDGF protège les CMLv de 

1 ' apoptose 20. 

1.3 Resténose 

1.3.1 Importance clinique 
La première « percutaneous transluminal coronary angioplasty » (PTCA) fut rappor-

tée par Andreas Gruntzig en 1979 et marqua un tournant dans le traitement de la ma-

ladie coronarienne 153.  L'angioplastie par ballon permet de soulager rapidement et 

directement les obstructions coronaires avec un taux de succès de >90% et un faible 
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taux de mortalité et de morbidité'. Malgré l'amélioration de la technique et la réduc-

tion des complications, la réocclusion ou resténose chronique à la suite d'une telle 

procédure a lieu dans 30 à 50% des cas, avec une incidence majeure entre 1 et 4 mois 

après l'angioplastie '53. En 1997 aux États-Unis, on estimait à plus de 1, 5 milliard $, 

les coûts annuels en soins de santé associés à la resténose et à 300 000, le nombre de 

PTCA effectuées pour réocclusion vasculaire 153• 	La classification du degré de res- 

ténose repose à la fois sur des critères angiographiques (>50% d'occlusion de la lu-

mière) et cliniques (retour des symptômes ischémiques dans les 6 mois suivant la 

procédure et nécessité de recourir à des techniques de revascularisation) 153 . 

1.3.2 Théories sur la pathophysiologie de la resténose humaine 

Plusieurs facteurs sont impliqués dans la pathophysiologie de la resténose, mais la 

contribution relative de chacun est encore source de discussion. La dilatation du bal-

lon cathéter cause une lésion de l'endothélium vasculaire et de la plaque athéroscléro-

tique qui expose la portion sous-endothéliale de la plaque, constituée de lipides et de 

matrice de collagène, aux éléments sanguins ". Dans la première phase de guérison 

dite thrombotique, les plaquettes adhèrent rapidement et proportionnellement à la 

surface lésée, grâce surtout au vWF ". Les plaquettes relâchent ensuite le TxA2, un 

puissant agent vasoconstricteur, qui favorise l'agrégation plaquettaire et la formation 

de thrombus 53' 156. Le lendemain de l'angioplastie, la surface lésée devient moins 

thrombogénique car il y a passivation vasculaire partielle ". Dans les jours qui sui-

vent, une réponse inflammatoire locale se produit, avec une invasion initiale de leu-

cocytes polymorphonucléaires suivie par l'infiltration des monocytes/macrophages et 

des lymphocytes T dans la paroi vasculaire lésée ". Les plaquettes, l'endothélium, les 

cellules inflammatoires et les CMLv lésées relâcheront ensuite différents facteurs 

mitogéniques, dont le PDGF, l'adénosine diphosphate, la thrombine, l'épinéphrine, le 

FGF, l'Ali, la sérotonine, la thrombospondine, les radicaux libres oxygénés, le TNF-

a, le TGF-43,1'IGF-1 et plusieurs interleukines 

Dans la deuxième phase de guérison, dite granuleuse, les fibroblastes de l'adventice 

et les CMLy de la média ayant un phénotype plus mobile et synthétique, vont migrer, 

proliférer dans la néointima et sécréter une abondante MEC 222, 230. Les inhibiteurs 
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endogènes de la prolifération des CMLv, normalement relâchés par l'endothélium 

intact, seraient également déficients ''. Le résultat net est l'hyperplasie intimale, une 

réponse polyclonale à la lésion et non un désordre néoplasique, qui réduit la lumière 

vasculaire et mène à des symptômes ischémiques 252. Dans la dernière phase dite de 

remodelage, les CMLv et les fibroblastes ne prolifèrent plus, mais continuent à sécré-

ter et à organiser la MEC qui composera alors près de 50% de l'hyperplasie intimale 
266. La guérison vasculaire se termine par la réendothélialisation de la lésion entre la 4e 

et la 12e  semaine chez l'humain 66. 

Cette théorie classique sur l'établissement de la resténose est appuyée par des obser-

vations pathologiques montrant une hyperplasie intimale constituée de CMLv en pro-

lifération, de fibres de collagène et d'élastine chez les patients décédés 1 à 3 mois 

après PTCA 153  La microscopie électronique a démontré la migration des CMLv de la 

média vers l'intima en observant des cellules s'étirer à travers les fenestrations de la 

LEI chez des patients décédés dans la première semaine suivant l'intervention'''. La 

présence de macrophages dans les lésions vasculaires à la suite de PTCA a aussi été 

observée histologiquement chez l'humain l". Une théorie plus récente rapporte une 

contribution possible du cytomégalovirus humain, qui infecterait les CMLv dans les 

artères lésées et favoriserait la prolifération cellulaire via l'inactivation de la protéine 

p53 240. Des taux élevés de p53 dans la néointima prélevée par athérectomie ainsi que 

la colocalisation avec l'antigène du cytomégalovirus suggèrent que la lésion occa-

sionnée par la PTCA réactiverait une infection virale latente dans la paroi artérielle 
240 

La théorie de surguérison vasculaire est remise en question par l'importance grandis-

sante accordée au retour élastique et à l'athérosclérose accélérée. En effet, l'analyse 

pathologique de lésions montre l'absence d'hyperplasie intimale dans 20 à 50% des 

cas, malgré des évidences angiographiques et cliniques de resténose 261. D'autres ob-

servations à la suite d'autopsies ou d'athérectomies suggèrent que la prolifération 

cellulaire serait de moins de 1% dans les lésions de resténose et que le développement 

d'athérosclérose de novo caractériserait 20 à 30% des lésions 83  '99. Tandis que la pro-

lifération des CMLv fait l'unanimité dans la guérison vasculaire chez l'animal, les 
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études cliniques suggèrent que l'hyperplasie intimale chez l'humain serait surtout due 

à la migration des CMLv de la média et à la production de MEC 1". De plus, 

l'angioplastie augmente la lumière vasculaire principalement en étirant les composan-

tes élastiques de la paroi, tandis que la plaque athérosclérotique rigide se fracture, 

occasionnant des dissections locales de l'artère'''. Le retour élastique serait favori-

sé lors d'une distension disproportionnée de l'artère normale adjacente aux sites de 

plaque athéromateuse, ce qui expliquerait la perte aiguë de lumière vasculaire à la 

suite d'une angioplastie. La resténose peut aussi avoir lieu par occlusion à la suite 

d'un thrombus ou par guérison des fissures sans formation importante de néointima 

De plus, l'épaississement et la constriction de l'adventice causeraient une grande 

partie de la perte de lumière vasculaire 19°. 

Le remodelage vasculaire est un changement permanent dans la taille du vaisseau, 

soit favorable (processus adaptatif normal ou compensatoire), soit défavorable (pro-

cessus de mal adaptation) ". Des études animales suggèrent que l'hyperplasie inti-

male se produirait invariablement après une lésion vasculaire, mais que la présence 

ou l'absence de resténose refléterait des différences dans les capacités compensatoires 

de chaque vaisseau 66. Le remodelage vasculaire est reconnu depuis plus de 40 ans 

pour son rôle dans l'élargissement compensatoire des vaisseaux chez les sportifs at-

teints d'athérosclérose 5'. Plus récemment, des autopsies ont montré que la taille des 

coronaires humaines augmente dans la phase initiale d'athérosclérose afin de préser-

ver la lumière vasculaire ". Des études cliniques ont montré que le remodelage néga-

tif (vasoconstriction) était responsable de plus de 60% de la perte tardive de lumière 

vasculaire, ainsi que l'absence de corrélation entre la lumière vasculaire et la taille de 

la plaque, indiquant une contribution plutôt faible de l'hyperplasie intimale'''. Les 

endoprothèses vasculaires (« stents ») induisent la formation d'une hyperplasie inti-

male, mais elles causent moins de resténose que les angioplasties par ballon seul, car 

elles empêchent le remodelage négatif de l'artère 66. 

Le remodelage implique un équilibre dynamique entre le retour élastique de l'artère, 

l'adaptation aux changements hémodynamiques de pression et de flot, ainsi que la 

composition de la MEC 88. Le stimulus le plus puissant pour induire le remodelage 
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serait le flot sanguin, lui-même régulé par les variations de force de cisaillement, via 

les substances vasodilatatrices ou vasoconstrictrices issues de l'endothélium'. Des 

cytokines et facteurs de croissance qui stimulent de façon autocrine et paracrine la 

production de MEC par les CMLv et les fibroblastes, le TGF-p est le plus puissant s'. 

Le collagène représente 20 à 30% du contenu total en protéines dans les vaisseaux 

normaux '29' mais sa biosynthèse ainsi que celle de l'élastine et des protéoglycans, 

augmente de 4 à 10 fois 4 semaines après la lésion chez le lapin'''. Dans ce modèle, 

l'organisation et le contenu en collagène sont significativement réduits dans les vais-

seaux resténosés, ce qui résulterait d'une dégradation accrue par les MMP, surtout les 

collagénases 1 et 2 52. Les inhibiteurs des MMP ont permis de réduire la migration des 

CMLv et la dégradation du collagène dans le modèle de carotide de rat 277. De plus, la 

colchicine et la cytochalasine-B sont testées cliniquement, car ces agents réduisent la 

motilité des CMLv et leurs capacités d'organiser la MEC et semblent augmenter le 

remodelage positif'''. 

1.3.3 Modèles d'étude de la resténose 

1.3.3.1 Explant artériel 

Le modèle d'explant artériel sert de pont entre la culture cellulaire et l'angioplastie, 

car il permet l'étude ex vivo de la transformation phénotypique des CMLv, leur mi-

gration et leur prolifération, tout en préservant les interactions cellulaires et le micro-

environnement tissulaire, dont les influences autocrine et paracrine locales 12. 

1.3.3.2 Souris 

La souris transgénique est un modèle permettant l'étude des causes génétiques des 

maladies comme l'athérosclérose et l'hyperlipidémie car son génome est bien carac-

térisé et peut être manipulé assez aisément'. À cause de difficultés techniques, c'est 

un modèle moins utilisé pour la resténose, mais il est possible d'induire une lésion 

sévère par un courant électrique périvasculaire dans les artères fémorales, ainsi 

qu'une hyperplasie intimale infiltrée de cellules inflammatoires dans une artère endo-

thélialisée en ligaturant la bifurcation de la carotide commune'''. 
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1.3.3.3 Rat 

Les rats ont une réponse facile à prévoir à la suite d'une lésion causée soit par dessè-

chement par jet d'air, soit par dénudation endothéliale par ballon 189. Chez les ani-

maux plus âgés, la réponse proliférative des CMLv est retardée, mais plus soutenue 

243. La carotide de rat est choisie pour son accès facile et l'absence d'embranchements 

sur une bonne longueur, ne permettant la réendothélialisation qu'à partir des extrémi-

tés non dénudées ". La facilité à se procurer des animaux peu coûteux et à les mani-

puler sont aussi des avantages '89. Par contre, contrairement à la dilatation répétée 

d'un ballon d'angioplastie de diamètre supérieur à l'artère chez l'humain, la dénuda-

tion par ballon chez le rat ne cause pas de déformations mécaniques entraînant des 

déchirures dans la média et les lames élastiques 59. De plus, le rat est relativement 

résistant à l'athérogenèse 189 . 

Ce modèle est utile pour l'étude cinétique de la réponse des CMLv à la lésion ainsi 

que pour l'identification des molécules impliquées dans la formation de néointima 222. 

Dans ce modèle, la formation de néointima diffère entre les sexes et dépend de la 

présence d'oestrogène". La lésion par ballon cause initialement un peu de mort cellu-

laire suivie entre 24 et 72 heures, par la prolifération de 15 à 25% des CMLv de la 

média, sous l'influence principale du bFGF relâché par les CMLv mourantes 166, 201.  

Sous l'action du PDGF-BB, les CMLv de la média migrent ensuite dans l'intima, 

puis la moitié d'entre elles traverseront trois cycles de division cellulaire avant de 

retourner dans un état de quiescence"'". Les facteurs mitogéniques surexprimés dans 

la 2e  phase de prolifération des CMLv sont le PDGF-A, le TGF-f3, l'AII et l'IGF-I 174.  

259, 44. Les CMLv sont observées dans la néointima à partir du 3e  jour suivant la lésion, 

leur nombre est maximal après 2 semaines et reste relativement constant par la suite 

50,48. Dans ce modèle, il est bien établi que les CMLv ayant migré et proliféré sont la 

composante principale de l'hyperplasie intimale 48. 

Des expériences de marquage à la [3H]thymidine démontrent que la prolifération des 

CMLv dans la média est maximale 2 jours après la lésion et 4 jours après dans la 

néointima 48. Par ailleurs, chez des rats rendus thrombocytopéniques, aucun effet n'est 

remarqué au sujet de la prolifération des CMLv de la média, mais il y a une forte ré- 
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duction de la taille de la néointima jusqu'à 14 jours après la lésion vasculaire'''. De 

plus, l'infusion continue de PDGF-BB et de CH]thymidine chez des rats soumis à une 

dénudation par boucle de nylon a entraîné une augmentation de 21 fois du nombre de 

cellules non marquées dans l'intima et de 4 fois celles marquées dans la média'''. Ces 

résultats montrent que dans l'hyperplasie intimale chez le rat, le PDGF-BB augmente 
surtout la migration des CMLv 125. Les CMLv migrent et prolifèrent seulement en 

réponse aux lésions importantes et non lorsque la dénudation endothéliale est res-

treinte, même si dans les deux cas, la surface dénudée est couverte de plaquettes 213 

Une explication possible est qu'en présence d'une lésion moins sévère, l'endothélium 

intact adjacent produit assez de glycosaminoglycans semblables à l'héparine pour 

inhiber la migration et la prolifération des CMLv 43' '73. De plus, la prolifération et la 
migration des CM1v est moins importante en l'absence de relâchement de bFGF, 

comme dans la dénudation artérielle sans dilatation médiale 163,1". 

1.3.3.4 Lapin 

Le lapin est très susceptible à l'athérosclérose lorsqu'il est exposé à un taux de cho-

lestérol sanguin élevé, soit à cause d'un déficit catabolique, soit à cause de la iè 89  
Dans l'intima des grandes artères, la plaque renferme surtout des cellules spumeuses, 

mais se développe rarement jusqu'au stade avancé présentant des zones de calcifica-

tion, de nécrose, de thrombose et d'ulcération'''. Il est possible d'obtenir des lésions 

plus semblables à celles observées chez l'humain avec une diète hypercholestérolé-

mique intermittente seule ou après une lésion par ballon, ainsi que chez les lapins 

Watanabe déficients pour le récepteur des LDL 67,37. La dilatation des lésions de sté-

nose primaire cause la rupture de la néointima, l'agrégation des plaquettes en throm-

bus et la resténose avec la formation stable après 6 semaines, d'une lésion lâche, riche 
en lipides et en CMLv en prolifération 	Dans ce modèle, l'inhibition de protéines 

chémotactiques issues des macrophages par des anticorps a permis de réduire la for-

mation de néointima 1". De plus, l'hyperplasie intimale se développe dans les 2 se-

maines suivant l'implantation d'un collet souple de silicone autour de la carotide 29. 140. 

Les avantages du modèle sont que le lapin athérosclérotique est facile à manipuler et 

peu dispendieux, que la taille de l'artère iliaque chez l'adulte est la même que celle 
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des coronaires humaines et que la lésion de resténose formée est reproductible 189. Par 

contre, cette lésion comporte trop de lipides, l'artère iliaque a plusieurs collatérales et 

a une grande réactivité vasculaire 189 . 

1.3.3.5 Porc 

De tous les modèles animaux envisagés, le porc est le plus semblable à l'humain 

quant à sa susceptibilité à l'athérosclérose spontanée (après 4 à 8 ans) ou induite par 

la diète, à sa morphologie et à la physiologie de son système cardiovasculaire 189. Une 

diète riche en lipides entraîne rapidement des changements au bilan lipidique sanguin 

et une activation du système de la coagulation, qui contrairement aux primates non-

humains, ne dépendent pas de l'espèce ou du sexe de l'animal 189. Bien que le porc 

soit un animal facile à se procurer et relativement peu dispendieux, l'inconvénient 

majeur est qu'il grossit rapidement, entraînant des coûts et des problèmes de logisti-

que qui sont à éviter pour les études à long terme, mais qui peuvent être contournés 

en utilisant des porcs miniatures 189 . 

L'angioplastie de la carotide et de la coronaire de porc avec un ballon de diamètre 

plus grand que l'artère entraîne une dénudation endothéliale complète, la formation 

d'un thrombus, la dissection de la LEI et la nécrose des CMLv de la média 242. 

L'hyperplasie intimale est maximale 14 jours après la lésion. L'implantation d'une 

endoprothèse vasculaire dans les coronaires induit une lésion chronique caractérisée 

par une hyperplasie intimale très similaire aux lésions de resténose humaine 221. Le 

modèle de resténose coronarienne à la suite d'une double PTCA chez le porc hyper-

cholestérolémique ressemble à la situation humaine puisque la 2e  angioplastie est 

réalisée sur une lésion existante, en présence d'un taux élevé de cholestérol plasmati-

que et dans un cadre chirurgical clinique permettant de mesurer le diamètre de la lu-

mière vasculaire avant et après PTCA 24. Comme chez l'humain, la formation d'un 

thrombus riche en plaquettes et en fibrine contribue de façon importante au dévelop-

pement de la néointima qui contient des CMLv, de la MEC et des lipides 59. 189. Il a 

aussi été démontré que lors de la for -nation de la lésion, la mort cellulaire est en équi-

libre avec la prolifération, mais plus tard, l'apoptose des macrophages et des CMLv 

est visible dans les régions nécrotiques riches en lipides 253. Également, la transfection 
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d'un plasmide codant pour le PDGF-B a induit la prolifération, la migration et la syn-

thèse de MEC par les CMLv et a mené à la formation de néointima dans les artères 193  
205.  

1.3.3.6 Primate non-humain 

Ce modèle reflète bien la situation humaine par son anatomie vasculaire, ses méca-

nismes d'homéostasie, sa propension à la formation de thrombus et le développement 

de lésions d'athérosclérose spontanées 189. La nature exacte et l'étendue des plaques 

d'athérosclérose et de la réponse proliférative à la suite d'une lésion dépendent en 

partie de l'espèce et de la diète de l'animal, ce qui limite l'interpolation avec la situa-

tion humaine I". De plus, ces animaux sont dispendieux, très susceptibles à plusieurs 

maladies, difficiles à manipuler et à se procurer'. Bien que le babouin ne développe 

pas d'athérosclérose normalement, l'angioplastie ou l'endartérectomie induit une hy-

perplasie intimale importante qui ressemble beaucoup à celle causée par la mise en 

place d'une endoprothèse vasculaire chez l'humain et plusieurs études de prévention 

de la resténose ont été réalisées chez cet animal 104 . 

1.3.4 Expression du facteur de croissance dérivé des plaquettes et de 
son récepteur dans les lésions vasculaires 

Bien que les plaquettes recrutées au site d'une lésion vasculaire constituent la source 

primaire de PDGF-BB, les CMLv, les macrophages et l'endothélium en régénération 

produisent également ce facteur de façon continue 208. Dans les lésions 

d'athérosclérose, 20 à 25% des macrophages expriment le PDGF-BB 208. Des études 

d'irnmunohistochimie et d'hybridation in situ y ont également révélé la présence de 

PDGF-A et B, ainsi que de PDGFR-P du 6e  au 56e  jours suivant la PTCA et l'absence 

des protéines et des ARNm aux sites non lésés 256. 247. Dans les tissus prélevés 

d'endartérectomie carotidienne, les CMLv de l'intima et les CE expriment le PDGF-

A et B 208. Dans la carotide de rat 8 heures après la dénudation par ballon, les CE aux 

limites de la lésion commencent à exprimer le PDGF-B, après plusieurs jours, le 

PDGF-B est exprimé par la bordure de CE en migration et après 6 semaines, bien que 

la prolifération cellulaire ait cessé, l'ARNm du PDGF-B est toujours exprimé dans la 

zone dénudée 165. 



33 

Plusieurs études ont rapporté que l'expression du PDGFR-p est minimale dans les 

CMLv quiescentes des vaisseaux natifs, chute après 24 heures de lésion et augmente 

considérablement dans les deux semaines suivantes, surtout dans l'intima '". 

L'expression du PDGFR-13 est fortement augmentée dans les carotides de rat dénu-

dées, les coronaires de porc et d'humain après angioplastie, l'hyperplasie intimale 

associée à la maladie des greffons chez le babouin et l'humain ainsi que la plaque 

athérosclérotique induite ou retrouvée naturellement chez l'animal et l'humain '75. 2". 

247' 149. Le PDGFR-cc et -13 n'ont pas été détectés par immunohistochimie dans les artè-

res normales de babouin, mais une faible expression basale du PDGFR-cc dans la mé-

dia de la carotide de rat a été rapportée". '49' 203, 235. De plus, l'activité du PDGFR-I3 

augmente dans les jours suivant la lésion et persiste plusieurs semaines '• 203 . 

1.3.5 Réendothélialisation 

À la suite d'une PTCA, la réparation endothéliale est axiale, les CE se régénérant plus 

vite dans la direction parallèle au flot sanguin que perpendiculairement". La zone de 

CE en prolifération s'étendrait à près de 100 cellules en amont du site de lésion". Le 

mécanisme de réendothélialisation est complexe et débute 2 à 4 heures après la dénu-

dation, avec l'étalement des CE et leur migration. La synthèse d'ADN débute après 

12 à 16 heures, mais n'est pas essentielle à leur migration 42. La réendothélialisation 

est incomplète et cesse environ 6 semaines après une lésion importante de la carotide 

ou l'aorte de rat ou de lapin, mais elle peut être restimulée par l'administration de 

bFGF 212' 163. La raison précise de l'arrêt de la croissance des CE avant la réendothélia-

lisation complète est inconnue, mais le TGF-P réduirait leur migration en augmentant 

l'expression de fibronectine, principale molécule d'adhésion à la MEC 171.  

L'utilisation d'une boucle de fil de nylon pour dénuder l'endothélium en minimisant 

le traumatisme sur la média a démontré que la réendothélialisation incomplète dépen-

drait de la sévérité de la lésion plutôt que de la taille de la région dénudée'''. Ce 

type d'agression vasculaire se réendothélialisait complètement en 10 semaines et 

l'hyperplasie intimale n'était visible que dans les zones requérant plus de 7 jours pour 

se réendothélialiser 71 . La raison est qu'après dénudation par boucle de nylon, les CE 
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continuent à synthétiser du bFGF qui stimule leur réplication, tandis qu'après passage 

du ballon cathéter, elles cessent d'en produire pour les 4 premières semaines 71 . 

Le « vascular endothelial growth factor» (VEGF) est une glycoprotéine mitogène 

pour les CE qui a un effet angiogénique in vivo. Le VEGF est exprimé par les myocy-

tes et les CMLv en conditions d'ischémie et d'hypoxie et pourrait être surexprimé à la 

suite d'une angioplastie '. Dans la carotide de rat dénudé par ballon, un traitement 

local de 30 minutes avec la protéine recombinante VEGF165  a augmenté de 50% 

l'endothélialisation finale à un mois, la lumière vasculaire était plus grande et 

l'hyperplasie intimale était réduite s. Des effets similaires chez le lapin ont été rappor-

té lors d'un traitement bihebdomadaire intraveineux". Également, la transfection du 

gène « endothelial cell constitutive nitric oxide synthase » (ecNOS) a rétabli la re-

laxation de l'artère dénudée et a réduit de 70% la fonnation de néointima 14 jours 

après la dénudation par ballon de la carotide de lapin 260. La réduction de la sténose 

due à la réendothélialisation serait en partie attribuable au relâchement par les CE de 

NO et de PGI2  qui inhibent la prolifération des CMLv 224. Une autre étude a rapporté 

qu'à la suite d'une lésion coronarienne chez le porc, les portions réendothélialisées du 

vaisseau développaient plus de néointima, avaient des réponses vasoconstrictrices à 

l'acétylcholine (ACh) et à la thrombine et étaient thrombogéniques 231. Les effets né-

gatifs du nouvel endothélium pourraient être dus à une production accrue de facteurs 

mitogéniques pour les CMLv et une synthèse réduite d'héparine et de NO'. 

1.4 Approches utilisées pour réduire la resténose 
Après plus de 20 ans d'utilisation de la PTCA et une soixantaine d'études cliniques 

majeures randomisées, très peu d'agents pharmacologiques se sont avéré efficaces 

pour empêcher de façon substantielle le développement de la resténose, ce qui reflète 

notre mauvaise compréhension de la pathologie (Tableaux I et II) 76. Les thérapies 

combinant plusieurs agents pourraient s'avérer bénéfiques car plus d'un mécanisme 

semble être impliqué. Plusieurs agents qui ont échoué lors des études cliniques étaient 

efficaces chez l'animal (héparine, bloqueurs des canaux calciques, agents antiplaquet-

taires et IECA), mais certains à des doses de 10 à 40 fois supérieures à celles attei- 
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gnables dans les coronaires humaines à cause de leur toxicité par voie systémique 26. 

Les doses d'IECA qui réduisaient l'hyperplasie intimale chez le rat n'ont pas été effi-

caces chez le lapin, le porc, le babouin et l'humain 116, 58, 206, 226, 101. Les périodes de pré-

traitement nécessaires à l'atteinte du niveau thérapeutique lors de l'angioplastie sont 

souvent inadéquates chez l'humain, comme pour les IECA, l'aspirine, l'héparine de 

faible poids moléculaire et la warfarine 153. 156. Dans cette optique, des techniques de 

livraison des agents au site de la lésion vasculaire perinettent d'atteindre des concen-

trations élevées avec des effets secondaires minimaux 66. Cette voie récente 

d'administration réduit également les problèmes de faible biodisponibilité, 

d'élimination rapide et de dégradation par les protéases 153. Une foule de cathéters et 

de matrices à relâchement graduel ont été développées et il a été démontré que les 

composés hydrophobes livrés localement résident plus longtemps dans la paroi vascu-

laire que les composés hydrophiles ". 

Les cathéters de radiothérapie p et y ainsi que les endoprothèses vasculaires radioac-

tives se sont montrés efficaces chez les animaux pour réduire la formation de néoin-

tima et la densité cellulaire, probablement via l'induction de nécrose et d'apoptose 106, 

254. Cette approche nommée brachythérapie endovasculaire, est déjà employée chez 

l'humain, mais on n'en connaît pas bien les effets à long terme qui dépendent beau-

coup de la dose et de la nature des isotopes utilisés 249. 142. L'apoptose des CMLv pré-

disposerait la plaque athérosclérotique à la rupture et entraînerait la thrombose, tandis 

que l'apoptose des macrophages infiltrés dans la plaque éliminerait des cellules po-

tentiellement dangereuses, ce qui stabiliserait la plaque 19. L'apoptose des CMLy et 

des CE pourrait aussi provoquer la thrombose intravasculaire en exposant des sites 

activateurs de la thrombine '5' 27. 

Notons enfin que les artères utilisées dans les petits modèles animaux sont habituel-

lement l'aorte, les carotides et les artères iliaques saines et hautement élastiques, alors 

que les coronaires humaines sont plus musculaires et présentent déjà des lésions athé-

rosclérotiques compliquées 59. Le contenu en élastine des coronaires de porc, de ba-

bouin et d'humain est très semblable I". De plus chez le rat et le lapin, l'espace sous-

endothélial ne contient pas de CMLy, contrairement aux plus gros animaux et à 
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l'humain '89. Bien que les modèles de resténose chez le lapin ou de sténose chez le rat 

reflètent moins la situation humaine, ils demeurent fort utiles, simples et moins coû-

teux pour tester un nouveau composé in vivo 24. 

Tableau I: Agents antiplaquettaires et antithrombotiques n'ayant pas réduit la 
resténose lors des études cliniques 

Nom de l'agent Mécanisme moléculaire ciblé 

Aspirine, vapiprost, S-1452, 
solutroban 

Inhibiteurs et antagonistes de la voie cyclooxygé-
nase et du TxA2 156 ' 153  - 

Dypiridamole Vasodilatation et antagonisme des plaquettes via la 
potentialisation de la relâche et de l'action de la 
PGI2  et effet sur le métabolisme de l'adénosine 153. 

Prostacycline et analogues 
(ciprostene, beraprost) 

Vasodilatateur issu des CE, bloque l'agrégation pla-
quettaire 156,  ''. 

Huiles de poisson (acides gras 
omega-3, acide eicosa- 
pentaenoique, Maxepa) 

Interfèrent dans le métabolisme de l'acide arachido-
nique, diminuent l'agrégation plaquettaire, proprié-
tés anti-inflammatoires et antiprolifératives 156' 153• 

Ticlopidine Antithrombotique, inhibition du vWF plaquettaire et 
du récepteur du fibrinogène sur les plaquettes 156,  '53. 

Dextran Antagonise l'interaction du facteur VII avec le vWF 
153 

• 

Héparine totale et fractionnée 
(enoxaparine, reviparine, dal- 
teparine fraxiparine) 

Antithrombotique (potentialise l'antithrombine III) 
effet antiprolifératif sur les CMLv en bloquant leur 
entrée en phase S 156,  l". 

Antithrombine III exogène et 
antagonistes directs de la 
thrombine (hirudine, hirulog, 
antistatine) 

Inhibe les effets de la thrombine sur l'agrégation 
plaquettaire et la prolifération des CMLv 156' 153 . 

Antagonistes de la vitamine K 
(warfarine) 

Réduit la formation des facteurs de coagulation II, 
VII, IX et X l". 

Antagonistes spécifiques du 
récepteur GpIIb/IIIa (integre- 
line, tirofiban, peptides RGD 
et KCD) 

Intégrine GpIIb/IIIa (0(.2[33) impliquée dans la liaison 
du vWF, du fibrinogène, de la fibronectine et du 
collagène, essentielle à l'agrégation plaquettaire 156,  
153 • 
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Tableau II: Autres approches pharmacologiques n'ayant pas réduit la resténose 
lors des études cliniques 

Nom de l'agent Mécanisme moléculaire ciblé 

Stéroïdes (prednisone, mé- 
thylprednisolone) 

Inhibition à court terme de la composante inflamma-
toire dans la réponse à la lésion vasculaire '53. 

Antagonistes des hormones 
hypophysaires (angiopeptine, 
octréotide) 

Analogues de la somatostatine, réduction de la sécré-
tion de l'hormone de croissance et de 1'IGF-1 

Antagonistes de la sérotonine 
(kétansérine) 

Antagoniste des récepteurs S2, inhibition de la vaso-
constriction, des effets mitogéniques sur les CMLv 
et de l'activation plaquettaire 

IECA (cilazapril, captopril, 
fosinopril, enalapril) 

Inhibition des effets mitogéniques et chémoattrac-
tants de l'AII, augmentation du taux de bradykinine 
et de NO, vasodilatation 153. 

Antagonistes des récepteurs 
de l'AII 

Inhibition des effets mitogéniques et chémoattrac-
tants de l'AII l'. 

Inhibiteurs des microtubules 
(colchicine, taxol, etoposide, 
vincristine, dactinomycine, 
cyclosporine, azathioprine, 
methotrexate) 

Inhibition de la division et de la migration des 
CMLv et des leucocytes, antinéoplasique par 
l'interférence dans la formation du fuseau mitotique 
et des microtubules I"' 153. 

Inhibiteurs de la 3-hydroxy-3- 
méthylglutaryl-coenzyme A 
réductase (lovastatin, pravas- 
tatin, fluvastatin) 

Inhibition de la prolifération des CMLv et du choles-
térol sanguin, restauration des fonctions endothélia-
les, réduction agrégation plaquettaire 156,  '53. 

Antagonistes des canaux cal- 
ciques (diltiazem, verapamil, 
nifedipine) 

Réduction des vasospasmes, de la demande en 02  du 
myocarde, des effets mitogéniques et chémoattrac-
tants des facteurs de croissance sur les CMLv 
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Tableau III: Approches pharmacologiques bénéfiques dans la réduction de la 
resténose clinique 

Nom de l'agent Mécanisme moléculaire ciblé 

Aphérèse des LDL Réduction des taux plasmatiques de lipoprotéine A 
et de LDL-cholestérol ''. 

Probucol Réduction du cholestérol sanguin et propriétés an-
tioxydantes 

Vitamines antioxydantes E et 
C 

Augmentation de l'aire totale du vaisseau suggérant 
un remodelage positif 151. 

Antagonistes non spécifiques 
du récepteur GpIIb/IIIa (e7E3 
fab, abciximab) 

Inhibition de l'intégrine GpIIb/IIIa (412133) essentielle 
à l'agrégation plaquettaire, favorise la passivation 
vasculaire, propriétés antiprolifératives, inhibition de 
l'intégrine ŒV3  (récepteur de la vitronectine) '''151. 

Anti-inflammatoires non sté- 
roïdiens (ebselen, sulfinpyra- 
zone) 

Inhibition compétitive de l'activité cyclooxygénase 
plaquettaire 153. 

Antagonistes du PDGF (trani- 
last, trapidil, anticorps contre 
le PDGF-BB ou le PDGFR-p, 
inhibiteurs de l'activité tyro- 
sine kinase du PDGFR-13) 

Blocage de l'effet chémoattractant et mitogénique 
des isoformes du PDGF sur les CMLy, le trapidil a 
aussi un effet inhibiteur de TxA2  et le tranilast est un 
antiallergique 156' 1'. 

* certains composés n'ont pas encore été testés cli-
niquement 

Donneurs d'oxyde nitrique 
(L-arginine, albumine nitrosa- 
tée, linsidomine, molsido- 
mine) 

Vasodilatation locale, inhibition de la prolifération et 
de la migration des CMLv, réduction de l'adhésion 
des cellules inflammatoires et des plaquettes, la li-
vraison locale est plus efficace à cause de la courte 
demi-vie du NO 156, 153.  ". 
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Tableau IV: Approches pharmacologiques prometteuses chez l'animal, mais non 
testées clini uement 

Nom de l'agent Mécanisme moléculaire ciblé 

Toxines chimériques recom- 
binantes 

Chimère constituée d'une toxine et d'un ligand, sé-
lectivement intemalisée par les cellules exprimant le 
récepteur au ligand choisi 

Oligonucléotides antisens (c- 
myb, PCNA, myosine non- 
musculaire, cdk, PDGFR-13) 

Blocage de l'expression de gènes de courtes séquen-
ces d'ADN s'hybridant avec l'ARNm ciblé pour 
empêcher sa traduction 153. 190,215. 

Thérapie génique (thymidine 
kinase, ecNOS, gène rétino- 
blastome et suppresseurs de 
tumeurs) 

Livraison in vivo au moyen d'un vecteur d'un gène 
fonctionnel dans les cellules somatiques en vue de 
guérir une maladie l',19°. 

Activateur tissulaire du 
plasminogène, urokinase 

Agents thrombolytiques '53. 

Photochimiothérapie (8- 
methoxypsoralen, acide 5- 
amino laevulinique) 

L'activation par les rayons UVA ou par un laser 
rouge crée des ponts dans l'ADN et bloque la répli-
cation 126. 1". 

Oestrogène Réduction du risque d'athérosclérose et effet anti-
prolifératif 59' 1". 

Antagonistes de l'adhésion 
des leucocytes aux CE (anti- 
corps anti CD 1 1 /CD 1 8) 

Anticorps monoclonaux inhibant le complexe 
d'adhésion leucocytaire CD11/CD18 et réduisant la 
prolifération néointimale 153. 

Prazosin, urapidil, carvedilol Antagonistes des récepteurs a/[3-adrénergiques '53. 

Cilostamide Inhibiteur sélectif de la phosphodiestérase 3 des nu-
cléotides cycliques, qui inhibe la synthèse d'ADN et 
augmente les taux d'AMPc 118. 

Thiazolidinediones (troglita- 
zone) 

Activateur du « peroxisome proliferator-activated 
receptor-gamma » qui inhibe la prolifération et la 
migration des CMLv 1". 

Suramin Inhibe la prolifération des CMLv 62. 

Cytochalasin B Inhibe la polymérisation de l'actine et le remodelage 
vasculaire négatif I". 
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1.5 Thérapie génique 

1.5.1 Transfert de gènes 

Le transfert de gènes consiste en la livraison in vivo au moyen d'un vecteur, d'un 

gène fonctionnel dans les cellules somatiques en vue de guérir une maladie. Les gè-

nes ciblés dans la resténose incluent des facteurs de croissance et leurs récepteurs, des 

composantes de la transduction du signal vers la vasodilatation, des agents antipla-

quettaires, antithrombotiques, antiprolifératifs ou suppresseurs de tumeurs. Empêcher 

la progression dans le cycle cellulaire par la surexpression de gènes suppresseurs de 

tumeurs comme p53, p21 et p27 ou d'une forme non phosphorylable du gène rétino-

blastome a permis de réduire le développement de l'hyperplasie intimale chez le rat et 

le porc à la suite d'une lésion par ballon 

1.5.2 Régulation à la baisse de gènes par oligonucléotide antisens 

Les étapes menant à la synthèse protéique à partir de l'ADN sont multiples : désen-

roulement de la double hélice d'ADN, transcription en ARN, exportation de l'ARN 

vers le cytoplasme, épissage de l'ARN et initiation de la traduction de l'ARNm par 

les ribosomes. Toutes ces étapes peuvent être bloquées en utilisant un AS, un ARNm 

antisens, un ribozyme (molécule d'ARN avec activité autocatalytique) ou en insérant 

une section d'ADN pour former une triple hélice et ainsi empêcher la transcription de 

l'ADN '7. L'approche la plus étudiée est celle de l'AS qui est une courte séquence 

d'ADN ou d'ARN complémentaire à un ARNm spécifique avec lequel il formera un 

dimère hybride (Figure 7) '7. La majorité des effets de l'AS serait attribuable à la 

RNAse H, qui reconnaît l'hybride anormal et clive spécifiquement l'ARNm ciblé en 

libérant l'AS intact (Figure 7) 17. Cette nucléase est présente dans les cellules de 

mammifères et reconnaît spécifiquement les dimères ADN-ARN 17 . L'AS peut éga-

lement empêcher, par la liaison à sa cible, la maturation de l'ARN, son exportation à 

l'extérieur du noyau et exercer une interférence stérique lors de la liaison du ribosome 

pour la traduction de l'ARNm en protéines 17. 



A
sk

ar
i F

K
.  N

 E
ng

l 
J M

ed
  1

99
6 

A
ci

de
s  a

m
in

és
  

tr: 

O
l ig

on
uc

lé
ot

id
e  

an
tis

en
s  



42 

L'utilisation d'un AS pour réduire l'expression d'un gène comporte divers avantages: 

• Le design d'un agent spécifique pour sa cible grâce à l'appariement des bases 

azotées selon la loi de Watson-Crick qui permet aux oligonucléotides de distin-

guer des ARNm qui ne diffèrent que par une ou deux bases 113. 18. Cette spécificité 

de l'AS est supérieure à celle des inhibiteurs pharmacologiques conventionnels 

qui agissent fréquemment sur une variété de protéines 17. 

• Le design et la synthèse d'un AS dirigé contre un ARNm précis sont plus faciles 

et plus rapides, comparativement aux autres classes d'agents pharmacologiques, 

puisque la séquence cible est connue 

• Si l'administration de l'AS est faite correctement, ses effets seront très localisés. 

Les nucléotides sont internalisés par les cellules et ceux qui restent dans le milieu 

extracellulaire sont rapidement dégradés par les nucléases présentes dans le sérum 
17.  

Les critères pour choisir le gène ciblé par l'AS sont les suivants : 17,204, .  

• La protéine ciblée doit jouer un rôle unique et essentiel pour la cellule afin que 

l'inhibition de son expression ne puisse être compensée par une autre protéine. 

• La suppression constante de l'expression de la protéine ciblée ne doit pas être 

nécessaire à l'observation d'un effet biologique. Il est plus efficace de choisir une 

cible dont une seule réduction du niveau protéique donne des effets irréversibles. 

• La séquence exacte de l'ARNm ciblé doit être connue et celle de l'AS doit être 

spécifique et unique. 

• Pour plus d'efficacité de l'AS, l'ARNm choisi doit être de faible abondance, être 

fréquemment transcrit et produire une protéine stable. 

• L'AS ou son vecteur ne doit pas induire de réponse immunitaire ou inflammatoire 

et il doit être stable in vivo, autant au niveau intracellulaire, qu'extracellulaire. 
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• L'AS doit pouvoir pénétrer dans les cellules et se lier à sa séquence cible avec une 

haute affinité, à une concentration qui n'a pas d'effets toxiques. 

• On doit pouvoir démontrer que les niveaux de l'ARNm ciblé et plus particulière-

ment de la protéine qu'il code, sont réduits par l'AS, sans affecter les autres pro-

téines et les lipides. 

• L'oligonucléotide doit être assez long pour reconnaître une séquence portée 

uniquement sur l'ARNm cible, mais pas trop long afin d'éviter la liaison à 

plusieurs ARNm et protéines de façon non-spécifique. Les oligonucléotides 

utilisés comprennent habituellement entre 15 et 20 bases. Il faut éviter d'avoir une 

séquence contenant 4 G consécutifs qui favorise les liaisons non-spécifiques de 

l'oligonucléotide. 

• La séquence ciblée sur l'ARNm doit comporter très peu d'éléments de structure 

secondaire afin que l'AS puisse s'y hybrider facilement. Pour cette raison, les AS 

ciblant la région du codon d'initiation de la traduction sont souvent plus efficaces. 

• L'AS doit être efficace lorsque l'on compare ses effets avec ceux d'un oligonu-

cléotide sens et d'une séquence aléatoire. 

Un facteur limitant l'efficacité de l'AS est sa grande susceptibilité à la dégradation 

par des nucléases intracellulaires et circulantes. Un oligodésoxyribonucléotide (ADN) 

est plus résistant qu'un oligoribonucléotide (ARN) et des modifications chimiques à 

la structure de l'AS peuvent augmenter sa demi-vie, comme le remplacement d'un 

oxygène sur un groupement phosphate entre deux bases azotées, par un groupe mé-

thyle (CH3) (Figure 8). De ces modifications, la plus utilisée actuellement pour les 

agents potentiellement thérapeutiques, est le squelette phosphorothioate qui augmente 

la demi-vie de l'AS de 10 à 100 fois 17. 
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MODIFICATION 
Phosophodiester 
(naturel) 
Phosphorothioate 	 S- 
Méthylphosphonate 	 C H3  
Phosphotriester 	 OR 
Phosphoramidate 	 N2R 
Phosphorosélénoate 	 Se 

HO 	H DÉSOXYRIBO (ADN) 
OH 	ou RIBO (ARN) 

Figure 8: Structure des oligonucléotides antisens. 
Autant chez l'animal que chez l'humain, des études pharmacocinétiques révèlent 

qu'un oligonucléotide antisens phosphorothioate (ASP) administré par voie parenté-

rale aura une absorption rapide et complète, une demi-vie sérique de 9 heures, une 

distribution tissulaire large entre 10 et 60 minutes et sera excrété intact ou modifié 

selon le cas, majoritairement via l'urine, avec un temps d'élimination variant entre 20 

et 60 heures 5,204,54. L'analyse pathologique des souris, rats et singes ayant reçu des 

ASP montre une accumulation rapide et importante dans le foie et le rein, moyenne 

dans l'estomac, l'intestin, le cœur, la peau, la rate, la moelle osseuse, les ganglions 

lymphatiques, le tissu adipeux et musculaire, mais très faible dans le cerveau et le 

testicule, notamment à cause des barrières hématologiques de ces organes ". 

Bien que les ASP soient relativement stables face aux nucléases, la voie métabolique 

principale qu'ils empruntent reste la dégradation par les endonucléases, mais surtout 

les exonucléases 54. Chez l'animal comme l'humain, le taux de dégradation plasmati-

que est supérieur à celui du tissu et consisterait surtout en une activité exonucléase en 

3 de l'ASP 250. Le foie et le rein éliminent rapidement les ASP en les conjuguant à 
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l'acide glucuronique, mais surtout en les dégradant en 3 et en 5' 250. La stabilité in 

vivo, la clairance plasmatique, la distribution tissulaire et l'élimination des ASP dé-

pendent de la séquence, surtout s'il y a possibilité de former une structure secondaire 

à l'une des extrémités de l'oligonucléotide qui en augmente la demi-vie et en ralentit 

la dégradation 4. 

Chez la souris, la dose d'ASP causant 50% de mortalité dépasse 500mg/kg 54. Chez 

les rongeurs, les effets toxiques observés à fortes doses (>20mg/kg) sont une stimula-

tion du système immunitaire se manifestant par une hyperplasie du tissus lymphoïde 

et de la rate, ainsi que par une infiltration cellulaire dans plusieurs organes, dont le 

foie et le rein '7. 1 '. L'administration chronique d'ASP cause plus de toxicité, proba-

blement à cause de la relâche de cytokines 107. Des augmentations légères des enzy-

mes hépatiques et une faible thrombocytopénie ont également été rapportées pour des 

doses dépassant 100mg/kg 107 . 

Par ailleurs, le profil toxicologique chez le singe ne semble pas lié à la séquence, mais 

plutôt à la nature polyanionique des ASP 80. 228. L'effet secondaire le plus important est 

une hypotension sporadique associée à une bradycardie et à l'activation du système 

du complément 54. De plus, des troubles de coagulation dépendants de la dose ont été 

rapportés chez le primate non-humain et l'humain 80,1". 228. Dans le but d'augmenter 

la stabilité, la biodisponibilité orale, l'affinité pour la séquence ciblée et l'activation 

de la RNAse H, ainsi que de réduire les effets secondaires associés aux ASP, des oli-

gonucléotides de 2e  génération contenant des liaisons phosphorothioates et phospho-

diesters dans les segments 2'-0-méthylribonucléosides sont en développement 54. 204. 

Puisque les AS font en moyenne de 4, 5 à 9kDa et que ce sont des polyanions, ils ne 

peuvent traverser librement la membrane plasmique. Leur incorporation dépend de la 

structure chimique, de la concentration et de la température, puisque cette étape re-

quiert de l'énergie et est saturable dans le temps 279, 17. Des études suggèrent que 

l'endocytose des oligonucléotides phosphodiesters et phosphorothioates est accom-

plie par deux protéines de surface membranaire de 34 et 80kDa 168. 270. et que des 

« scavengers receptors » et le récepteur à la transferrine seraient également impliqués 
22, 190 . Une évidence directe de l'incorporation des AS par la cellule et de la présence 
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de dimères ARN-oligonucléotide a été obtenue par l'analyse de la nucléase SI, par 

fluorescence, par marquage radioactif et par immunohistochimie 17.54. 

L'incorporation des oligonucléotides phosphodiesters ou modifiés chimiquement de-

meure un processus qui peut être difficile, c'est pourquoi l'utilisation de liposomes 

(particules de lipides masquant les charges négatives sur les oligonucléotides) ou d'un 

système de transport viral comme le virus hémagglutinant du Japon (pouvant se fu-

sionner directement avec la membrane plasmique et relâcher l'oligonucléotide dans le 

cytoplasme) a été étudiée '7. De plus, notons que l'incorporation efficace des AS est 

réalisable au moyen d'un vecteur rétroviral seulement dans les cellules en division 

active, tandis que les adénovirus ont la capacité d'infecter plusieurs types cellulaires, 

mais qu'ils induisent une réponse inflammatoire 204  Le virus associé aux adénovirus 

est un vecteur plus récent qui intègre efficacement et de façon spécifique le matériel 

génétique transporté dans le génome de l'hôte et il n'est pas pathogène, ce qui en fait 

un candidat intéressant lorsque la suppression à long terme d'un gène est souhaitable 
204. Dans la prévention de la resténose, l'administration des AS dans la paroi artérielle 

a été réalisée soit par transfection directe, soit par des complexes liposomes-virus 

hémagglutinant du Japon 17. L'administration locale d'un AS dans une matrice à relâ-

chement progressif déposée autour de la carotide de rat permet de réduire les taux de 

l'ARNm et de la protéine ciblés 18, 235. La livraison intraluminale de l'AS avec inter-

ruption temporaire du flot sanguin est efficace dans la carotide de rat et la coronaire 

de porc, car la persistance de l'AS dans la paroi artérielle est observée jusqu'à 2 se-

maines après la lésion '8' 187' 2". 

Les effets biologiques des AS dépendent en partie de la localisation de la séquence 

sens contre laquelle ils sont dirigés. Par exemple, des AS dirigés contre ou près de 

l'extrémité 5 du site d'initiation de la transcription de l'ARNm empêchent fortement 

l'expression protéique, mais le déplacement à quelques paires de bases plus loin sur 

la séquence cible peut changer de façon importante l'efficacité de l'AS ", 239. Ceci 

s'expliquerait par une structure secondaire de l'ARNm près du site d'initiation de la 

transcription qui favoriserait l'hybridation de l'AS et qui serait aussi plus efficace 

pour empêcher la transcription par les ribosomes 147, 124. 
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Des études ont également montré que certains AS pouvaient exercer leur effet bénéfi-

que par des liaisons non-spécifiques à des ARNm non ciblés ou à des protéines intra-

cellulaires 269, 38. Les AS pourraient aussi inhiber la prolifération cellulaire via 

l'induction d'interféron y ou l'inhibition du « heparin-like growth factor» 258' 102. Plu-

sieurs études ont observé que l'AS c-myc inhibait la prolifération et la migration des 

CMLv en culture, ainsi que la formation de néointima dans un modèle de carotide de 

rat et de coronaire de porc 229.18. Certaines études ont soulevé que l'activité antiprolifé-

rative des AS contre c-myb et c-myc résulterait d'un autre mécanisme que 

l'hybridation avec la cible selon l'appariement des paires de bases complémentaires 

38' 98. Dans une étude, l'AS c-myc administré de façon périadventicielle après une lé-

sion de la carotide de rat, n'a pas eu d'effet sur la prolifération des CMLv, mais a 

permis de réduire l'aire de la néointima, le ratio des aires intima/média et 

d'augmenter la lumière vasculaire et le nombre de CMLv dans la média comparati-

vement aux vaisseaux témoins 21. Ces résultats suggèrent que le mécanisme d'action 

de cet AS sur le développement de l'hyperplasie intimale, serait de réduire la migra-

tion des CMLv, ce qui reflète des résultats obtenus in vitro montrant que l'action an-

timigratoire de l'AS c-myc est beaucoup plus importante que son action antiproliféra- 

tive 21,25.  

De plus, les oligonucléotides contenant 4 résidus guanosines consécutifs, comme ce-

lui utilisé contre c-myc, pourraient se lier au bFGF, aFGF, PDGF et VEGF sériques, 

ce qui réduirait l'interaction de ces facteurs avec leurs récepteurs ainsi que la trans-

mission intracellulaire du signal menant à l'expression de protéines impliquées dans 

le cycle cellulaire comme c-myc et c-myb '8' 98. Par contre, d'autres études ont montré 

in vitro et in vivo que les AS dépourvus de ces séquences de guanosines répétées 

avaient des effets spécifiques sur des protéines comme cdc2, cdk2, la myosine non-

musculaire, le PCNA et le PDGFR-13 187,233,234,235.  De plus, la combinaison de deux AS 

différents comme cdc2 avec PCNA ou cdk2, semble augmenter l'efficacité du traite-

ment '88' 2.. Les premières études cliniques bien contrôlées semblent montrer que les 

ASP agiraient via un mécanisme antisens dans diverses pathologies infectieuses, im-

munitaires ou cancéreuses ". 
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Par ailleurs, les ASP peuvent se lier de façon non-spécifique à l'albumine et à 1'a2-

macroglobuline sériques avec une faible affinité (200-400 iiM), comparable à celle de 

l'aspirine ou de la pénicilline pour ces protéines, ce qui empêcherait l'excrétion ré-

nale trop rapide des oligonucléotides et constituerait un réservoir potentiel', 241. Des 

questions ont été soulevées quant à la livraison intravasculaire au site de la lésion 

chez l'humain atteint d'athérosclérose. On ignore encore dans quelle proportion la 

plaque athérosclérotique incorporera les AS comparativement aux modèles animaux 

avec artères saines et pendant combien de temps les AS devront être présents chez 

l'humain afin d'avoir des effets bénéfiques pour la prévention de la resténose j.  

1.6 Approches thérapeutiques pour prévenir la resténose 
ciblant plus spécifiquement les facteurs plaquettaires 
ou leurs récepteurs 

Diverses études montrent l'importance des plaquettes et plus particulièrement du 

PDGF dans la réponse vasculaire à une lésion ainsi que le potentiel de l'interférence 

pharmacologique avec les facteurs plaquettaires. Par contre, cibler directement et 

vigoureusement les plaquettes comporte des risques d'hémorragies. Dans cette opti-

que, l'inhibition du PDGF ou de son récepteur qui s'est avérée bénéfique dans plu-

sieurs modèles animaux, pourrait être également utile chez l'humain, surtout que le 

PDGFR-I3 et le PDGF-B sont colocalisés dans la plaque athérosclérotique et les coro-

naires humaines traitées par angioplastie'',  '3. De plus, pour renverser complètement 

le développement de l'hyperplasie intimale, il faut non seulement empêcher l'action 

des facteurs plaquettaires, mais également que la lésion soit réendothélialisée et que 

les CMLv de la média retrouvent un état de quiescence 

1.6.1 Induction d'une thrombocytopénie 

L'administration quotidienne d'un anticorps contre les plaquettes a permis d'induire 

une thrombocytopénie qui a inhibé l'hyperplasie intimale dans l'aorte de lapin". Si la 

thrombocytopénie est limitée aux premières 24 heures suivant la lésion vasculaire, la 

migration des CMLv est inhibée, mais leur prolifération n'est pas affectée 72' 122. 
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L'hyperplasie intimale est atténuée par la thrombocytopénie 4 et 7 jours après la lé-

sion, mais non après 14 jours, suggérant un effet transitoire 72' 122. 

Le busulfan est une toxine spécifique aux précurseurs des plaquettes dans la moelle 

osseuse et induit une thrombocytopénie soutenue 236. Utilisé dans la carotide de rat 

dénudée par ballon, le busulfan a empêché le développement de l'hyperplasie inti-

male à 7 et 14 jours suivant la lésion 236. Par contre, si les animaux demeuraient 

thrombocytopéniques pendant les deux premières semaines et que des transfusions de 

plaquettes étaient entreprises pour les deux semaines suivantes, l'hyperplasie intimale 

n'était pas différente de celle des animaux témoins 14 jours après la lésion 236. De 

plus, l'expression par immunohistochimie du PDGFR-I3 n'était pas affectée chez les 

animaux traités au busulfan 236. Cette étude conclut que la média lésée des animaux 

thrombocytopéniques conserve sa capacité de répondre aux stimuli de prolifération et 

de migration venant des plaquettes réintroduites après la phase d'activation maximale 

des CMLv observée chez les animaux témoins "". 

1.6.2 Trapidil 

Le trapidil (triazolopyrimidine) est un agent antiplaquettaire qui antagonise l'effet 

prolifératif du PDGF-BB sur les CMLv. Le trapidil est également un agent vasodila-

tateur qui inhibe le TxA2  et s'est avéré efficace pour réduire la resténose autant chez 

l'animal (rat et lapin), que l'humain (réduction de 39% de la resténose angiographi-

que comparativement au groupe témoin recevant de l'aspirine) 255, 167, 200, 176. Sur des 

CMLv d'aorte de rat et de coronaire de boeuf, le trapidil a permis de réduire de façon 

dose-dépendante l'incorporation de [3H]thymidine et la prolifération cellulaire induite 

par le PDGF-BB "5' 28. De plus, le trapidil augmente l'expression protéique du 

PDGFR-P, sans affecter la phosphorylation induite par le PDGF-BB de la PLCy, de la 

sous-unité régulatrice de la PI3K, de Ras-GAP et de Shc "5. Par contre, le trapidil 

inhibe l'induction par le PDGF-BB de Raf-1 (un activateur en amont de la MAPKK) 

et de la MAPK elle-même 115' 28. Le trapidil a aussi augmenté l'expression de la 

MAPK phosphatase-1, une protéine inactivant la MAPK 115. Ces actions du trapidil 

pourraient être médiées par l'augmentation de la génération d'AMPc "5. Le trapidil 
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est aussi connu pour inhiber les phosphodiestérases et stimuler la production de PGI2, 

deux actions menant à une augmentation des taux d'AMPc 131. 78 Ces résultats suggè-

rent que le trapidil réduit l'activation de la voie MAPK menant à la prolifération des 

CMLv via la voie inhibitrice PKA-AMPc 	En effet, il a été démontré que le tra- 

pidil stimule l'activité de la PKA et que les effets antiprolifératifs du trapidil sont 

abolis par des inhibiteurs de la PKA 28. Puisque la voie MAPK est utilisée par tous les 

facteurs de croissance, le trapidil inhibe aussi la prolifération induite par le bFGF et 

l'EGF 86. 

1.6.3 Anticorps contre le facteur de croissance dérivé des plaquettes 
ou son récepteur 

Chez des rats athymiques « nude » ne pouvant développer de réponse immunitaire 

contre les larges doses d'anticorps qui leur sont données, l'administration quotidienne 

d'anticorps contre les trois isoformes du PDGF a réduit de 79% la migration des 

CMLv dans l'intima au jour 4 (pourcentage de la surface intimale couverte par les 

CMLv) et de 40% l'aire de la néointima au jour 8 suivant la dénudation 122.7°. Quant à 

la synthèse d'ADN, la [31T]thymidine a marqué 4 à 5% des cellules dans la média et 

27 à 31% dans la néointima, indifféremment chez les animaux témoins et ceux ayant 

reçu l'anticorps 7°. Ces résultats montrent que la réduction de l'hyperplasie intimale 

observée avec l'anticorps anti PDGF est attribuable à une interférence dans la migra-

tion des CMLv 

Dans un modèle d'explants aortiques de babouin, l'héparine administrée avec un an-

ticorps bloquant le PDGFR-P a inhibé la migration des CMLv I°4. De plus, sur des 

CMLv de babouin en culture, la combinaison de 10 pg/mL d'héparine à 1 pg/mL 

d'anticorps anti PDGFR-I3 a eu la même activité inhibitrice sur la prolifération et la 

migration cellulaire, que 25 µs/mL d'anticorps seul 104. In vivo, l'angioplastie de 

l'artère saphène de babouin a été suivie par l'injection de l'anticorps chimérique mu-

rin/humain anti PDGFR-I3 et l'infusion d'héparine 104. La prolifération des CMLv 

étudiée au 4e  et au 28e  jour suivant l'angioplastie par marquage au BrdU n'a pas mon-

tré de différences entre les artères témoins et celle traitées'''. Par contre, cette appro- 
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che a réduit de 40% le ratio des aires intima/média et de 53% l'aire de la néointima 

28 jours après l'angioplastie 104. Ces résultats suggèrent que l'anticorps contre le 

PDGFR-P a surtout contré la migration des CMLv 104. Par immunohistochimie et essai 

ELISA, l'anticorps chimérique a été fortement détecté dans la média et l'adventice 

des segments lésés, tandis qu'il était absent des vaisseaux normaux ''. Les auteurs de 

cette étude croient que l'héparine n'a servi qu'à diminuer la dose d'anticorps chimé-

rique et qu'elle n'a pas eu d'effet direct sur la liaison du PDGF-BB au PDGFR-P ou 

sur la capacité de l'anticorps à se lier au PDGFR-P 104. Des études antérieures chez 

l'humain et le babouin ont aussi montré l'inefficacité de l'héparine seule aux doses 

non-toxiques pour prévenir l'hyperplasie intimale et la resténose 85' 30.  '". 

Cette étude montre que le PDGF-BB joue un rôle clé dans le développement des lé-

sions intimales chez les primates non-humains, mais ne renseigne pas sur l'issue de la 

lésion à long terme, une fois le traitement avec l'anticorps terminé 104. À ce sujet, 

l'administration chez l'humain pendant les 12 premières heures suivant une angio-

plastie, de l'anticorps 7E3, un antagoniste non spécifique du récepteur GpIIb/IIIa im-

pliqué dans l'agrégation plaquettaire, a réduit le besoin de recourir à des techniques 

de revascularisation pendant 1 an suivant l'intervention, ce qui suggère que le blo-

quage d'événement initiaux dans la formation de la lésion peut avoir des effets béné-

fiques prolongés l",". 

Deux anticorps monoclonaux spécifiques soit au PDGFR-cc, soit au PDGFR-P, capa-

bles de neutraliser la liaison du ligand, l'autophosphorylation du récepteur et la signa-

lisation mitogénique, ont été comparés quant à leur efficacité à inhiber la formation 

de néointima dans un modèle d'endartérectomie de la carotide et d'angioplastie de 

l'artère fémorale de primates non-humains 89, 	Des études immunohistochimiques 

ont révélé que les deux types de lésions induisaient la prolifération cellulaire et la 

surexpression du PDGFR-P, mais non du PDGFR-oc 89. Sept jours après la lésion, 

l'expression du PDGFR-p et les cellules en prolifération (marquage au BrdU) coïnci-

daient dans la néointima en formation, la média et l'adventice, tandis qu'après 30 

jours, la néointima concentrique formée dans les artères carotide et fémorale expri-

mait fortement le PDGFR-P, surtout près de la lumière vasculaire et le nombre de 
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cellules en prolifération était réduit 89. Le traitement des babouins avec l'anticorps 

contre le PDGFR-p pendant les six jours suivant la lésion a réduit l'aire de la néoin-

tima de 37% dans la carotide et de 48% dans l'artère fémorale et le ratio des aires 

intima/média respectivement de 28% et 47%, lorsque examiné après 30 jours". Dans 

les mêmes conditions, l'anticorps contre le PDGFR-a n'a pas eu d'effet'. De plus, 

les animaux traités avec l'anticorps contre le PDGFR-P montraient des taux de proli-

fération cellulaire très similaires aux animaux témoins, soit de 5 à 8% de cellules 

marquées au BrdU 7 jours après la lésion". 

1.6.4 Inhibiteurs de la phosphorylation du récepteur au facteur de 
croissance dérivé des plaquettes 

Compte tenu des évidences reliant le PDGFR-I3 et la resténose, le développement 

d'inhibiteurs spécifiques de l'activité tyrosine kinase du récepteur est devenu un axe 

de recherche très actif. L'inhibition de cette activité est attribuée aux quinolines subs-

tituées, aux analogues phénylamino-pyrimidine et aux biarylhydrazones '72. 36,220. Chez 

des miniporcs hypercholestérolémiques, le RPR101511A a été administré oralement 

pendant 28 jours suivant la 2e  PTCA et l'analyse angiographique a révélé que le 

groupe témoin présentait une perte moyenne de 50% du gain de lumière vasculaire, 

tandis que le groupe traité ne présentait aucune réduction 24  L'analyse morphométri-

que a montré que le RPR101511A a significativement réduit de 30% le ratio des aires 

intima/média. In vitro, ce composé a inhibé de façon dose dépendante 

l'autophosphorylation du PDGFR-P induite par le PDGF-BB, ainsi que la proliféra-

tion et la migration des CMLv de coronaires de porc et d'aorte humaine 24. 

Par ailleurs, le 3(4-diméthylamino-benzylideny1)-2-indolinone (DMBI) inhibe la 

prolifération cellulaire induite par le bFGF et le PDGF-BB sur des CMLv d'artère 

pulmonaire de rat en culture 275. Cette étude a également montré que la protéine 

PDGFR-P recombinante dont le domaine de liaison du ligand et le domaine trans-

membranaire ont été enlevés, était capable de former un dimère et conservait 

l'activité tyrosine kinase 275. Ce résultat a permis de confirmer que le DMBI agissait 

en empêchant l'activité enzymatique du PDGFR-P, probablement en compétitionnant 
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avec l'ATP pour se lier au récepteur, tel que démontré par crystallographie d'un 

complexe formé par le domaine kinase du récepteur 1 au FGF et d'un inhibiteur de la 

famille des indolinones 275. 1". 

Les tyrphostins sont également des inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase des récep-

teurs aux facteurs de croissance qui interagissent de façon compétitive avec le do-

maine de liaison de l'ATP et les sous-sites de liaison du ligand 184. 1',  Les tyrphostins 

bloquent la transmission du signal médié par le récepteur pour les isoformes du 

PDGF, notamment la phosphorylation et l'activation de la PLCy, impliquée dans la 

migration des CMLv 23. 35. In vitro, ces composés inhibent la synthèse d'ADN et la 

prolifération cellulaire induite par les isoformes du PDGF sur des CMLv de lapin, de 

même que la prolifération et la migration des CMLv de rat 23' 2'. Des résultats contro-

versés quant à l'efficacité de différents tyrphostins à inhiber les processus de sténose 

et de resténose chez le rat et le porc ont été obtenus, notamment parce que les compo-

sés testés n'étaient pas spécifiques pour les récepteurs des facteurs de croissance 

principaux"' 121. 

Le AG1295 (6, 7-diméthy1-2-phénylquinoxaline) est un tyrphostin très spécifique 

pour le PDGFR-13 et son addition préalable à la stimulation par le PDGF-BB des 

CMLv porcines et humaines en culture, a complètement inhibé la phosphorylation du 

PDGFR-I3 sans affecter son niveau d'expression protéique '2. In vitro, le AG1295 a 

entraîné une inhibition sélective et réversible de la prolifération des CMLv (76%), car 

la prolifération des CE n'était que faiblement affectée (13, 5%) de façon réversible '2. 

Dans un modèle d'expiants de carotides porcines et de tissus prélevés chez l'humain 

par athérectomie, le AG1295 a réduit le nombre de CMLv s'accumulant autour des 

expiants respectivement de 82% et 92% 12 . Un plus grand pourcentage de CMLv ont 

conservé leur phénotype contractile (morphologie polygonale et étirée, expression 

d'actine a.) dans les expiants traités avec le AG1295 12. L'initiation de la migration 

des CMLv à l'extérieur de l'expiant était fortement retardée par le AG1295 12. Égale-

ment, des nanoparticules biodégradables imprégnées de AG1295 ont été administrées 

en bolus intravasculaire pendant 30 minutes, au site d'angioplastie de l'artère fémo- 
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rale de porc et une réduction de 40% du ratio des aires intima/média a été observée 4 

semaines plus tard '2. 

Dans une autre étude, le AG1295 a inhibé de façon réversible la prolifération des 

CMLy de rat induite par le PDGF-BB ou le sérum de veau foetal, indiquant que le 

AG1295 n'a pas d'effets toxiques 74. L'effet antiprolifératif allait de pair avec une 

réduction réversible du niveau total de phosphotyrosine et du degré de phosphoryla-

tion du PDGFR-f3 en présence du AG1295 in vitro 74. Dans le modèle de carotide de 

rat dénudée par ballon, l'administration périvasculaire soutenue du AG1295 au 

moyen d'une matrice à relâchement graduel a permis de réduire de 35% la formation 

de néointima 14 jours après la lésion'. La phosphorylation sur tyrosine des protéines 

de transduction du signal extraites des artères lésées était significativement augmen-

tée 3 jours après la lésion, mais retournait aux valeurs basales à 14 jours'. Autant à 3 

qu'à 14 jours, le traitement avec le AG1295 a réduit cette phosphorylation sous les 

valeurs basales 74. De plus, le AG1295 a fortement inhibé la surexpression protéique 

du PDGFR-P au 3e  et 14e  jour suivant la lésion 74. Les protéines montrant une aug-

mentation de phosphorylation sur tyrosine dans cette étude seraient la kinase 

d'adhésion focale, la sous-unité régulatrice de la PI3K, c-Src et les isoformes p42/44 

de la MAPK 74. Ces protéines seraient rapidement phosphorylées à la suite d'une 

stimulation par le PDGF-BB 65,203,94 

1.6.5 Tranilast 
Le tranilast (acide N-(3', 4'-diméthoxycinnamoyl) anthranilique) est un agent antial-

lergique qui peut inhiber la relâche de médiateurs chimiques par les mastocytes et les 

basophiles (via une action anticalcique) ainsi que l'accumulation de collagène',  '19,1°. 

Récemment, des études ont rapporté que le tranilast inhibait de façon importante la 

prolifération et la migration des CMLy, ainsi que leur synthèse de collagène'. Le 

tranilast est connu pour antagoniser l'AII, inhiber l'entrée de calcium dans les CMLy, 

inhiber la cyclooxygénase-2 et restaurer la production de NO induite par des cytoki-

nes, mais inhibée par le PDGF 182.  "L 198. Le tranilast réduit aussi l'hyperplasie intimale 

chez le rat à la suite d'une lésion endothéliale induite par photochimie 134. Sur des 
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cultures de CMLv de rats spontanément hypertendus, le tranilast a inhibé la proliféra-

tion induite par le « fetal bovine serum » (FBS), le PDGF-BB ou le TGF-p 1, la mi-

gration induite par le PDGF-BB sur une matrice de collagène, ainsi que la synthèse de 

collagène et de glycosaminoglycans spontanée ou induite par le TGF-p 1 183 . 

De plus, le tranilast a réduit la prolifération des CMLv stimulée par le FBS 10% ou le 

PDGF-BB, en inhibant la phosphorylation de la protéine rétinoblastome 246. La phos-

phorylation de cette protéine est régulée par les complexes cdk qui peuvent eux-

mêmes être inhibés par les gènes suppresseurs de tumeurs 246. Également, sur des 

CMLv stimulées par le FBS ou le PDGF-BB, le tranilast a supprimé de >80% 

l'activité des complexes CDK2 et CDK4, sans affecter leur expression protéique 246. 

Ces effets ont été associés à une augmentation de l'expression de p53 et de p21, ainsi 

qu'à la formation accrue de complexes p21/CDK2 et p21/CDK4 246. Dans le modèle 

de carotide de rat, le tranilast a réduit de 70% le ratio des aires intima/média 14 jours 

après la lésion'. Des analyses immunohistochimiques révèlent que chez les animaux 

traités, la protéine p21 était présente dans la néointima dès 7 jours et de façon plus 

marquée à 14 jours suivant la lésion, tandis que les animaux témoins ne l'exprimaient 

peu ou pas 246. Ces résultats montrent que l'inhibition de l'activité CDK2/CDK4 via 

une augmentation de l'expression de p21, serait un mécanisme par lequel le tranilast 

inhiberait la prolifération des CMLv et préviendrait la resténose 246. Des analyses im-

munohistochimiques de lésions de resténose humaine révèlent l'expression de CDK2, 

cycline E, PCNA et p21 dans les heures suivant l'angioplastie'. On rapporte égale-

ment que l'expression de p21 est induite dans les artères porcines à la suite d'une 

lésion par ballon et qu'elle jouerait un rôle pour limiter la prolifération cellulaire in 

vivo 271. De plus, la surexpression de p21 induite par un adénovirus dans le modèle de 

carotide de rat a inhibé la prolifération des CMLv et la formation de néointima 45. 

Chez le porc, le tranilast (3g/jour) a été administré oralement 3 jours avant et pendant 

les 28 jours suivant l'angioplastie de deux coronaires et l'implantation d'une endo-

prothèse vasculaire dans la troisième'''. Dans les artères simplement dilatées, le trani-

last a réduit de 37% l'aire de la néointima et de 23% celle de l'adventice, comparati-

vement aux artères des animaux témoins'''. Dans les segments ayant reçu une endo- 
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prothèse, le tranilast a réduit la formation de néointima de 32% 120. Dans une petite 

étude clinique, le tranilast (600 mg/jour pendant 3 mois) était administré à la suite 

d'une angioplastie et le taux de resténose observé était de 14, 7% comparativement à 

46, 5% pour les patients témoins 25 '. Le tranilast fait présentement l'objet du projet 

PRESTO (« Prevention of restenosis with tranilast and its outcomes »), une étude 

clinique randomisée et multicentrique à double insu prévoyant recruter 11 500 pa-

tients à traiter par angioplastie simple ou avec implantation d'une endoprothèse vas-

culaire, combiné à 300 ou 450mg de tranilast à prendre 2 fois par jour, pendant 1 ou 3 

mois 112. C'est la première étude a être réalisée dans les populations occidentales et 

elle vise à confirmer les résultats angiographiques bénéfiques obtenus chez les Japo-

nais "2. 

1.6.6 Oligonucléotides antisens contre le récepteur p du facteur de 
croissance dérivé des plaquettes 

Dans le modèle de carotide de rat, Sirois et coll. ont appliqué autour de l'artère lésée 

400ug d'AS complémentaire à l'ARNm du PDGFR-p à l'aide d'une matrice à relâ-

chement graduel, permettant ainsi une libération soutenue, constante et locale pendant 

les deux semaines suivant la lésion'. L'AS1 était dirigé contre les nucléotides 4 à 21 

de la séquence murine du PDGFR-I3, tandis que 1'AS2 ciblait les nucléotides 22 à 39 

235. Après 14 jours de traitement, le ratio des aires intima/média était réduit de 80 et 

60% respectivement avec l'AS I et 1'AS2, tandis que les deux séquences aléatoires 

n'ont pas affecté significativement les résultats obtenus avec les groupes témoins 235. 

L'analyse par immunohistochimie a montré que 1'AS1 s'est avéré plus efficace que 

1'AS2 pour réduire à la fois l'expression protéique du PDGFR-p et l'hyperplasie in-

timale, probablement à cause de l'absence de structure secondaire complexe dans 

l'ARNm près du site d'initiation de la traduction, permettant un accès et une hybrida-

tion plus facile à l'AS 235. 

L'administration des AS1 et AS2 contre le PDGFR-P et celle des séquences aléatoi-

res n'a pas affecté de façon importante l'expression par immunohistochimie du 

PDGFR-a., témoignant de leur spécificité d'action 235. De plus, l'immunobuvardage 
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Western des protéines isolées de CMLv cultivées en présence d'un AS et de PDGF-

BB, a montré que l'expression basale du PDGFR-p chutait de 53% 1 heure après la 

stimulation et d'un autre 32% 11 heures plus tard 235. Le récepteur était réexprimé à sa 

valeur basale 48 heures après la stimulation initiale au PDGF-BB 235. L'AS1 a réduit 

de 75% l'expression protéique du récepteur, comparativement à sa valeur basale, 

pendant les 48 heures d'observation. Cet effet était spécifique au récepteur [3 puisque 

la sous-unité cc n'a pas été affectée par l'AS1 et par la séquence aléatoire'''. Afin 

d'éviter des effets non-spécifiques des AS, les séquences AS I et AS2 ainsi que les 

séquences aléatoires ne contenaient pas plus de deux guanosines de suite 235. 

1.7 Rationnelle de la présente étude 
Le but général de la présente étude était de vérifier si une livraison endoluminale de 

l'AS PDGFR-P suffirait à prévenir l'hyperplasie intimale dans le modèle de carotide 

de rat dénudée par ballon. Cette approche a été envisagée car elle serait plus applica-

ble au contexte clinique d'angioplastie. Pour atteindre ce but, il fallait répondre aux 

questions suivantes : 

• est-ce qu'un seul traitement endovasculaire en bolus, au site de la lésion serait 

suffisant pour prévenir l'hyperplasie ? 

• est-ce que ce traitement empêcherait l'expression protéique du PDGFR-P ? 

• est-ce que l'AS PDGFR-P agit en inhibant la prolifération et/ou la migration des 

CMLv ? 
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2 	Matériel et méthodes 

2.1 	Procédure chirurgicale 
La procédure expérimentale a été approuvée par le comité d'éthique animale de 

l'Institut de Cardiologie et a été réalisée en accord avec les lignes directrices du 

Conseil canadien de la protection des animaux. La lésion de la carotide commune par 

ballon a été réalisée chez des rats mâles Sprague-Dawley (325-400g). Les animaux 

étaient anesthésiés par injection intrapéritonéale de kétamine HC1 75mg/kg et xyla-

zine HCI 5mg/kg. Après l'exposition de la carotide commune gauche (Figure 9A et 

B), un ballon cathéter Fogarty 2 French a été inséré par une artériotomie de la caro-

tide externe gauche (Figure 9C, D, E et H). Le ballon a été avancé jusqu'à l'arche 

aortique, gonflé suffisamment avec de l'air pour produire une faible résistance et a été 

retiré trois fois sur la longueur de la carotide commune gauche (Figure 9F). 

Afin d'étudier la contribution du PDGFR-13 dans la formation de la néointima, une 

séquence désoxyribonucléotidique phosphorothioate antisens correspondant aux nu-

cléotides 4 à 21 de l'ARNm du PDGFR-13 murin (groupe AS PDGFR-I3 : 5'-TAT 

CAC TCC TGG AAG CCC-3') a été livrée en bolus endovasculaire unique au site de 

la lésion. Cette séquence a été utilisée car des résultats antérieurs ont montré 

l'efficacité de cet AS dans la prévention de l'hyperplasie intimale et de l'expression 

protéique du PDGFR-P lors d'une livraison périvasculaire soutenue après une lésion 

par ballon de la carotide de rat 235. Un groupe d'animaux témoin a reçu une séquence 

d'oligomères dégénérée (groupe ASD : 5'-GTG ATA GTA TGC CGA GCA-3') dans 

les mêmes conditions, afin de vérifier les effets non spécifiques d'un tel traitement. 

Les oligonucléotides ont été synthétisés à l'Institut Armand Frappier (Laval, Québec). 

Les oligonucléotides ont été lyophilisés, resuspendus dans du tampon PBS stérile et 

quantifiés par spectrophotométrie. 

À la suite de la lésion vasculaire, une canule 22G a été introduite par l'artériotomie et 

200µL de solution saline 0, 9% a été utilisé pour rincer les éléments sanguins rési-

duels de la carotide commune. Ensuite, 200m/25FiL d'AS PDGFR-P ou d'ASD 
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étaient infusés dans la carotide commune isolée temporairement par deux sutures de 

soie. Après la période d'incubation de 30 minutes, le site de l'artériotomie était liga-

turé de façon permanente et la circulation sanguine normale était rétablie dans la ca-

rotide commune (Figure 9G). Les plaies étaient fermées et les animaux étaient retour-

nés dans leurs cages. Un troisième groupe d'animaux n'a subi que la dénudation de la 

carotide commune par ballon cathéter et agit comme témoin pour la procédure 

(groupe E-). 

Les animaux furent sacrifiés à différents temps (jour 0, 3, 7, 14 et 28) après la lésion 

vasculaire par exsanguination sous anesthésie générale (xylazine et kétamine) (Figure 

10). Une solution de lactate Ringer (100mL) était perfusée dans le ventricule gauche 

afin de rincer les carotides des éléments sanguins. La carotide gauche traitée et la 

droite native ont été prélevées, fixées dans la formaline tamponnée 10%, déshydratées 

et enrobées dans la paraffine. Des coupes de 6 ium d'épaisseur ont ensuite été réali-

sées à l'aide d'un microtome. 

2.2 Analyse morphométrique 
Une coloration de Trichrome de Masson a été réalisée pour toutes les carotides. Le 

Trichrome de Masson colore le collagène en bleu, les CMLv en rouge et permet de 

distinguer les lames élastiques grâce à leur indice de réfraction différent. Les aires de 

la média et de l'intima ont été mesurées grâce à une caméra vidéo digitale adaptée à 

un microscope et à la numérisation de l'image par ordinateur. Puisque l'épaisseur de 

la média des vaisseaux natifs varie entre les animaux et est fonction de la taille de la 

carotide, le ratio des aires de l'intima sur la média a été calculé pour chaque animal et 

sert d'indice d'hyperplasie intimale. L'analyse microscopique a été réalisée à simple 

insu afin d'éliminer la subjectivité dans la cueillette des résultats. 
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2.3 Étude de la réactivité vasculaire en bains tissulaires 
Lors du sacrifice des animaux, un segment de 4mm de la portion médiale des caroti-

des communes gauche (dénudée) et droite (native), non fixé à la formaline, a été sus-

pendu par deux triangles de fil d'acier 5-0 et une fine tige d'acier à un transducteur de 

force isométrique de 10g relié à un amplificateur/enregistreur Gould afin de suivre 

sur papier les variations de tension isométrique (Figure 11). L'anneau artériel était 

immergé dans 25mL de solution Krebs-Ringer oxygénée (95% 02/5% CO2) et chauf-

fée à 37°C. Ce tampon renfermait (en mM) : 119 NaC1, 4, 8 KC1, 2, 6 CaC122H20, 1, 

2 KH2PO4, 1, 2 MgSO4  '7H20, 25 NaHCO3, 15 glucose, 0, 01 indométhacine. 

L'indométhacine inhibe l'enzyme cyclooxygénase et la production de prostanoïdes 

vasoactifs. Une tension passive de 1, 5g a été obtenue par étirement graduel du vais-

seau. L'atteinte de cette tension optimale a été suivie par la contraction générée par la 

dépolarisation au KC1 20mM. Les vaisseaux ont ensuite été mis en repos pour 45 mi-

nutes dans une solution Krebs-Ringer fraîche. La phényléphrine (PE, 10-6M) a été 

utilisée pour produire une contraction sous-maximale des carotides. Une vasorelaxa-

tion dépendante de l'endothélium a été induite par l'ajout croissant d'acétylcholine 

(ACh, 1X10 9  à 3, 17X10-5M) et d'une simple dose de calcium ionophore A23187 

(CaI, 2, 5X10-7M). Le nitroprussiate de sodium (SNP, 1X10-5M) a été ajouté afin 

d'induire une relaxation directe des CMLv (indépendante de l'endothélium). 
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2.4 Immunohistochimie 
Les coupes de carotides ont été déparaffmées et réhydratées dans des bains de xylène 

et d'éthanol. L'activité peroxydase endogène a été neutralisée par une solution de 

H202  et de méthanol. La liaison non spécifique de l'anticorps primaire a été réduite 

en incubant les coupes avec du sérum 5% venant de l'espèce animale utilisée pour 

produire l'anticorps secondaire. Les carotides étaient ensuite exposées à l'anticorps 

primaire (IgG) ayant une réactivité croisée positive pour la protéine ciblée chez le rat, 

soit un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le PDGFR-p humain (UBI, Lake 

Placid, NY) dilué (1:100, 1:200, 1:500), un anticorps monoclonal de souris dirigé 

contre le PCNA humain (Zymed Laboratories, San Francisco, CA) dilué (1:25, 1:50) 

ou un anticorps monoclonal de souris dirigé contre l'enzyme ecNOS humaine (Trans-

duction Laboratories, Bio/Can Labs, Burlingame, CA) dilué (1:250, 1:500, 1:1000). 

Des IgG normales et non-spécifiques de souris ou de lapin ont été utilisées comme 

témoin négatif pour chaque carotide. Après l'incubation avec l'anticorps primaire, les 

coupes de vaisseaux étaient rinçées avec du tampon PBS et mises en présence de 

l'anticorps secondaire biotinylé de chèvre (1:400) dirigé contre les IgG de lapin pour 

la détection du PDGFR-p, ou dirigé contre les IgG de souris pour la détection du 

PCNA ou de ecNOS (Vector Labs, Burlingame, CA) (Figure 12). La visualisation des 

anticorps appariés à la protéine ciblée a été réalisée à l'aide d'un complexe avi-

dine/peroxydase (ABC kit, Vector Labs) mis en présence de 3, 3'-diaminobenzidine 

(DAB kit, Vector Labs) et de H202  durant 3 à 4 minutes (Figure 12). Les noyaux cel-

lulaires étaient contrecolorés à l'hématoxyline de Mayer, puis les coupes étaient rin-

çées, déshydratées (éthanol et xylène) et recouvertes d'une lamelle de verre tenue en 

place par une solution Permount. 

L'immunohistochimie de la protéine PDGFR-I3 a permis de déterminer l'expression 

du PDGFR-P à la suite d'une lésion vasculaire et d'évaluer l'efficacité de l'AS 

PDGFR-P à réguler l'expression protéique du récepteur. Le pourcentage de CMLv 

exprimant le PDGFR-P dans la média et l'intima a été obtenu en dénombrant les cel- 
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Iules positives (coloration brune) par rapport à la population cellulaire totale dans la 

même région. 

L'activité proliférative des CMLv à différents temps dans les vaisseaux lésés ou 
natifs a été évaluée par la détection de la protéine PCNA sur les coupes de carotides 
des animaux sacrifiés. Les cellules exprimant cette protéine nucléaire présentaient un 
noyau brun et le résultat de cette coloration est également exprimé en terme de 
pourcentage dans la média et l'intima. Une coupe de foie de rat servait de témoin 

positif. 

Le degré de réendothélialisation vasculaire au niveau des carotides lésées a été étudié 
par la détection de la protéine membranaire ecNOS. Le pourcentage de 
réendothéfialisation est le rapport entre la longueur totale des îlots de CE colorées en 

brun et la circonférence de la lumière vasculaire. 

H202 

111 
H202 

5° Substrat chromogénique diamino-
benzidine (DAB) en présence de H202  

4° Complexe avidine/peroxydase de 
raifort 	préformé 

30 

2° Anticorps primaire 

1° Antigène tissulaire 

Figure 12: Principe de l'immunohistochimie. 
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2.5 Analyse statistique 
Les données sont présentées sous la forme moyenne ± erreur standard sur la moyenne 

(ESM). Une analyse de variance suivie d'un test t de Student pour des valeurs non 

appariées avec la correction de Bonferroni pour les comparaisons multiples, a été 

réalisée. Nous avons conclu à une différence significative entre les moyennes quand 

une valeur de P<O, 05 était obtenue. 

3 	Résultats 

3.1 Expression protéique du récepteur p du facteur de 
croissance dérivé des plaquettes 

Nous avons tout d'abord évalué la capacité de l'AS dirigé contre l'ARNm du 

PDGFR-13 à bloquer l'expression protéique de la sous-unité l3  du récepteur au PDGF 

lors d'une livraison endovasculaire en bolus unique de l'AS, au site de la dénudation 

carotidienne chez le rat. L'expression du PDGFR-P a été observée par immunohisto-

chimie sur les CMLv de la média à l'aide d'un anticorps spécifique. En absence de 

lésion vasculaire, 1, 4 ± 0, 4% des CMLv de la média des vaisseaux natifs (E+) ont 

montré une coloration positive (Figures 13A et 14). Trois jours après la lésion vascu-

laire, l'expression du PDGFR-I3 a augmenté de 8, 7 fois pour les CMLv de la média 

(13, 1 ± 2, 5%, P<O, 001), a atteint un plateau au 7e  jour suivant la lésion vasculaire 

avec une augmentation de 12, 6 fois (18, 3 + 2, 1%, P(O, 001) et est graduellement 

retournée vers des valeurs basales d'expression au jour 14 et 28 (Figures 13B et 14). 

La présence de CMLv dans l'intima a été observée à partir du 7e  jour suivant la lésion 

avec 18, 3 ± 3, 7% des CMLv exprimant le PDGFR-13, ceci étant équivalent à 

l'expression observée au niveau des CMLv de la média au même moment. Au 14e  et 

28e  jour, le taux d'expression du PDGFR-43 pour les CMLv de l'intima est revenu à la 

valeur basale observée pour les CMLv de la média des vaisseaux natifs (Figure 14). 

Comparativement aux vaisseaux dénudés par ballon (E-), un traitement avec l'AS 

PDGFR-13 a empêché la surexpression du PDGFR-13 observée au 3e  et 7e  jour pour les 

CMLv de la média, dans une proportion de 90 et 93% respectivement (PO, 001) et 
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de 60% (P<O, 05) pour les CMLv de l'intima au jour 7 suivant la lésion (Figures 13C 

et 14). Au jour 14 et 28, le taux d'expression du PDGFR-P par les CMLv de la média 

et de l'intima des vaisseaux traités avec l'AS PDGFR-P est également retourné au 

niveau basal observé dans les CMLv de la média des carotides normales (Figure 14). 

Au jour 3 suivant la lésion vasculaire, le traitement avec l'oligomère ASD a réduit 

l'expression protéique du PDGFR-p par les CMLv de la média de 42% (PO, 05), 

toutefois, cette diminution d'expression était significativement moindre que celle 

induite par l'AS PDGFR-P (90%) (Figure 14). Au jour 7, l'ASD n'a pas réduit signi-

ficativement l'expression protéique du PDGFR-P des CMLv de la média et de 

l'intima (Figures 13D et 14). Tel qu'observé dans les deux autres groupes, 

l'expression du PDGFR-P est revenue à la valeur basale au jour 14 et 28 pour les 

vaisseaux ayant reçu l'ASD (Figure 14). 
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3.2 Effet sur l'hyperplasie intimale d'un bolus endovascu-
laire de l'antisens contre le récepteur [3 du facteur de 
croissance dérivé des plaquettes 

Une coloration au Trichrome de Masson d'une artère carotidienne de rat non-lésée 

permet de distinguer les fibres musculaires (rouge), le collagène (bleu) et les noyaux 

cellulaires (noir) (Figure 15A, grossissement 1000X). Sur cette image, on distingue 

de haut en bas: la lumière vasculaire, l'intima formée d'une monocouche de CE aux 

noyaux noirs, la LEI en gris-bleu bordant le média constituée de CMLv (rouge), la 

LEE en gris-bleu bordant la portion externe de la média et l'adventice riche en colla-

gène (bleu). 

Le passage du ballon cathéter dénude la LEI de son endothélium (Figure 15B). 

L'envahissement de la lumière vasculaire par les CMLv de la média ayant migré n'est 

pas visible au 3e  jour suivant la lésion (Figure 15C), mais est observable au 7e  jour 

(Figure 15E, la LEI a été soulignée en jaune manuellement). L'hyperplasie intimale a 

atteint un maximum au jour 14 (Figure 15G). Au jour 28, un réarrangement des 

CMLv de la néointima et une synthèse accrue de MEC sont visibles (Figure 15I). Le 

traitement avec l'AS PDGFR-I3 a permis de réduire l'hyperplasie intimale de façon 

importante pour tous les temps étudiés (Figure 15F, H, J, respectivement à 7, 14 et 28 

jours). 
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; 

Figure 15: Morphologie des vaisseaux colorés au Trichrome de Masson. 
A: E+; B: E- JO; C: E- J3; D: AS J3; E: E- J7; F: AS J7; G: E- J14; 
H: AS J14; I: E- J28; J: AS J28. 
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Par la suite, l'analyse morphométrique a montré que l'aire de la média des vaisseaux 

simplement dénudés était de 0, 101 ± 0, 007, 0, 109 ± 0, 005 et 0, 105 ± 0, 004mm2  

respectivement à 7, 14 et 28 jours suivant la lésion (Figure 16A) et a fluctué de moins 

de 14% comparativement à l'aire de la média des vaisseaux natifs (données non mon-

trées). Par rapport aux vaisseaux simplement dénudés, le traitement des carotides lé-

sées avec l'AS PDGFR-P ou l'ASD a augmenté légèrement l'aire de la média de 33, 

3 et 13% avec l'AS PDGFR-P (P<O, 01 au jour 7 et P= non significatif (NS) au jour 

14 et 28) et de 23, 14 et 16, 5% avec l'ASD (P=NS au jour 7 et P<O, 05 au jour 14 et 

28) (Figure 16A). 

Trois jours après la lésion vasculaire, il n'y avait pas d'hyperplasie intimale, mais elle 

était présente à sept jours et a atteint un maximum après deux semaines. Les aires 

correspondantes de l'intima pour les vaisseaux E- au jour 7, 14 et 28 étaient respecti-

vement de 0, 025 ± 0, 005, 0, 116 ± 0, 012 et 0, 091 ± 0, 01 lmm2  (Figure 16B). Un 

traitement endovasculaire en bolus avec l'AS PDGFR-P au site de la lésion a réduit 

l'aire de la néointima comparativement au groupe E- de 37, 40 et 56% (P=0, 07 NS, 

P<0, 05, P<0, 01) au jour 7, 14 et 28 respectivement (Figure 16B). L'application de 

l'oligonucléotide ASD n'a pas réduit l'aire de la néointima pour chaque temps étudié 

(Figure 16B). 

Dans les vaisseaux simplement dénudés, l'indice d'hyperplasie intimale, soit le ratio 

des aires intima/média, était respectivement de 0, 256 ± 0, 047, 1, 102 ± 0, 126 et 0, 

899 ± 0, 099 à 7, 14 et 28 jours suivant la lésion vasculaire (Figure 16C). 

L'administration de l'AS PDGFR-P a réduit ces ratios de 50, 47 et 58% (P=0, 08 NS, 

P<0, 01, P<0, 001) respectivement pour chacun des temps étudiés. Un traitement avec 

l'ASD n'a pas affecté de façon significative le ratio LM comparativement au groupe 

E- (Figure 16C). 
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Figure 16 : Effet de l'antisens contre le récepteur 13 du facteur de croissance dé-
rivé des plaquettes sur le développement de l'hyperplasie intimale. 

N = 5-25 animaux par traitement. t vs E-, § vs AS. 1 symbole P<O, 05, 2 symboles 

P<O, 01, 3 symboles P<0, 001. 
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3.3 Décompte des cellules musculaires lisses vasculaires 
La dénudation par ballon cathéter des carotides de rat a augmenté légèrement le nom-

bre de CMLv dans la média au jour 3, 7 et 14 comparativement au nombre présent 

dans la média des vaisseaux natifs (467 ± 38 CMLv). Cet effet n'était pas différent 

entre les groupes E-, AS PDGFR-P ou ASD (Figure 17). Par contre, au jour 28 sui-

vant la lésion, une augmentation du nombre de CMLv dans la média a été observée 

dans les trois groupes dénudés comparativement à la valeur pour la média des vais-

seaux E+. Le nombre de CMLv dans le groupe E- s'est accru de 11% (P=NS), de 

32% (P<O, 05) dans le groupe AS PDGFR-P et de 47% (P<0, 01) dans le groupe 

ASD. Par contre, la différence entre le groupe AS PDGFR-P et ASD n'était pas signi-

ficative (Figure 17). Au jour 3 suivant la lésion vasculaire, les CMLv de la média 

n'ont pas encore commencé à envahir l'intima. Au jour 7, 14 et 28, le nombre de 

CMLv dans l'intima des carotides simplement dénudées était respectivement de 422 

± 67, 1285 ± 100 et 1004 + 126 cellules. Un traitement avec l'AS PDGFR-P a dimi-

nué le nombre de CMLv dans l'intima au jour 7, 14 et 28 de 47, 33 et 50% respecti-

vement (P<O, 05, P<O, 05, P<O, 01). Un traitement avec l'ASD n'a pas réduit le nom-

bre de CMLv dans l'intima pour chacun des temps étudiés (Figure 17). 

Afin de déterminer si la réduction de l'hyperplasie intimale observée avec l'AS 

PDGFR-f3 était attribuable à une réduction de la prolifération des CMLv ou à une 

réduction de leur migration de la média vers l'intima, nous avons calculé la densité 

des CMLv de la média et de l'intima (cellules/mm2) ainsi que le niveau de proliféra-

tion cellulaire des vaisseaux des différents groupes étudiés. La densité des CMLv de 

la média des carotides normales était de 4253 ± 160 CMLv/mm2. La fluctuation de la 

densité des CMLv de la média au jour 3, 7, 14 et 28 dans les groupes E-, AS et ASD 

n'a pas dépassé 20% comparativement à la densité observée dans les vaisseaux E+. 

La variation de la densité des CMLv dans la média du groupe E- comparée soit au 

groupe AS, soit au groupe ASD, était également inférieure à 20% pour chacun des 

temps étudiés (données non montrées). La densité des CMLv de l'intima du groupe 

E- était de 14 762 ± 1 143, 11 466 ± 496 et 11 939 + 681 CMLv/mm2  respectivement 
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à 7, 14 et 28 jours suivant la lésion. L'AS PDGFR-p a réduit significativement de 

29% la densité des CMLv de l'intima au jour 7 seulement, tandis qu'au jour 14 et 28, 

le groupe traité ne s'est pas avéré différent du groupe simplement dénudé. 
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3.4 État de prolifération des cellules musculaires lisses 
L'activité proliférative des CMLy aux différents temps d'observation dans les vais-

seaux natifs ou dénudés a été évaluée par immunohistochimie après le sacrifice des 

animaux, en ciblant l'expression de la protéine PCNA sur les coupes de carotides. 

Des études antérieures ont montré une bonne corrélation entre les résultats obtenus 

par immunohistochimie contre le PCNA et par incorporation de thymidine tritiée ou 

de bromodésoxyuridine (BrdU), deux autres marqueurs de prolifération cellulaire'',  

278. Dans la média des vaisseaux normaux, le taux de prolifération des CMLy était de 

1, 2 ± 0, 4% (Figures 18A et 19). Au jour 3 et 7 suivant la lésion dans le groupe E-, 

l'expression protéique du PCNA dans les CMLv de la média a augmenté respective-

ment de 5, 7 fois (7, 8 ± 2, 4%, P<O, 01) et 4, 9 fois (6, 8 ± 1, 3%, p<O, 001), compa-

rativement aux vaisseaux natifs (Figures 18B et 19). Pour les carotides E-, le taux de 

prolifération des CMLy de la média est retourné vers la valeur basale des carotides 

E+ à 14 et 28 jours suivant la lésion (1, 0 ± 0, 5% et 1, 6 ± 0, 5%) (Figure 19). Pour 

tous les temps d'observation, un traitement avec l'AS PDGFR-p ou l'ASD n'a pas 

réduit significativement la surexpression du PCNA dans les CMLy de la média com-

parativement au groupe E- (Figures 18C, D et 19), les AS ont plutôt montré une ten-

dance inverse au jour 3 (Figure 18). Dans le groupe AS PDGFR-p, l'expression du 

PCNA était également maximale aux jours 3 et 7 (15, 2 ± 7, 3% et 5, 6 ± 2, 2%) et est 

revenue à la valeur basale observée dans les carotides E+ au jour 14 et 28 suivant la 

lésion (0, 9 ± 0, 4% et 0, 9 ± 0, 1%) (Figures 18A, C et 19). 

L'expression du PCNA par les CMLy de l'intima a été quantifiée entre les jours 7 et 

28 suivant la dénudation des carotides. Dans le groupe E-, le pourcentage de CMLy 

exprimant le PCNA dans l'intima au jour 7 était de 9, 8 ± 2, 4% et est retourné vers le 

taux d'expression basal observé dans la média des vaisseaux E+ au jour 14 et 28 (0, 4 

± 0, 2% et 0, 6 ± 0, 3%) (Figures 18B et 19). Un traitement avec l'AS PDGFR-P ou 

l'ASD n'a pas empêché la surexpression du PCNA dans l'intima au jour 7 (Figures 

18C, D et 19). Dans ces deux groupes, le pourcentage de CMLy en prolifération au 

jour 14 et 28 s'est approché de la valeur basale observée dans le groupe E+ et était de 

2, 0 ± 1, 3% et 2, 4 ± 1, 3% pour l'AS PDGFR-P (Figure 19). 
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3.5 Réendothélialisation vasculaire 
Nous avons voulu déterminer si un traitement avec l'AS PDGFR-f3, en plus de préve-

nir l'hyperplasie intimale, favoriserait la réendothélialisation et la guérison vasculaire 

dans les carotides de rats dénudées par ballon vues en section transverse. Afin de 

quantifier l'étendue de la réendothélialisation, l'expression de la protéine ecNOS a 

été détectée par immunohistochimie et le pourcentage de la circonférence totale de 

l'intima couverte par des îlots de CE a été calculé. Les carotides natives avaient une 

couverture endothéliale de 96, 7 ± 0, 5% (Figures 20A et 21). Immédiatement après 

les trois passages du ballon cathéter, le taux d'endothélialisation des carotides du 

groupe E- Jour 0 est tombé à 2, 7 + 0, 3% (Figures 19B et 20). Dans le groupe sim-

plement dénudé, le processus de réendothélialisation s'est accentué dans le temps, 

mais est resté incomplet, atteignant 2, 7 ± 0, 8% (jour 3), 7, 7 ± 1, 8% (jour 7), 17, 2 ± 

2, 4% (jour 14) et 24, 4 ± 1, 9% (jour 28) (Figures 20C et 21). Un traitement avec 

l'AS PDGFR-13 a augmenté à chaque temps d'observation l'étendue de la réendothé-

lialisation comparativement au groupe E-. Le pourcentage de couverture endothéliale 

était de 4, 2 ± 1, 8% (jour 3, P=NS), 17, 5 ± 2, 1% (jour 7, P<0, 001), 30, 2 ± 3, 2% 

(jour 14, P<0, 001) et 49, 6 ± 3, 5% (jour 28, P<O, 001) (Figures 20D et 21). Par rap-

port à la simple dénudation, l'ASD n'a pas favorisé la réendothélialisation pour cha-

cun des temps étudiés (Figure 21). 
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3.6 Réactivité vasculaire des carotides ex vivo 
Les segments non fixés à la formaline 10% des carotides de rat ont été suspendus en 

bain d'organe pour l'étude de la réactivité vasculaire. Une tension passive de 1, 5g a 

été obtenue en étirant graduellement les anneaux artériels. L'atteinte de cette tension 

optimale a été suivie en provoquant la dépolarisation et la contraction des CMLv avec 

du KC1 20mM. La vasoconstriction enregistrée après l'administration de PE 10-6M 

dans les carotides natives était de 0, 68 ± 0, 04g et de 1, 38 ± 0, 12g dans les artères 

fraîchement dénudées (Tableau V). La réactivité vasculaire des carotides simplement 

dénudées, traitées avec l'AS PDGFR-P ou l'ASD a été évaluée à 14 ou 28 jours après 

la lésion. Dans ces trois groupes, la vasoconstriction générée par la PE 10-6M se si-

tuait entre 0, 97 ± 0, 11 et 1, 28 ± 0, lOg (Tableau V). 

L'ajout de doses croissantes et cumulatives d'ACh (10-9  à 3, 17X10-5M) aux anneaux 

précontractés à la PE, a permis d'évaluer la relaxation endothélium dépendante des 

artères lésées et natives. Pour les artères E+, l'application d'ACh a induit une vasore-

laxation dose dépendante et complète à 3, 17X10-5M (Figure 22). À l'opposé, les ar-

tères fraîchement dénudées (E- JO) ont à peine relaxé de 2% après la dose maximale 

d'ACh (Tableau V et Figure 21). Au jour 14 et 28, le pourcentage maximal de vasore-

laxation atteint à l'ACh dans les vaisseaux E- était respectivement de 13, 4 ± 3, 7 et 

36, 1 ± 6, 8% (Tableau V et Figure 22). Le traitement avec l'AS PDGFR-P a augmen-

té la vasorelaxation induite par l'ACh de façon significativement différente au jour 14 

pour des concentrations comprises entre 3, 17X10-6M et 3, 17X10-5M et au jour 28, 

pour des concentrations comprises entre 3, 17X10-7M et 3, 17X10-5M, comparative-

ment au groupe E- (P<O, 05 à 0, 001) (Figure 22). La relaxation endothélium dépen-

dante maximale a été de 31, 2 ± 6, 5 et 86, 6 ± 7, 6% respectivement à 14 et 28 jours 

pour le groupe traité avec l'AS PDGFR-P (Figure 22 et Tableau V). Un traitement 

avec l'ASD n'a pas amélioré à 14 ou 28 jours, la capacité à relaxer à l'ACh (Tableau 

V et Figure 22). 

La concentration d'ACh requise pour induire 50% de la relaxation maximale atteinte 

(EC50) a été établie à partir des courbes de la Figure 22. Dans les vaisseaux natifs, la 
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dose EC50  d'ACh était de 8, 55X10-8M (Tableau V). Au jour 14, elle était respecti-

vement de 1, 98X10-6M, 1, 01X10-6M et 1, 88X10-6M pour les groupes E-, AS 

PDGFR-P et ASD (Tableau V). Au jour 28, cette dose était de 1, 34X10-6M, 2, 

47X10-7M et 2, 23X10-6M pour les groupes E-, AS PDGFR-P et ASD (Tableau V). 

En conséquence, au jour 14 et 28 suivant la lésion, la concentration d'ACh induisant 

50% de la vasorelaxation maximale des carotides traitées avec l'AS PDGFR-p, com-

parativement au groupe E-, était 1, 96 et 5, 42 fois plus faible. 

Après l'addition de la concentration maximale d'ACh (3, 17X10-5M), le Cd (2, 

5X10-7M) était ajouté pour obtenir la relaxation endothélium dépendante maximale 

par un second mécanisme, différent de l'ACh. Au jour 14 et 28 suivant la lésion, 

l'ajout de CaI aux artères simplement dénudées ou ayant reçu l'ASD ou l'AS 

PDGFR-P, a amélioré la capacité à relaxer de moins de 8% (Tableau V et Figure 22). 

Finalement, le SNP (10 5M) a été ajouté afin d'induire une relaxation directe des 

CMLy, non dépendante de l'endothélium. L'application du SNP a mené à une vasore-

laxation complète dans les trois groupes d'artères dénudées au jour 14 et 28 (Tableau 

V et Figure 22). 
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4 	Discussion 

Les résultats présentés dans ce mémoire montrent qu'une livraison en bolus endovas-

culaire de l'AS PDGFR-I3 au site de la lésion carotidienne chez le rat, a non seule-

ment réduit le développement de l'hyperplasie intimale, mais a également doublé la 

réendothélialisation et a restauré presque complètement la capacité de relaxation en-

dothélium dépendante. De plus, l'AS PDGFR-P a empêché la surexpression de la 

protéine PDGFR-P pour tous les temps étudiés. Finalement, nous avons montré que la 

réduction de l'hyperplasie intimale engendrée par l'AS PDGFR-P n'était pas due à 

une inhibition de la prolifération cellulaire dans la média ou l'intima, mais était plutôt 

attribuable à l'inhibition de la migration des CMLv vers l'intima. 

À la suite de la dénudation par ballon de la carotide de rat, l'expression de la protéine 

PDGFR-P a augmenté dans la média et l'intima pour atteindre un maximum à 7 jours 

suivant la lésion et revenir à la valeur basale d'expression après 14 et 28 jours. Ces 

résultats s'accordent avec d'autres études qui rapportent une surexpression transitoire 

du PDGFR-P dans les artères lésées de rat et d'humain 175' 203' 247. Par ailleurs, nos ré-

sultats nous amènent à faire trois observations importantes. Tout d'abord, 

l'application locale, endovasculaire et unique de l'AS PDGFR-P a empêché la surex-

pression de la protéine PDGFR-I3. Ensuite, nous n'avons pas observé de surexpres-

sion retardée du PDGFR-p sur les 28 jours d'étude. Finalement, le traitement local a 

été suffisant pour réduire le ratio intima/média de 58%, 28 jours après la lésion. 

Bilder et coll. ont rapporté qu'un inhibiteur de l'activité tyrosine kinase du PDGFR-P, 

le RPR101511A, donné oralement deux fois par jour pendant 28 jours, a permis de 

réduire de 30% le ratio des aires intima/média dans les coronaires de porcs lésées 24. 

Banai et coll. ont montré que la livraison locale, intravasculaire d'un autre composé 

inhibant l'activité tyrosine kinase du PDGFR-P, le AG1295, a réduit de 40% le ratio 

intima/média dans les coronaires de porc lésées 12. Fishbein et coll. ont montré que 

l'administration périvasculaire soutenue du AG1295 a permis de réduire de 35% la 

formation de néointima 14 jours après la lésion carotidienne chez le rat . Ce compo- 
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sé a aussi fortement inhibé la surexpression protéique du PDGFR-0 au 3e  et 14e  jour 

suivant la lésion 74. De plus, Giese et coll. ont montré que l'administration intravei-

neuse d'un anticorps monoclonal contre le PDGFR-p pendant les 6 jours suivant 

l'endartérectomie de la carotide ou l'angioplastie de l'artère fémorale de babouin a 

réduit respectivement de 28% et 47% le ratio des aires intima/média 30 jours après la 

lésion, tandis qu'un anticorps contre le PDGFR-a n'avait pas d'effet". Finalement, 

Hart et coll. ont montré que l'administration intraveineuse répétée d'anticorps contre 

le PDGFR-P en combinaison avec de l'héparine, a également permis de réduire le 

ratio intima/média de 40% dans les artères saphènes de babouin'. Ces cinq études 

récentes ont montré une réduction substantielle de l'hyperplasie intimale en bloquant 

l'activation du PDGFR-P. 

Dans notre étude, la livraison de l'AS PDGFR-P en bolus endovasculaire unique a 

suffi pour empêcher la surexpression protéique du PDGFR-P tout au long des 28 

jours d'observation, ce qui peut expliquer pourquoi notre traitement s'est avéré plus 

efficace pour limiter le développement de l'hyperplasie intimale chez le rat. Dans une 

étude antérieure, Sirois et coll. ont démontré que la livraison périvasculaire soutenue 

de l'AS PDGFR-P a permis de réduire le ratio intima/média de 60 à 80% 235. Les ré-

sultats présentés dans ce mémoire suggèrent qu'une livraison soutenue de l'AS 

PDGFR-p n'est pas nécessaire pour obtenir un résultat biologique optimal, ce qui 

renforce le concept qu'une inhibition des événements initiaux à la suite d'une lésion 

vasculaire aiguë pourrait être suffisante pour engendrer des bénéfices prolongés 1",',  
63 

Afin de déterminer si la réduction de l'hyperplasie intimale attribuable à l'AS 

PDGFR-I3 était reliée à une interférence dans la prolifération ou la migration des 

CMLv de la média, nous avons calculé la densité, le nombre et l'activité proliférative 

des cellules dans la média et l'intima, pour tous les groupes étudiés. Bien qu'une 

hausse du nombre de CMLv dans la média soit observée à 28 jours suivant la lésion 

dans les groupes dénudés, traités avec l'AS PDGFR-P ou l'ASD, la densité de CMLv 

n'a pas fluctué de plus de 20% comparativement à la densité observée dans la média 
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des carotides normales. L'AS PDGFR-p a réduit le nombre de CMLv dans l'intima 

au jour 7, 14 et 28 de près de 50% comparativement au groupe simplement dénudé et 

ce, sans modifier la densité intimale aux jours 14 et 28. 

Nous avons ensuite évalué l'activité proliférative des CMLv de l'intima et de la mé-

dia. Dans le groupe E-, l'expression du PCNA aux jours 3 et 7 suivant la lésion a 

augmenté respectivement de 5, 8 et 4, 9 fois et est revenue au niveau basal retrouvé 

dans les vaisseaux normaux (-1%), à partir du jour 14. Un traitement avec l'AS 

PDGFRI3 ou l'ASD n'a pas réduit significativement la surexpression du PCNA dans 

les CMLv de la média et de la néointima pour tous les temps étudiés. Dans les deux 

groupes traités, 14 jours après la lésion, la surexpression du PCNA est retournée vers 

la valeur basale observée dans la média des vaisseaux natifs. Ces résultats démontrent 

que dans une carotide de rat lésée, le traitement avec l'AS PDGFR-p n'a pas affecté 

l'activité proliférative des CMLv de la média et de l'intima. Ainsi, la réduction ob-

servée du nombre de CMLv dans l'intima et du ratio des aires intima/média est attri-

buable à l'inhibition de la migration des CMLv de la média vers l'intima. 

Ces résultats sont en accord avec l'observation que l'expression des gènes suppres-

seurs de tumeurs fluctue de façon inverse à l'incorporation du BrdU, révélant ainsi 

une prolifération faible en condition basale, maximale 7 jours après la lésion par bal-

lon et de nouveau basale à 21 jours'. Une autre étude a observé une activité prolifé-

rative des CMLv de l'ordre de 3, 8% qui durait jusqu'à 12 semaines après la lésion'. 

De plus, le nombre de CMLv qui ne prolifèrent pas reste constant entre le 3e  et le 14e  

jour suivant la lésion de la carotide chez le rat, montrant que si les cellules ont à proli-

férer, elles le font immédiatement". 

La surface des artères normales est couverte de CE quiescentes et confluentes qui ont 

la capacité d'inhiber la migration et la prolifération des CMLv, notamment via la re-

lâche de NO, de TGF-P1  et de protéoglycans comme le sulfate d'héparan 42.  

L'induction d'une lésion vasculaire sévère affectant à la fois la couche intimale et 

médiale est caractérisée par une réduction prolongée de la synthèse de NO par les CE, 

ainsi que par le développement d'hyperplasie intimale '79' 248. La réendothélialisation 
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incomplète de la lésion peut être attribuable au fait que les CMLv de la média migrent 

dans l'intima avant que les CE en bordure de la zone lésée aient migré vers le site 
dénudé 42. De plus, en co-culture cellulaire, les CMLv ont la capacité d'inhiber la mi-

gration des CE, via la relâche de TGF-P1  et son activation par la plasmine ''' ce qui 

peut entraîner un arrêt du processus de guérison vasculaire. En conséquence, les stra-

tégies thérapeutiques visant à inhiber la prolifération et/ou la migration des CMLv 

pourraient réduire l'hyperplasie intimale en facilitant indirectement le processus de 
réendothélialisation. 

Dans notre étude, nous avons observé que le passage d'un ballon dans les carotides de 

rat a causé une dénudation endothéliale presque complète. Dans les vaisseaux E-, une 

réendothélialisation progressive n'a permis de couvrir que 25% de la surface intimale 

au jour 28 suivant la lésion. L'application de l'AS PDGFR.43 a doublé le degré de 

réendothélialisation à chaque temps d'observation, avec 50% de la néointima recou-

verte de nouvelles CE au jour 28. Ce résultat, combiné à une réduction de 58% du 

ratio des aires intima/média observée dans les mêmes carotides traitées avec l'AS 

PDGFR-I3, supporte l'hypothèse que l'inhibition de la migration des CMLv de la mé-

dia lésée a eu un effet bénéfique double en réduisant l'hyperplasie intimale et en ac-

célérant le processus de guérison vasculaire. 

Enfin, nous avons voulu déterminer si l'effet bénéfique de l'AS PDGFR-P sur la pro-

lifération et la migration des CE s'était accompagné d'une amélioration de la fonction 

vasorégulatrice. Des études ont suggéré que les CE régénérées avaient une capacité 

réduite à produire les facteurs vasorelaxants endothéliaux, malgré le fait que la capa-

cité des CMLv sous-jacentes à relaxer ou à contracter soit inchangée 179,248,8. Nos ré-

sultats montrent que les fonctions contractiles (PE) et relaxantes (SNP) des CMLv ont 

été préservées et inchangées par les différents traitements. Il est important de noter 

que l'AS PDGFR-(3 a amélioré significativement la relaxation endothélium dépen-

dante induite par l'ACh à 14 jours et de façon encore plus marquée à 28 jours suivant 

la lésion. La relaxation maximale induite par l'ACh a plus que doublé et la concentra-

tion estimée d'ACh requise pour produire 50% de cet effet a été réduite respective-

ment de 2 et 5 fois, à 14 et 28 jours suivant la lésion, comparativement aux vaisseaux 
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E-. Nos résultats suggèrent qu'une réendothélialisation de 50% des carotides de rat 

dénudées serait suffisante pour induire une relaxation endothélium dépendante pres-

que complète, comme observé pour les vaisseaux normaux. Des études récentes ont 

rapporté qu'un traitement avec la L-arginine a amélioré la relaxation endothélium 

dépendante à l'ACh des carotides de lapins dénudées par ballon 248. De plus, dans les 

artères iliaques de lapin lésées par ballon, un traitement avec le bFGF (2, 5i_ig biheb-

domadaire pour deux semaines en intraveineux) a doublé la réendothélialisation 4 

semaines après la lésion. Comme dans notre étude, cette réendothélialisation induite 

par le bFGF était incomplète (60%), mais suffisante pour restaurer presque complè-

tement la relaxation médiée par l'ACh. Par contre, le bFGF n'a pas empêché le pro-

cessus d'hyperplasie intimale 248. 

Pour terminer, le modèle de dénudation de la carotide de rat avec un ballon cathéter 

induisant une hyperplasie intimale est le plus utilisé pour l'étude de la resténose et de 

l'implication particulière du PDGF 223 ' 216. Nous l'avons choisi dans notre étude car 

c'est un modèle simple et bien caractérisé, qui a été utilisé dans l'étude initiale de 

Sirois et coll. visant a tester l'efficacité de l'AS PDGFR-13 à prévenir l'hyperplasie 

intimale 235. Les résultats bénéfiques obtenus par deux modes d'administration chez le 

rat permettent maintenant d'examiner son potentiel chez le porc, un modèle plus 

complexe de sténose vasculaire, qui reproduit mieux les phénomènes d'athérosclérose 

et de resténose observés en clinique, ce qui sera un facteur de prédiction utile quant 

au succès futur de cette nouvelle thérapie chez l'humain. 



92 

5 Conclusion 

Dans le modèle de la carotide de rat dénudée par ballon, 28 jours après la lésion, un 

bolus endovasculaire de l'antisens complémentaire à l'ARNm du PDGFR-p a per-

mis : 

• de réduire la surexpression protéique du PDGFR-P dans la média de >90%; 

• de réduire l'hyperplasie intimale de 58%; 

• de réduire le nombre de CMLv dans la néointima de 49% et ce, sans empêcher la 

prolifération des CMLv dans la média et l'intima; 

• d'augmenter la réendothélialisation de 103%; 

• d'augmenter la réactivité vasculaire (EC50) de 5 fois. 

Le traitement local et unique avec l'AS PDGFR-P semble donc avoir eu un double 

effet bénéfique en réduisant l'hyperplasie intimale via l'inhibition de la migration des 

CMLv de la média et en favorisant le rétablissement de la réactivité vasculaire nor-

male. Ces résultats démontrent le potentiel clinique de l'AS PDGFR-P pour prévenir 

les artériopathies accélérées et promouvoir la guérison vasculaire à la suite d'une an-

gioplastie. 
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7 Annexe: Bolus endovascular PDGFR-P an-

tisense treatment suppressed intimal hyperplasia in a 

rat carotid injury model 

Cette section contient l'épreuve de l'article intitulé « Bolus endovascular 

PDGFR-13 antisense treatment suppressed intimal hyperplasia in a 

rat carotid injury model » qui sera publié dans la revue Circulation en septem-

bre 2000 et qui comprend les résultats présentés dans ce mémoire. 



Bolus Endovascular PDGFR-13 Antisense Treatment 
Suppressed Intimai Hyperplasia in a Rat 

Carotid Injury Model 
Nicolas Noiseux, MD, MSc; Caroline H. Boucher, BSc; Raymond Cartier, MD; Martin G. Sirois, PhD 

Background—Intimal thickening in accelerated arteriopathies relies on the migration of medial vascular smooth muscle 
cells (VSMCs) and their proliferation within the neointima. Activation of platelet-derived growth factor receptor-p 
(PDGFR-f3) expressed in injured VSMCs is responsible for the migration of medial VSMCs to the intima. In the present 
study, we wanted to assess whether a single local endovascular delivery of antisense PDGFR-f3 in injured rat carotid 
arteries would be sufficient to prevent intimai hyperplasia and how it might contribute to the vascular healing process. 

Methods and Results—A bolus of antisense PDGFR-P delivered into injured rat carotid arteries reduced PDGFR-0 protein 
overexpression by >90% from day 3 to 28 after injury. At day 28 after injury, compared with injured untreated carotids, 
treatment with antisense PDGFR-P reduced intimai hyperplasia by 58% and medial VSMC migration by 49% and 
improved vascular reendothelialization by 100% and vascular reactivity (EC50) to acetylcholine by 5-fold. 

Conclusions—A single-bolus luminal delivery of antisense PDGFR-0 to injured rat carotids reduced intimal hyperplasia, 
improved the reendothelialization process, and led to the recovery of endothelium-dependent regulation of vascular tone. 
(Circulation. 2000;102:6••-•••.) 

Key Words: gene therapy • angioplasty • growth substances • restenosis 

D estenosis after coronary angioplasty occurs in 20% to 
50% of treated patients and remains the major limitation 

to the long-term effectiveness of this procedure.'-3  The 
expanded catheter removes the endothelium and injures many 
of the vascular smooth muscle cells (VSMCs) located in the 
innermost layer of the media of the artery. This is followed by 
the proliferation of medial VSMCs as early as 1 day after 
injury, followed by their migration from the media into the 
intima (4 to 7 days), after which proliferation of intimal 
VSMCs results in intimai hyperplasia.4-6  

Reports support the role of platelet-derived growth factor 
(PDGF) in mediating arterial intimai hyperplasia after an 
angioplasty and in the formation of atherosclerotic le-
sions.74° PDGF is secreted as 3 different isoforms: PDGF-
AA, -AB, and -BB, and binds to 2 distinct subtype receptors, 
PDGFR-a and -f3, which can form homodimers and het-
erodimers.1,12  PDGF dimers and both PDGF receptor sub-
types are overexpressed in VSMCs from human atheroscle-
rotic plaques and at sites of postangioplasty repair in animal 
and human arteries.w3-15  

In rats, administration of polyclonal antibodies to all forms 
of PDGF before and after balloon injury (BI) of carotid 
arteries inhibited intimal hyperplasia but not the first wave of 
proliferation in the media.16-18  Interestingly, antibodies di-
rected against the PDGF-B chain blocked intimal thickening,  

whereas antibodies to the PDGF-A chain prevented intimal 
hyperplasia.19  Infusion of PDGF-BB into a carotid BI in rats 
increased intimal thickening but had little effect on intimai 
VSMC proliferation, suggesting that the decrease in intimai 
hyperplasia was due to the inhibition of medial VSMC 
migration.2° 

We recently reported that a sustained perivascular delivery 
for 14 days of an antisense (AS) oligomer complementary to 
specific PDGFR-13 mRNA sequences after a BI in rat carotids 
prevented PDGFR-p protein overexpression and intimal hy-
perplasia.'5  The aim of the present study was to investigate 
whether a single endovascular delivery of AS PDGFR-f3 
would be sufficient to reduce intimai hyperplasia by limiting 
either VSMC migration or proliferation. We also investigated 
the possibility that inhibition of PDGFR-p overexpression 
would favor endothelial regrowth and the retum of vasomotor 
activity. 

Methods 
Induction of Intimai Hyperplasia 
BI of comrnon carotid arterial endothelium was performed in male 
Sprague-Dawley rats (325 to 400 g) as described previously.15  
Animais were euthanized at different periods of time (0, 3, 7, 14, and 
28 days) after injury with an overdose of ketamine and xylazine, 
exsanguinated, and perfused with 100 rnL of Ringer's lactate 
solution by the left ventricle. The left (treated) and right (untreated) 
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Figure 1. PDGFR-f3 protein expression 7 
days after injury. Positive PDGFR-13 
expression on arterial VSMCs was 
detected by immunohistochemistry (cells 
stained brown; vertical arrow). Baseline 
expression in native arteries was almost 
nil (a); it was maximal at day 7 in BI 
arteries (b); AS-PDGFR-ß prevented 
PDGFR-13 protein overexpression (c); 
SCR treatment had no effect (d). Internai 
elastic lamina (IEL; horizontal arrow) is 
indicated to delimit intimai from medial 
area of injured arteries. 

segments of the common carotid arteries were removed and fixed in 
10% formalin PBS. The segments were embedded in paraffin, cut 
into 6-pm longitudinal sections, and stained with Massons 
trichrome solution. The areas of the intima and media and the 
intima-to-media (LM) area ratio were calculated by computerized 
digital planimetry. 

AS Oligonucleotide Therapy 
We used an AS oligonucleotide phosphorothioate backbone se-
quence to the murine PDGFR-13 rnRNA subunit (AS-PDGFR-(3: 
TATCACTCCTGGAAGCCC). A scrambled (SCR) sequence (SCR-
PDGFR-(3: GTGATAGTATGCCGAGCA) was used as control. In 
the present study, we used only 1 AS sequence, because we showed 
the efficiency of this AS in a previous report.,5  After BI of the left 
common carotid artery, we introduced a 22-gauge infusion cannula 
into the external carotid arteriotomy and administered 0.2 mL of 
0.9% NaC1 solution to flush the residual blood-borne elements. The 
AS or SCR oligonucleotide solution (200 gg/25 pl of PBS 0.01 
mol/L) was infused into the temporarily isolated segment of the left 
common carotid artery for a 30-minute period. Then the arteriotomy 
was ligated, the left common carotid artery was released, the wounds 
were closed, and the animais were retumed to their cages. The 
protocol was performed in accordance with the Canadian Council on 
Animal Care guidelines. 

Evaluation of Vascular Reactivity 
Carotid arteries were harvested at death and placed in Krebs-Ringer 
solution. Rings of 4 to 5 mm from the medial portion of the left 
(treated) and right (untreated) carotids were mounted with 2 triangle 
5-0 stainless steel wires. The adjacent segments (distal and proximal) 
were fixed in formalin for analysis. Experiments were performed in 
organ chambers filled with 25 rriL of Krebs-Ringer solution and 
indomethacin 0.01 nunol/L and gassed with 95% 02/5% CO2  at 
37°C. Vessels were passively stretched ( , 1.5 g) while the contrac-
tion generated by a depolarizing solution containing physiological 
KCI (20 mmolfL) was assessed. The organ chamber was rinsed with 
fresh Krebs-Ringer solution and equilibrated for 45 minutes. Phen-
ylephrine (PE; 10' mol/L) was used to achieve a submaximal 
contraction. An endothelium-dependent vasorelaxation was induced 
by the addition of cumulative acetylcholine (ACh) concentrations 
(10" to 3.17 X 10-5  mol/L). Calcium ionophore A23187 (2.5 X 10' 
mol/L) was added to obtain the maximal endothelium-dependent 
vasorelaxation. Sodium nitroprusside (10' mol/L) was added to 
mediate a direct VSMC relaxation. 

Immunohistochemistry of PDGFR-fi, PCNA, and 
ecNOS Expression 
The immunohistochemistry procedures on arterial sections were 
performed as described previously.t5  The primary antibodies used 
were rabbit polyclonal anti-human PDGFR-0 IgG (UBI), monoclo-
nal anti-human proliferative cell nuclear antigen (PCNA) IgG 
(Zymed Laboratories Inc), and monoclonal anti-human endothelial 
cell constitutiv nitric oxide synthase (ecNOS) IgG (Transduction 
Laboratories 

Statistical Analysis 
Data are meani-SEM. Statistical comparisons were determined by 
ANOVA followed by an unpaired Student's r test with Bonferroni's 
correction for multiple comparisons. Data were considered signifi-
cantly different if a value of P<0.05 was observed. Relaxation is 
expressed as a percentage of preconstricting tone. EC50  (concentra-
tion of ACh producing a half-maximal relaxation) has been calcu-
lated for each segment with the Statview program. 

Results 
Expression of PDGFR-P Protein Subunit 
In native arteries, basal expression of the PDGFR-0 subunit F2 
was observed inununohistochemically on 1.4±0.4% of me-
dial VSMCs (Figures lA and 2). PDGFR-f3 protein increased 
8.7-fold in medial VSMCs (P<0.001) by day 3 after injury, 
reached a plateau at day 7 (12.6-fold increase, P<0.001), and 
returned to basal levels by day 14 (Figures 1B and 2). The 
presence of intimai VSMCs was observed by day 7 after 
injury, with 18.3±3.7% of intimai VSMCs staining positively 
for PDGFR-p protein. By day 14, the PDGFR-p protein 
expression in intimal VSMCs returned to basal level (Figures 
1B and 2). 

Treatment with AS-PDGFR-P prevented F'DGFR-0 pro-
tein overexpression in medial VSMCs at days 3 and 7 by 90% 
and 93%, respectively (P<0.001). Similarly, PDGFR-13 pro-
tein level was reduced by 60% (P<0.05) in intimai VSMCs 
at day 7 (Figures 1C and 2) and was at the basal level 
observed in native medial VSMCs at day 14 (Figure 2). Three 
days after injury, treatmeni with an SCR oligomer reduced 



IIII BI E1AS El SCR 

0.15 A 1t 
4".  
E 0.12 
eé 0.09 

eica 0.06 
:a e 0.03 

0.2 

E 0.15 

0.1 

=. 0.05 

1.5 

1.2 

0.9 

0.6 

0.3 

In
tim

a:
M

ed
ia

  a
re

a  
ra

tio
  

Day 3 

rn 

Day 7 

Noiseux et al 	Intimai Hyperplasia Inhibition by Antisense PDGFR-13 	3 

25 	D MEDIA 
B INTIMA 

20 

à ri" à (là 
Ee" 	ci) 	e • 

Day 14 	Day 28 

Figure 2. Quantification of VSMCs expressing PDGFR-13 pro-
tein. Baseline expression of PDGFR-13 protein in media of unin-
jured carotid arteries (E+). Denuding BI led to PDGFR-p protein 
overexpression (up to day 7) in BI and SCR-treated vessels and 
returned to basal level. AS-PDGFR-13 reduced medial and inti-
mai expression of PDGFR-f3 compared with Bl. n=4 to 11 ani-
mais per treatment. One symbol, P<0.05; 2 symbols, P<0.01; 3 
symbols, P<0.001 *vs E+, tvs BI, §vs AS. 

the PDGFR-13 protein expression on medial VSMCs by 42% 
(P<0.05). This reduction, however, was significantly less 
(P<0.05) than the reduction mediated by the AS-PDGFR-P 
(90%) (Figure 2). At day 7, SCR treatment did not reduce 
PDGFR-f3 protein expression in medial or intimai VSMCs 
(Figures 1D and 2), and by day 14 the PDGFR-0 protein 
expression returned to basal levels (Figure 2). 

Neointirnal Hyperplasia 
The intimal and medial areas (mne) and the I:M area ratio 
were detennined after a vascular injury. The medial areas in 
BI rat carotid arteries at days 7, 14, and 28 after injury were 
0.101±0.007, 0.109±0.005, and 0.105±0.004 nud, respec-
tively (Figure 3A) and fluctuated by <14% compared with 
the medial area of native carotid arteries (data not shown). 
Treatment of the BI carotid arteries with AS-PDGFR-0 
increased the medial area by 33%, 3%, and 13% at days 7, 14, 
and 28, respectively (P<0.01 at day 7 and P=NS at days 14 
and 28). SCR treatment increased the medial area by 23%, 
14%, and 16.5% (P=NS at day 7 and P<0.05 at days 14 and 
28) (Figure 3A). 

Intimai hyperplasia developed during the first 7 days and 
was maximal within 14 days. The intimal areas in BI groups 
at days 7, 14, and 28 were 0.025±0.005, 0.116-±0.012, and 
0.091±0.011 min2  (Figure 3B). An AS-PDGFR-p treatment 
reduced the intimal hyperplasia by 37%, 40%, and 56% 
(P=0.07 [NS], P<0.05, and P<0.01) at days 7, 14, and 28, 
respectively, whereas the SCR treatment did not reduce the 
intimai hyperplasia (Figure 3B). The I:M area ratios in BI 
carotids were 0.256±0.047, 1.102±0.126, and 0.899±0.099, 
respectively (Figure 3C). An AS-PDGFR-P treatment re-
duced these ratios by 50%, 47%, and 58% (P=0.08 [NS], 
P<0.01, P<0.001), respectively, whereas the SCR treatment 
did not significantly alter the I:M area ratios compared with 
BI groups (Figure 3C). 

SMC Count 
The induction of a carotid BI did not affect the medial VSMC 
count throughout the first 14 days compared with native 

Time (days) 

Figure 3. Effect of AS-PDGFR-0 on intimai hyperplasia. Medial 
area of vessels treated with AS-PDGFR-13 or SCR oligomers 
was increased slightly compared with an injured, untreated 
artery (BI) (A). AS-PDGFR-p reduced neointimal area at 14 and 
28 days after injury (B). I:M area ratio was reduced by applica-
tion of AS-PDGFR-0 at days 14 and 28 after injury (C). n=5 to 
25 animais per treatment. Symbols as in Figure 2. 

vessels (467±-38 cells) (Figure 4). At day 28 after injury, 
however, all groups demonstrated an increased number of 
medial VSMCs compared with native media. The VSMC 
count increased by 11% (P=NS) in the untreated BI group, 
by 32% (P<0.05) in the AS-PDGFR-0—treated group, and by 
47% (P<0.01) in the SCR-treated group. The difference 
between the AS-PDGFR-P and the BI groups was not 
significant (Figure 4). At days 7, 14, and 28, the number of 
intimal VSMCs in BI arteries was 422±67, 1285 -±100, and 
1004±126, respectively. AS-PDGFR-f3 reduced the number 
of intimal VSMCs at days 7, 14, and 28 by 47%, 33%, and 
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Figure 4. Quantification of VSMC number in media and neointi-
ma of injured carotid arteries. AS-PDGFR-0 reduced number of 
VSMCs in intima compared with BI group. n=4 to 16 animais 
per treatment. Symbols as in Figure 2. 
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Figure 5. PCNA protein expression 7 
days after injury. Positive PCNA expres-
sion was detected by immunohisto-
chemistry (cells stained in brown; vertical 
arrow). Baseline PCNA expression in 
native arteries was almost nil (a); it was 
overexpressed at day 7 in intima and 
media of injured arteries (b); • - 
AS-PDGFR-I3 (c) and SCR treatment (d) 
did not prevent PCNA protein overex-
pression. Internai elastic lamina is indi-
cated (IEL; horizontal arrow). 
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50% (P<0.05, P<0.05, P<0.01), respectively, compared 
with the BI group. The SCR oligomer did not reduce the 
intimal VSMC count at any time point (Figure 4). 

SMC Density 
The medial density of VSMCs in native carotid arteries was 
4253-1-160 VSMCs/md. The fluctuation density of medial 
VSMCs at clays, 3, 7, 14, and 28 after injury in BI or 
AS-PDGFR-P or SCR-treated groups was always <20% 
compared with the VSMC density observed in native medial 
VSMCs. The variation of medial VSMC density between the 
BI group and the groups treated either with AS-PDGFR-0 or 
SCR oligomer was also <20% (data not shown). The intimal 
VSMC densities in the BI group at days 7, 14, and 28 after 
injury were 14762±1143, 11466±496, and 11939±681 
VSMCs/mm2. The AS-PDGFR-p significantly reduced the 
intimai VSMC density by 29% only at day 7 (data not 
shown). 

SMC Proliferative Activity 
In native carotid arteries, the percentage of proliferative 
medial VSMCs was 1.2±0.4% (Figures 5A and 6). At days 3 
and 7 in the BI group, PCNA expression on medial VSMCs 
increased to 7.8±2.4% (P<0.01) and 6.8±1.3% (P<0.001) 
compared with native medial VSMCs and retumed to the 
basal level of PCNA expression observed in uninjured medial 
VSMCs by day 14 (Figures 5B and 6). hitimal VSMC PCNA 
expression was quantified from days 7 to 28 after injury. In 
the BI group, the percentage of PCNA expression at day 7 
was 9.8±2.4%, and it returned to near basal expression by 
day 14 (Figures 5B and 6). A treatment with AS-PDGFR-P or 
SCR oligomer did •not sigdficantly, reduce PCNA overex-
pression on medial and intimal VSMCs compared with the BI 
group at any time point (Figures 5C and 5D and 6). 

Vascular Reendothelialization 
To evaluate the extent of reendothelialization, immunohisto-
chemical staining was performed to detect the expression of 

F7 

ecNOS. In native carotid arteries, ecNOS-positive cells cov- F8 

ered 96.7±0.5% of the internal elastic lamina (Figures 7A 
and 8). Immediately after the passage (3 times) of an inflated 
balloon, the degree of endothelialization (day 0) was reduced 
to 2.7-±0.3% (Figures 7B and 8). In the BI group, reendothe-
lialization occurred but remained incomplete (Figures 7C and 
8). Treatment with AS-PDGFR-P increased the extent of 
reendothelialization at each time point compared with the BI 
group (Figures 7D and 8). The application of SCR oligomer 
did not favor reendothelialization (Figure 8). 

Ex Vivo Carotid Vascular Reactivity 
Segments of carotid arteries were precontracted to submaxi-
mal level with PE (10' mol/L). PE-induced contraction in 
endothelium-intact native arteries (E+; 0.68±0.04 g) was 
less than in freshly denuded arteries (day 0; 1.38±0.12 g). At 
14 and 28 days after injury, PE-induced contraction varied 
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Figure 6. Quantification of VSMCs in proliferative state. Base-
line expression of PCNA protein in media of uninjured carotid 
arteries (E+) was 1.15%. Vascular injury induced PCNA overex-
pression in media at days 3 and 7 and in intima at day 7; values 
retumed to baseline levels by day 14. Treatment with either 
AS-PDGFR-I3 or SCR oligomer did not prevent PCNA protein 
overexpression. n=4 to 14 animais per treatment. Symbols as in 
Figure 2. 
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Figure 7. ecNOS detection on injured 
carotid arteries. Positive ecNOS expres-
sion was detected by immunohisto-
chemistry (cells stained brown; vertical 
arrow). Baseline ecNOS expression in 
native arteries was present on each en-
dothelial cell (a), absent immediately 
after a vascular injury (b), and partial 28 
days after injury (c). ln AS-PDGFR-p-
treated group, extent of reendothelializa-
tion was improved (d). Internai elastic 
lamina is indicated (IEL; horizontal 
arrow). 

between 0.97±0.11 and 1.28±0.10 g in BI or AS-PDGFR-0 
/and SCR-treated arteries (data not shown). 

On PE-precontracted arteries, ACh induced a complete 
relaxation of endothefium-intact segments (E+; Figure 9). 
The relaxant effect of ACh, which was absent in freshly 
denuded arteries (BI day 0) and maximal on days 14 and 28, 
produced only 13.4±3.7% (day 14) and 36.1±6.8% (day 28) 
of vasorelaxation (Figure 9). AS-PDGFR-p but not SCR 
significantly improved (time-dependently) the efficacy of 
ACh-induced relaxation compared with the BI group (Figure 
9). After the addition of the highest concentration of ACh 
(3.17X10 5  mol/L), the calcium ionophore A23187 (10' 
mol/L) was added to obtain the maximal endothelium-
dependent vasorelaxation. The addition of A23187 to injured 
carotid arteries either untreated (BI) or treated with the 

Figure 8. Vascular reendotheliaiization of injured carotid arter-
ies. Expression of ecNOS in uninjured carotid arteries (E+) cov-
ered 96.6% of luminal circumference of artery. Immediately after 
BI, endothelium covered 2.6% of vascular lumen. Treatment 
with AS-PDGFR-8 improved reendothelialization process at 
each time point compared with BI group, whereas SCR oli-
gomer had no beneficial effect. n=4 to 20 animais per treat-
ment. Symbols as in Figure 2. 

AS-PDGFR43 or SCR ofigomers never induced >10% relax-
ation at 14 and 28 days after injury (Figure 9). Sodium 
nitroprusside (10' mol/L), which induces a direct VSMC 
relaxation, produced 100% relaxation in all treated groups 
(Figure 9). 

Discussion 
In the present study, we show that a local endovascular 
defivery of AS-PDGFR-p at the injured carotid artery site not 
only reduced the formation of intimal hyperplasia but also 
enhanced reendothelialization and almost completely restored 
the endothelium-dependent relaxing function. It is also very 
interesting to note that such treatment prevented, rather than 
simply delaying, the overexpression of PDGFR-P protein, 
which normally peaks 7 days after injury. Finally, we showed 
that the reduction of intimal hyperplasia mediated by AS-
PDGFR-P treatment was not due to a reduction of medial 
and/or intimai VSMC proliferative activity but rather was 
attributable to the inhibition of medial VSMC migration into 
the intima. 

After a BI, PDGFR-P protein expression increased in the 
media and the neointima. This was maximal at day 7 and 
returned to its baseline level at day 14. These results are in 
agreement with previous reports that have shown transient 
PDGFR-P protein overexpression in rat and human injured 
arteries.'0,14  Bilder et a121  reported that a selective PDGFR-0 
tyrosine kinase inhibitor given orally twice a day for 28 days 
decreased by 30% the I:M area ratio in injured porcine 
coronary arteries. Banai et a122  showed that a local intravas-
cular delivery of a PDGF-receptor tyrosine kinase blocker 
reduced by 40% the I:M area ratio of BI porcine femoral 
arteries. Finally, Hart et al23  showed that repeated intravenous 
administration of mouse/human chimeric anti-PDGFR-0 an-
tibodies combined with a sustained heparin delivery de-
creased the I:M area ratio by 40% in BI baboon saphenous 
arteries. In our study, the single-bolus endovascular appfica- 
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Figure 9. Restoration of vascular reactivity. Results are expressed as percentage of residual contraction to PE. Normal vessels (E+) 
relax completely to ACh, whereas freshly denuded carotids (BI day 0) did not show any endothelium-dependent relaxation. At day 14, 
BI untreated and SCR-treated vessels had 15% relaxation to ACh, whereas treatment with AS-PDGFR-6 doubled vasorelaxation to 
ACh. At day 28, BI, SCR, and AS groups relaxed by 24%, 36%, and 87%, respectively, under ACh 10-5  mol/L treatment. At day 28, 
ACh EC50  was 1.34x10-6  mol/L for BI vessels, 2.23X10-6  mol/L for SCR-treated, and 2.47x10-7  moVL for AS-PDGFR-8—treated ves-
sels. n=5 to 10 animais per treatment and n=57 for native arteries. Cal indicates calcium ionophore. Symbols as in Figure 2. 

tion of AS-PDGFR-19 was sufficient to prevent the overex-
pression of PDGFR-0 protein throughout the entire 28 days 
of our experiment, and this might explain why our treatment 
was more efficient (58%) in reducing the development of 
intimai hyperplasia than the above-mentioned studies. In our 
previous report» the sustained perivascular application of 
AS-PDGFR-I3 reduced the I:M area ratio by 60% to 80%. Our 
present results suggest that a sustained release of the AS-
PDGFR-p is not necessary to achieve its optimal biological 
effect and reinforce the concept that the blockade of initial 
events after acute vascular injury might be sufficient to have 
prolonged benefits.2324  

We calculated the number of medial and intimal VSMCs 
and their density per square millimeter (VSMCs/me, as 
well as the VSMC profiferative activity in the different 
groups studied. Although medial VSMC count was increased 
28 days after injury in all 3 groups, medial VSMC density at 
each time point in BI and AS-PDGFR-PL. or SCR oligomer-) 
treated groups never fluctuated by >20% compared with 
VSMC density observed in the media of native carotid 
arteries. AS-PDGFR-p treatment reduced the number of 
intimal VSMCs at days 7, 14, and 28 by up to 50% compared 
with the BI group without altering intimal VSMC density at 
days 14 and 28. In addition, a treatment with either the 
AS-PDGFR-p or the SCR oligomer did not significantly 
reduce PCNA overexpression at any time point in medial and 
intimai VSMCs as observed in the BI group (Figures 5 and 6). 
These results demonstrate that the treatment of an injured rat 
carotid artery with AS-PDGFR-0 did not alter the prolifera-
tive activity of the medial or intimal VSMCs. Thus, the 
reduction in intimai VSMC number and the I:M area ratio is 
attributed to the inhibition of medial VSMC migration into 
intima. 

We observed that the passage of an inflated balloon in rat 
carotid arteries led to an almost complete denudation of the 
endothelium. In the untreated BI arteries, a progressive 
reendothelialization was achieved, but <25% of the luminal 
area was covered by day 28. The application of AS-
PDGFR-P increased the extent of reendothelialization by 
2-fold at each time point, such that nearly 50% of the 
neointima was covered by neoendothelial cells at 28 days. 
This result, combined with a 58% reduction of the I:M ratio 
observed in the same carotid arteries treated with AS-
PDGFR-P, supports the hypothesis that the inhibition of 
VSMC migration from the injured media has the double 
beneficial effects of reducing intimal hyperplasia and improv-
ing the vascular healing process. 

Finally, our results demonstrate that the contractile (PE) 
and relaxant (sodium nitroprusside) properties of VSMCs 
were unaltered by the different treatments. Most importantly, 
at 14 days and more convincingly at 28 days after injury, 
AS-PDGFR-P treatment significantly improved endothelium-
dependent relaxation. The maximal relaxation produced by 
ACh more than doubled, and the estimated concentration of 
ACh needed to induce 50% of its maximal relaxation was 
reduced by 2- and 5-fold at 14 and 28 days, respectively, 
compared with injured untreated carotid arteries. Our results 
suggest that a 50% reendothelialization of injured rat carotid 
arteries might be sufficient to induce an almost complete 
endothelium-dependent vasorelaxation as observed in native 
arteries. 

In conclusion, we have shown that the local endovascular 
delivery of a single bolus of AS-PDGFR-P at the injury site 
is sufficient to block the initial and delayed PDGFR-P protein 
overexpression, reduce the formation of intimal hyperplasia, 
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and improve the degree of reendothelialization sufficiently to 
restore endothelium-dependent relaxant function to the in-
jured carotid arteries. These data demonstrate the clinical 
potential of AS-PDGFR-P to prevent accelerated arteriopa-
tilles and promote vascular healing of injured areas. 
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