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SOMMAIRE

L'angioplastie par ballonnet représente une alternative à la chirurgie cardiaque lors

d'occlusions vasculaires. Cette procédure peut entraîner toutefois des lésions vasculaires

profondes se traduisant par la fonnation d'un thrombus intramural et intraluminal avec

infiltration de leucocytes et présence d'un vasospasme proximal et distal à la région dilatée. De

plus, dans environ 30-40% des cas, une resténose est observée dans les 6 mois suivant

l'angioplastie. Les molécules d'adhésion de la famille des sélectines contribuent largement aux

interactions des leucocytes et des plaquettes au site d'un dommage vasculaire via des liaisons

entre le PSGL-1 des leucocytes et la P-sélectine exprimée par les plaquettes activées. Ces

interactions, qui ont été observées chez des patients souffrant d'angine, d'infarctus du myocarde

ou suite à l'angioplastie, peuvent contribuer à augmenter les réactions inflammatou-es ainsi que

la formation de thrombi lors de la réponse vasculaire suite au dommage.

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier l'importance des interactions

cellulaires médiées par les sélectines dans les événements aigus suite à l'angioplastie. Pour ce

faire, nous avons utilisé un bloqueur des sélectines, la fucoïdine, dans un modèle porcin

d'angioplastie en mesurant l'adhésion de plaquettes-Cr51 et de neutrophiles-In de même que la
vasoconstriction artérielle. L'adhésion de ces cellules fut aussi évaluée dans des études in vitro

en chambres de perfusion de suspensions de plaquettes-Cr et/ou de neutrophiles-In sur des
surfaces artérielles endommagées. L'utilisation de fucoïdine (5 mg/kg) a produit une réduction

importante de la déposition plaquettaire (73%) et de l'adhésion neutrophilique (84%) sur les

lésions sévères suite à l'angioplastie de même qu'une diminution de 51% de la réponse

vasoconstrictrice au site de lésions vasculaires. De plus, lors d'études de perfusion, l'emploi de

fucoïdine (20 et 100 |^g/mL) s'est traduit par une inhibition plus marquée de l'adhésion des

plaquettes et des neutrophiles aux surfaces endommagées lors de perfusion de suspensions

cellulaires mixtes, indiquant que la fucoïdine interfère avec les interactions plaquettes-

neutrophiles. Ces résultats confirment que les sélectines augmentent l'activation mutuelle des

plaquettes et des neutrophiles suite à leurs interactions, amplifiant leur recrutement au site d'un

dommage vasculaire par angioplastie.

Dans un deuxième temps, nous avons voulu vérifier l'impact des sélectines dans la resténose

post-angioplastie. Même si des modèles expérimentaux ont surtout utilisé l'endommagement par

cathéter ballon d'artères saines, la dilatation d'artères pathologiques est cliniquement plus

pertinente et pourrait se traduire par différentes interactions cellulaires. Nous avons donc tout

d'abord caractérisé un modèle de dommage répété par angioplastie chez le porc, particulièrement
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en ce qui concerne la relation entre l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles, l'étendue de la

formation du néointima et l'expression de P-sélectine. Dans ce modèle, une angioplastie est

pratiquée aux mêmes sites l mois après l'angioplastie initiale. Tout comme à la suite d'une seule

angioplastie, l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles à la paroi artérielle endommagée par

angioplastie répétée s'accroît avec la sévérité du dommage. Alors que l'adhésion des plaquettes

était similaire après une angioplastie unique ou répétée, l'adhésion des neutrophiles était

significativement augmentée suite à une angioplastie répétée. De plus, un mois après une

angioplastie, le néoendothélium exprimait de la P-sélectine; la production de néointima et

l'adhésion des neutrophiles était plus importante après un dommage sévère que suite à un

dommage léger. Ces résultats qui suggèrent la présence d'un processus inflammatoire persistant

l mois après angioplastie, soulignent que les neutrophiles pourraient participer à la progression

de la resténose post-angioplastie.

Pour évaluer l'impact des sélectines et des interactions plaquettes-neutrophiles dans la resténose,

nous avons utilisé dans ce modèle d'angioplastie répétée un bloqueur spécifique de la P-

sélectine, le rPSGL-Ig. Le rPSGL-Ig est une forme soluble recombinante chimérique du PSGL-1,

ligand de haute affinité de la P-sélectine. Dans des expériences in vitro, nous avons démontré

que l'activation des plaquettes par le passage sur une surface artérielle endommagée pendant 15

minutes en chambre de perfusion, se traduisait par l'expression de P-sélectine et par la formation

de conjugués hétérotypiques plaquettes-neutrophiles, tel qu'évalué en double fluorescence par

cytométrie en flux. L'ajout de rPSGL-Ig inhiba les interactions plaquettes-neutrophiles, le

rPSGL-Ig se liant avec la P-sélectine exprimée par les plaquettes activées. L'utilisation du

rPSGL-Ig (l mg/kg intraveineux avant la seconde angioplastie) dans notre modèle d'angioplastie

porcine répétée s'est traduite par une diminution significative de l'adhésion des plaquettes-Cr51
et des neuù-ophiles-In 4 heures et à l semaine après un dommage sévère. Quatre semaines
après l'angioplastie répétée, la lumière vasculaire résiduelle des segments sévèrement

endommagés était de 63% plus importante chez les animaux traités avec le rPSGL-Ig. Cette

dififérence était principalement reliée à un remodelage vasculaire plutôt qu'à une diminution de

la production du néointima suite à l'administration du rPSGL-Ig. Ces résultats indiquent que

l'antagonisme de la P-sélectine par l'utilisation de rPSGL-Ig inhibe l'adhésion des plaquettes et

des neutrophiles au site d'un dommage artériel et réduit la resténose en permettant un

remodelage vasculaire positif.

Globalement, ces expériences soulignent non seulement l'importance des sélectines, et plus

particulièrement de la P-sélectine, dans les événements aigus suivant l'endommagement d'un

néointima artériel, mais également dans la pathophysiologie de la resténose.
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CHAPITRE I : ATHÉROSCLÉROSE, ANGIOPLASTIE ET RESTÈNOSE

Avant de traiter de l'angioplastie, modalité thérapeutique utilisée pour rétablir le flot

sanguin lors d'oclusion vasculaire, et de la resténose, complication chronique majeure de
l'angioplastie, voyons tout d'abord l'athérosclérose qui est la principale cause d'occlusion
vasculaire coronaire.

1.1 L'athérosclérose

L'athérosclérose est une des pathologies les plus fréquentes du système
cardiovasculaire étant responsable d'environ 50 % des mortalités dans la plupart des
sociétés industrialisées. L'athérosclérose afiFecte principalement les artères élastiques,

telles l'aorte et les carotides, de même que les artères musculaires de moyenne et de
grande dimension, par exemple artères coronaires et poplitées. Les principales
complications de l'athérosclérose coronaire, suite à une diminution de la vascularisation,
sont l'angine de poitrine et l'infarctus du myocarde. L'angioplastie coronaire permet de
rétablir une vascularisation plus appropriée du muscle cardiaque. Voyons tout d'abord la

lésion athérosclérotique et ses principales conséquences.

1.1.1 Lésion et pathophysiologie

La lésion athérosclérotique est progressive et évolutive. Elle débute par des foyers
lipidiques qui coalescent éventuellement en une strie lipidique affectant principalement
certains sites plus suscq)tibles dans le système artériel, sites où on retrouve une distorsion
du flot et où les forces de cisaillement sont fluctuantes (embranchements artériels, courbes
prononcées, ostia, par exemple, de l'aorte abdominale, des artères coronau-es et
carotidiennes), suggérant un rôle pour des facteurs hémodynamiques dans le

développement de cette lésion, l La strie lipidique est principalement composée de
macrophages, ayant migres dans l'intima à travers un endothélium normal
morphologiquement mais dysfonctionnel, avec un nombre variable de lymphocytes. Ces
macrophages, gorgés de lipides, cholestérol et LDL-oxydé, apparaissent spumeux (foam
cells). Un pool extracellulaire de lipides, peu important à ce stade, est également présent.
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La strie lipidique est observée dans la majorité des humains en bas âge et ne progresse pas

nécessairement vers une lésion plus complexe. 2 Elle est située dans l'intima de l'artère et
n'interfère pas avec la structure nonnale de l'artère.

Toutefois, la strie lipidique peut évoluer et se transformer en plaque athérosclérotique.

^ La plaque athérosclérotique est une lésion souvent excentrique et faisant protusion dans
la lumière vasculaire. Elle est composée d'une couche de tissu fibreux dense avec

quelques leucocytes et des cellules musculaires lisses, formant une capsule fibreuse

recouvrant une zone plus cellulaire, principalement près des limites latérales de la plaque.

Cette zone cellulaire est composée de macrophages, de cellules musculaires lisses et de

lymphocytes dans un tissu conjonctif plus ou moins dense. Un centre nécro-lipidique

composé de lipides extracellulaires (cholestérol), de cellules spumeuses, de débris

cellulaires et de thrombi plus ou moins organisés avec présence possible de zones

calcifiées sont également des constituants de la plaque athérosclérotique. On peut aussi

noter une néovascularisation plus ou moins importante en périphérie de la lésion et

envahissant parfois la plaque. Cette néovascularisation peut contribuer au recrutement de

cellules inflammatoires et à la formation de thrombus et d'hémorragies intraplaques.

La lésion athérosclérotique a fait l'objet d'une classification moqîhologique en 6

phases tenant compte de revolution clinique. 3 Brièvement, les phases l à ni
correspondent à des stades dans revolution de la strie lipidique, différant selon leur

proportion de lipides, de macrophages et de cellules musculaires lisses et selon la présence

de lipides intracellulaires ou extracellulaires. Les stades W à VI reflètent la composition

plus complexe et la progression parfois plus rapide de la plaque athérosclérotique jusqu'à

la rupture d'une plaque avec formation d'un thrombus mural et d'occlusion vasculaire

(stade VF). La moqîhologie et la complexité de la plaque déterminent sa susceptibilité à la
rupture, une plaque excentrique et relativement riche en lipides extracellulaires avec une

mince capsule fibreuse étant particulièrement vulnérable. ^'^ La présence de cellules
inflammatoires, plus particulièrement de macrophages, en nombre accru est également

associée à une plus grande vulnérabilité de la plaque. 3'5 Les macrophages peuvent
contribuer à la résorption de la capsule fibreuse et à son amincissement par leur génération

et activation de métalloprotéases, capables de digérer divers constituants de la matrice

extracellulaire, ^ facilitant ainsi la rupture de la plaque face aux forces hémodynamiques.
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Toutefois, une diminution de la formation de la capsule fibreuse via la synthèse de matrice

extracellulaire par les cellules musculaires lisses présentes dans la plaque est
probablement également nécessaire pour favoriser une mpture de la plaque et causer un

épisode aigu d'angine instable ou d'infarctus du myocarde. ^ D'ailleurs, une prevalence
élevée de cellules inflammatoires a été récemment rapportée dans la capsule fibreuse et les

régions déclives de plaques athérosclérotiques stables. ^
Plusieurs hypothèses ont été avancées pour tenter d'expliquer le développement de la

lésion athérosclérotique. 2,9-12 L'hypothèse la plus reconnue à ce jour est celle émise par

Ross. 2,13,14 cette hypothèse, dite "response-to-injury", suggère qu'une altération
fonctionnelle de l'endothélium (un dommage morphologique apparent n'est pas

nécessaire) augmente le potentiel adhésif de l'endothélium, notamment en augmentant

l'expression de certaines molécules d'adhésion 15-18 résultant en une adhésion de
monocytes et de lymphocytes migrant par la suite dans l'intima en réponse à des facteurs
chémoattractants produits par les cellules endothéliales, macrophages et cellules

musculaires lisses. 2,13,14 L^ vasodilatation endothélium-dépendante des artères
coronaires observée à la suite de stimulation par un flot laminaire et les forces de

cisaillement, l'acétylcholine ou la sérotonine est secondaire à la production de monoxyde

d'azote (NO) par l'endothélium. ^ Lg NO est également capable d'inhiber 1'adhesion
plaquettaire et le recmtement des monocytes. D'un point de vue fonctionnel, une

réduction importante de la vasorelaxation endothélium-dépendante est observée dans les

artères athérosclérotiques, probablement consécutive à une réduction de la

production/activité de N0. 19-23 u^ç modification de la perméabilité de l'endothélium
eVou de ses propriétés antithrombotiques peut pennettre aux lipoprotéines un meilleur

accès à la paroi artérielle. L'oxydation des lipoprotéines dans la paroi artérielle se traduit

par une génération accrue de radicaux libres dérivés de l'oxygène (RLO) qui diminue la

disponibilité de N0. 20 D'ailleurs, un flot non laminaire et de faibles forces de

cisaillement contribuent également à diminuer la production de NO par l'endothélium. l
Cette dysfunction endothéliale favorisera l'adhésion de plaquettes et de monocytes au site

de la lésion suite à l'expression accrue de certaines molécules d'adhésion, notamment

VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-]) impliquées dans l'adhésion des

monocytes à l'endothélium. 16,24 Les interactions entre les monocytes, lymphocytes,
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plaquettes et les cellules endothéliales se traduisent par la présence de médiateurs

inflammatoires, par exemple, l'interleukine-1 (IL-1) et le facteur de nécrose tumorale

(TNF), et de facteurs de croissance, comme le facteur de croissance dérivé des plaquettes

(PDGF) et le facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF). La migration et la

proliferation des cellules musculaires lisses sont subséquentes à l'exposition des cellules

musculaires lisses de la média (et de cellules musculaires lisses déjà présentes dans

l'intima) à ces facteurs de croissances. Les cellules musculaires lisses prolifèrent dans

l'intima et produisent une matrice extracellulaire riche en protéoglycans et collagène

contribuant également à la formation de la capsule fibreuse recouvrant la plaque. 2
L'athérosclérose peut donc être considérée comme une réponse inflammatoire chronique

fibroproliférative de la paroi artérielle face à divers agresseurs (toxiques, métaboliques,

infectieux, 25,26 ox-LDL) où une dysfunction endothéliale joue un rôle important dans

son développement, l4

1.1.2 Facteurs de risques

La prevalence et la sévérité de la maladie athérosclérotique est tributaire d'un

ensemble de facteurs de risque favorisant ou précipitant l'apparition de maladie

ischémique du myocarde. La présence et la persistance de plus d'un de ces facteurs de

risques sont associées à une progression plus rapide et à une plus grande sévérité de la

lésion athérosclérotique. ^ Panni ceux-ci, mentionnons d'abord des facteurs dits

constitutifs, soit l'âge, le sexe et une prédisposition génétique.

J

1.1.2.1 Facteurs de risques constitutifs

L'âge est un facteur de risque important, non seulement parce que l'athérosclérose

est une pathologie progressive évoluant dans le temps dont la lésion initiale se retrouve

dès l'enfance, mais également parce que la vasodilatation d'origine endothéliale, médiée

par la production de N0, diminue avec l'âge, suggérant une forme de dysfonction

endothéliale. 28

L'ischémie du myocarde, secondaire à une lésion athérosclérotique, est également

rencontrée plus fi'équemment chez les hommes que chez les femmes. Toutefois, la



5

^
fi-équence de cet événement devient progressivement similaire après la ménopause,
suggérant un efTet protecteur de l'estrogène qui favoriserait la vasorelaxation

endothélium-dépendante. ^
Plusieurs types d'anomalies génétiques provoquant une hyperlipoprotéinémie sont

décrits, favorisant, par exemple, un taux élevé de LDL circulants, contribuant ainsi au

développement, parfois accéléré, de la lésion athérosclérotique. 29 Une concentration
sanguine élevée de lipoprotéine (a) -Ip(a)-, une forme de LDL contenant la glycoprotéine
(a), est également asssociée à une augmentation du risque de maladies associées à
l'athérosclérose. Lp(a), dont la glycoprotéine (a) présente une certaine homologie avec le
plasminogène, est capable d'interférer avec la formation de plasmine et a donc un effet
prothrombotique en plus de stimuler, in vitro, la prolifération des cellules musculaires

lisses. ^

J

1.1.2.2 Facteurs de risques acquis

Parmi les plus importants facteurs de risques acquis, on note l'hyperlipidémie, le
diabète, l'hypertension artérielle, l'homocystéinémie, le tabagisme et l'obésité.

Un taux plasmatique élevé de cholestérol est également possible suite à une diète riche
en cholestérol et en acides gras saturés. L'hyperlipidémie, plus particulièrement
l'hypercholestérolémie, est reconnue comme un facteur de risque très important.
L'augmentation des LDLs plasmatiques est associée à une augmentation du risque de
maladies reliées à l'athérosclérose alors qu'un taux sanguin élevé de lipoprotéine de haute
densité (HDL), impliquée dans le transport du cholestérol des tissus vers le foie, est

asssocié à une diminution du risque d'infarctus du myocarde. ^ ^
Le diabète mellitus est associé avec une forme accélérée de maladies reliées à

l'athérosclérose. La formation de produits de glycosylation terminale de protéines (AGEs)
pourrait contribuer à l'accélération des lésions athérosclérotiques observées chez les

patients diabétiques. 32 Ces AGEs sont produits suite à une glycosylation
nonenzymatique prolongée de protéines, le glucose formant des liens chimiques avec des
groupement amines de protéines qui seront réarrangés, modifiant de façon irréversible ces
protéines. Ces AGEs ont de nombreuses propriétés néfastes : l) accumulation dans les
parois vasculaires avec rétention de lipoprotéines et d'albumine, 2) augmentation de la
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production d'éléments de la matrice extracellulaire par les cellules musculaires lisses et 3)

phagocytose par le récepteur "scavenger" des macrophages.
L'hypertension artérielle est un facteur de risque important accélérant le

développement de la lésion athérosclérotique. ^ Une concentration sanguine élevée
d'angiotensine II est souvent obser/ée chez les patients atteint d'hypertension artérielle.
L'angiotensine H est capable de contribuer au développement de la lésion
athérosclérotique en stimulant, entre autres, la production de facteurs de croissance par les

cellules musculaires lisses 33 de même que leur production de lipooxygénase, participant
ainsi à l'oxidation des LDLs. ^1

Un taux sérique élevé d'homocystéine est associé à une plus grande incidence de

maladies vasculaires. 34 Cet acide aminé, produit durant le métabolisme de la méthionine,
pourrait causer une dysfonction endothéliale, en stimulant la formation de RLO par
l'endothélium et en diminuant son expression de thrombomoduline, favorisant ainsi une

activité endothéliale prothrombotique. 35,36 De plus, des études m vitro suggèrent que
l'homocystéine induit la synthèse de collagène par les cellules musculaires lisses. ^

L'usage de la cigarette est relié directement à une fi'équence plus élevée d'infarctus du
myocarde. L'obésité, principalement à cause de la présence d'hypertension, de diabète et
d'hyperlipidémie, le manque d'exercice et le stress sont également des facteurs de risques
associés à l'athérosclérose.

En somme, plusieurs facteurs de risque sont associés directement ou indirectement au
développement de la lésion athérosclérotique et à ses principales conséquences (infarctus
du myocarde ou cérébral). Certains facteurs de risque contribuent à la manifestation de
signes cliniques, en partie en augmentant le nombre de plaques athérosclérotiques pouvant
potentiellement progresser vers une lésion symptomatique, ce qui est notamment le cas de
la cigarette, de l'hyperlipidémie, de l'hypertension et du diabète.

J

1.1.3 Angine et infarctus du myocarde

La plaque athérosclérotique cause une obstruction variable du flot sanguin qui n'est
pas toujours détectable cliniquement. Elle peut toutefois, suite à des fissures intimâtes et
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au développement d'un thrombus mural plus ou moins important, évoluer vers des

situations cliniques comme de l'angine ou un infarctus du myocarde. ^
L'angine de poitrine (angina pectoris) est une des manifestations cliniques de la

maladie athérosclérotique coronarienne. Elle est caractérisée par l'apparition souvent

récurrente de douleurs rétrostemales ou précordiales. Ces épisodes sont associés à des

périodes transitoires d'ischémie myocardique causées par une augmentation de la

demande d'oxygénation myocardique et/ou par une diminution de la perfusion
myocardique reliée à la présence de la lésion athérosclérotique. L'angine dite stable sera

observée lors d'une demande accme d'oxygénation myocardique, par exemple suite à un

stress ou à un effort physique important, en présence d'une réduction partielle de la

perfusion coronaire par une lésion athérosclérotique. L'angine instable réfère à des

épisodes de douleur dont la durée et la fi-équence peuvent s'accroître, faisant suite à des

efforts de moins en moins importants, voire même au repos. Dans la plupart des cas,

l'angine instable est induite par une rupture et/ou une érosion d'une plaque

athérosclérotique avec formation d'un thrombus mural de taille variable et possiblement

d'un vasospasme. 3,39,40 Selon certains facteurs comme la taille de la rupture, le degré de
sténose de la lésion initiale, l'intensité des stimuli thrombogéniques et de l'activation

plaquettaire, la rupture peut être sans conséquence ou conduire à un thrombus

partiellement ou totalement occlusif. 4l
Si le thrombus devient occlusif, une réduction du flot artériel à un niveau auquel

l'apport en oxygène est insuffisant face à la demande métabolique du myocarde peut se

développer : c'est l'infarctus du myocarde. Si l'ischémie persiste (au delà de 20-40

minutes chez l'homme), les dommages cellulaires deviennent irréversibles et il y a

nécrose de coagulation des myocardiocytes. 42 La nécrose du myocarde progresse, dans la
zone vascularisée par l'artère affectée (zone à risque), de la région subendocardique, qui

est la zone la moins bien perfiisée, vers la région subépicardique. Cette progression

dépend de facteurs tels: la localisation, la sévérité et la durée de l'obstruction artérielle, la

presence d'une vascularisation collatéralle (permettant de suppléer, du moins

partiellement, au besoin en oxygène du myocarde) et la présence de vasospasme. ^ La
reperftision du myocarde, suite à la dissolution du thrombus obstruant la lumière artérielle,

permet l'arrêt de la progression de la nécrose dans le myocarde. Toutefois, la reperfusion
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s'accompagne également de dommages tissulaires accrus et d'un influx important de

cellules inflammatoires, principalement des neutrophiles.

La lésion de reperfusion peut être divisée en quatre composants, soit l) les dommages

léthaux directs aux cardiomyocytes 2) le dommage vasculaire, caractérisé par une

diminution du flot sanguin secondaire à un dommage vasculaire, à la thrombose ou à

l'oblitération de la lumière vasculaire par des neutrophiles et/ou plaquettes lors de la

reperfusion accompagnée d'une diminution de la vasodilatation endothélium-dépendante

("no-reflow"), 3) un délai dans le retour d'une contractilité normale de certains

cardiomyocytes ("myocardial stunning") après rétablissement du flot sanguin et

finalement 4) certaines arrythmies (fibrillation ventriculaire, tachycardie ventriculaire)

sont parfois observées lors de la reperfusion. 43
Les neutrophiles représentent une source très importante de radicaux libres dérivés de

l'oxygène (RLO). La production de RLO, combinée à la diminution de la glutathione

peroxydase (antioxydant intracellulaire) lors de l'ischémie, serait centrale dans la

formation des lésions de reperfusion entraînant, entre autres, la peroxydation des

phospholipides membraires et la neutralisation du N0 endothélial (effet

provasoconstricteur). Les neutrophiles activés produisent également de la

myéloperoxydase (contenu dans les granules azurophiles) qui catalyse à partir du

peroxyde d'hydrogène et d'ions chlores la formation d'acide hypochlorique (HOC1)

capable d'oxider les protéines et les lipides. 44 £n plus de la génération de RLO, les
neutrophiles peuvent contribuer à la lésion de reperfusion par leur libération de protéases

contenues dans leurs granules, par exemple, l'élastase, protéase à serine, et de

métalloprotéases, par exemple la collagénase et la gélatinase. ^ Les neutrophiles activés
libèrent également des médiateurs inflammatoires ayant un impact sur le développement

de la lésion. La production de leucofriènes (LTs), principalement LTB4 par les

neutrophiles activés via l'action de la 5-lipooxygénase sur l'acide arachidonique et la

production du facteur de l'activation plaquettaire (PAF) via l'action de la phospholipase

As et d'une acétyltransférase sont particulièrement importantes. ^ La génération de LTB4
et PAF, puissants agents chémotactiques et activateurs des neutrophiles, peut permettre

une amplification des lésions et une augmentation de la perméabilité vasculaire. ^ Le
PAF, de même que des leucotriènes produites par les neutrophiles (LTC4, LTD4, LTE4)
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sont également capables de produire une vasoconstriction. L'importance des neutrophiles
dans la lésion de reperiusion a été démontrée dans des études in vivo où l'inhibition de

l'adhésion des leucocytes par l'action d'anticorps monoclonaux dirigés contre des

molécules d'adhésions et l'utilisation d'animaux neutropéniques a permis de réduire la

taille de l'infarctus. ^/-3J Tel que suggéré par les résultats de Rousseau et coll. dans un

modèle d'ischémie-reperfiision chez le chien, les plaquettes participent aussi à la lésion de

reperîusion. 54 gn effet, les plaquettes, par leur génération de dérivés de l'acide
arachidonique (thromboxane A2 (TxA2), leucotriènes, acide 12-hydroperoxy-
eïcosatétraènoïque (12-HPETE)) et de substances contenues dans leurs granules (PDGF,

facteur plaquettaire 4) agissent comme éléments chémotactiques et/ou activateurs des

neutrophiles. Les plaquettes peuvent aussi participer directement à la lésion de reperfusion

via le TxA2, puissant vasoconstricteur, et par leur relâchement de protéases neutres,

capables d'activer la cascade du complément résultant en la production de C3a et de C5a

pouvant diminuer la contractilité du myocarde. 47 La production m vitro de cytokines
comme l'IL-1, D^-8 et MCP-1 par des leucocytes est également rapportée suite à leur

adhésion avec des plaquettes fixées et activées (thrombine) et a été associée à la formation

de conjugués plaquettes-leucocytes chez des patients après rqîerfusion. 55 Ces cytokines
peuvent contribuer à aggraver la lésion en activant les leucocytes, en participant à leur

recrutement et en affectant également l'endothélium vasculaire, notamment en stimulant

son expression de molécules d'adhésions et d'autres cytokines (IL-6). 56-58 Lgs
conjugués plaquettes-neutrophiles peuvent également participer au phénomène de "no
reflow" en obstruant la lumière vasculaire de la microcirculation. La formation de

conjugués circulants plaquettes-neutrophiles associée à une activation plaquettaire et
neutrophilique est observée également chez des patients souflfrant d'angine instable ou

après une angioplastie coronaire, suggérant l'importance des interactions plaquettes-

neutrophiles dans ces pathologies. 55,59-61

J
l



10

n

J

1.2 L'angioplastie

1.2.1 Généralités

L'angioplastie par ballonnet est une des techniques de revascularisation les plus

utilisées mondialement dans les cas d'obstructions vasculaires. Il se pratique environ l

million d'angioplasties par année de par le monde. ^ On considérera une angioplastie

comme réussie si elle se traduit par une réduction de la sténose vasculaire (<50%), sans

occurrence post-intervention d'infarctus du myocarde, de mortalité ou de besoin urgent de

réintervention. 6^ Chez les patients démontrant de l'angine stable mais avec une sténose
marquée d'une artère coronaire, une réduction de l'incidence des épisodes d'angine dans

les six mois suivants fiit observée chez les patients ayant subi une angioplastie par

opposition à un traitement médical. ^ Une réduction de l'incidence de mortalité,
d'infarctus et d'accident cérébro-vasculaire fut également notée 30 jours suivant

l'utilisation de l'angioplastie comme traitement primaire de cas aigus d'infarctus du

myocarde, comparée à l'utilisation d'un traitement médical (agent thrombolytique). ^ Ce
bénéfice relatif de l'angioplastie comparée à I"'approche médicale est maintenu 2 ans après

1'intervention intiale. ^ Plusieurs études cliniques ont comparé l'angioplastie et le

pontage coronarien comme mode de revascularisation chez des patients démontrant de

l'angine stable ou instable et avec une lésion sténotique afifectant un ou plusieurs

vaisseaux coronariens. En général, il n'y a pas de différence notable dans l'incidence de

mortalité ou la fi-équence d'infarctus du myocarde dans une période variant d'un an à 5

ans suivant l'intervention. Même si l'angioplastie requiert des procédures de

revascularisation plus fi-équentes, son coût plus faible que la procédure chirurgicale et une

rehabilitation plus rapide pour le patient en font une alternative intérressante à la

chirurgie. 64'67 L'utilisation de prothèses endovasculaires (stents) pourrait diminuer le

besoin de revascularisation post-angioplastie en diminuant la fi-équence de resténose, ^
complication chronique majeure de l'angioplastie, sans augmenter, du moins à court

terme, tel que suggéré dans l'étude PAMI, l'incidence d'infarctus du myocarde,

d'accident cérébro-vasculaire ou de mortalité. ^

Dotter et Judkins, en 1964, ont présenté la technique de l'angioplastie transluminale

utilisant, sur un système coaxial, des cathéters de plus en plus gros de façon à améliorer le
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flot artàiel dans des artères périphériques artériosclérotiques. ^ En 1974, Gmentzig
modifie le système de cathéter de Dotter et développe un cathéter avec une double lumière
et à son extrémité un ballonnet distensible. C'est d'ailleurs en 1977, en utilisant une

version miniaturisée de son cathéter ballon périphérique que Gruentzig pratique la

première angioplastie coronaire transluminale percutanée chez un patient. ^° Par la suite,
une amélioration constante de l'équipement utilisé et le développement de nouveaux

instruments, dont un filament guide mobile par Simpson en 1981, ^^ se traduisit par une
augmentation notable du pourcentage de succès immédiat de cette procédure, d'environ

70 % à la fin des années 1970 à plus de 90% aujourd'hui. ^ De la même façon, les
indications de l'angioplastie coronarienne ont évoluées avec le perfectionnement de la
technique. Naguère limitée au patient présentant de l'angine stable avec une lésion
sténotique proximale, simple, concentrique et noncalcifiée, l'angioplastie est maintenant
pratiquée chez des patients démontrant de l'angine instable ou en phase aiguë d'un
infarctus du myocarde et présentant une lésion multitronculaire, concentrique ou

excentrique, proximale ou distale. ^ La mise au point de nouveaux instmments, comme
les prothèses endovasculaires, et l'utilisation de nouveaux médicaments, comme les
antiagrégants plaquettaires, ne sont pas étrangers à cette multiplication et diversification
de l'utilisation de l'angioplastie percutanée transluminale coronaire.

1.2.2 Angioplastie carotidienne

J

L'angioplastie est également utilisée pour rétablir un flot sanguin déficient dans des

artères périphériques, par exemple, les artères rénales, fémorales et carotidiennes. Une
sténose des artères carotidiennes suite à une lésion athérosclérotique est la cause d'environ

25% des cas d'accidents cérébro-vasculaires qui affectent environ 500,000 personnes par
année aux Etats-Unis. L'endartérectomie, qui consiste à enlever chirurgicalement la
portion affectée de l'intima de l'artère, est la technique de choix utilisée comme traitement
de cette condition. Plus particulièrement dans les cas d'occlusion sévère (>70%) des
artères carotidiennes, une réduction des épisodes d'accidents cérébro-vasculaires est

observée chez les patients symptômatiques (signes cliniques neurologiques) soumis à une

endartérectomie lorsque comparée à l'approche médicale. ^^ L'endartérectomie serait
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également souhaitable dans le cas de patients asymptomatiques mais démontrant une

occlusion de plus de 60%. ^5 Toutefois, l'endartérectomie présente certains désavantages,
par exemple d'etre limitée aux lésions affectant la portion cervicale de la carotide, de

présenter une incidence plus élevée de complications et de mortalités chez les patients

souffrant également de maladie coronaire et l'apparition parfois d'une paralysie

subséquente du nerf facial. 76 Kerber et coll. 77 utilisèrent pour la première fois en 1980
l'angioplastie percutanée transluminale pour le traitement de la sténose de la région
proximale d'une artère carotide commune pendant qu'une endartérectomie était pratiquée
pour une sténose plus distale. Toutefois, le risque anticipé d'embolisations et d'accidents
cérébro-vasculaires retarderont une utilisation plus répandue de cette approche. Au cours

des années subséquentes, l'angioplastie est surtout utilisée essentiellement dans les cas ne

permettant pas une approche chirurgicale. 78 Toutefois, chez des patients souffrant soit de
resténose carotidienne suite à une endartérectomie ou présentant un risque chimrgical

important, l'angioplastie combinée à l'utilisation de prothèses endovasculaires serait une

approche curative efficace et présentant relativement peu de complications neurologiques

et cardiaques. 76,79,80 une étude récente suggère que, chez des patients symptômatiques
démontrant une sténose carotidienne, l'angioplastie ou l'approche chirurgicale sont

équivalentes en ternie d'efficacité et présentent une incidence comparable d'accidents

cérébro-vasculaires ou de mortalité dans les 30 jours suivant la procédure. 81 n sera
intéressant de voir si cette équivalence en terme d'efificacité et de complications se

maintient à plus long terme.

J

1.2.3 Dommages morphologiques

L'angioplastie produit deux types de dommages à la paroi artérielle, soit une
destmction focale de l'endothélium artériel suite au passage du guide et du ballon alors
que la dilatation du ballon cause une compression de la lésion athérosclérotique et de la

paroi artérielle. Cela se traduit souvent par une dissection plus ou moins prononcée de la

paroi artérielle, ^2 souvent à la jonction latérale entre une plaque athéro sclérotique
excentrique et la paroi artérielle dépourvue de plaque, avec formation d'un thrombus
mural de taille variable. Une distribution inégale des forces de tension exercées par la
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dilatation, la plaque athérosclérotique étant peu compressible, est probablement à l'origine

de cette localisation des dissections observées après l'angioplastie. ^3
L'importance du thrombus est en relation avec la taille et la profondeur de la

dissection de même qu'avec le matériel nouvellement exposé au flot sanguin. Alors

qu'une lésion superficielle n'exposant que la matrice subendothéliale sans envahir la

média ne se traduit généralement que par la formation d'une monocouche de plaquettes,

une lésion se prolongeant dans la média présente un thrombus mural de taille variable. 84~

^ L'exposition de la média, et plus particulièrement du collagène fibrillaire de type I, du

centre lipidique de la plaque athérosclérotique et la génération de facteur tissulaire (TF)

contribuent à une plus grande thrombogénicité des lésions plus profondes. 87,88 Lgg

plaquettes activées relâchent plusieurs substances telles TxÂ2, fibrinogène, PDGF,

sérotonine, ADP, contribuant à la formation du thrombus et à la vasoconstriction

observées post-angioplastie. 86,89 L'activation plaquettaire post-angioplastie, telle
qu'évaluée par l'expression de P-sélectine et de GpIIb/IUa activée, ne se limite pas au site

de l'angioplastie, des plaquettes activées circulantes et des microparticules plaquettaires

circulantes étant également notées. 90 Çgg microparticules, formées par exocytose,
démontrent une activité procoagulante, notamment par l'expression à leur surface de

phospholipides membranaires chargés négativement et par leur activité Va et Xa. 91 Elles
peuvent donc déclencher la cascade de la coagulation à distance dans la cu-culation

coronaire et favoriser la formation d'une occlusion vasculaire. Cette possibilité est

confirmée par l'observation que ces microparticules plaquettaires sont capables d'adhérer

à la matrice subendothéliale via une interaction entre des composants de la matrice

extracellulaire et la GpIIb/IIIa. 92 Une adhésion accme de neutrophiles, activés après

l'angioplastie, 59,93-96 ç^ également observée au site d'une lésion profonde suite à

l'angioplastie. 97 Alors que l'adhésion plaquettaire suite à une lésion profonde par
angioplastie est indépendante des neutrophiles, l'adhésion des neutrophiles est largement

dépendante de la présence de plaquettes. 98-101 Lçg neutrophiles peuvent relâcher

plusieurs médiateurs tel des RLO, des dérivés de l'acide arachidonique et des enzymes

protéolytiques ayant un impact sur la réactivité artérielle en plus de moduler l'activation

plaquettaire. 102-104 Cçg interactions plaquettes-neutrophiles et la paroi artérielle sont
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facilitées par des molécules d'adhésion, principalement de la famille des sélectines,

intégrines et immunoglobulines (voir Chapître 2). Par la suite, la formation d'un tissu

néointimal, principalement par des cellules musculaires lisses ayant migrées dans l'intima

et une réendothélialisation de la région affectée à partir de cellules endothéliales des

berges saines permettront une réparation de la lésion causée par l'angioplastie. ^
Certaines caractéristiques morphologiques des lésions sténotiques coronariennes

soumises à l'angioplastie s'accompagnent d'une incidence plus élevée de complications

ou d'angioplasties non-réussies: longueur de la lésion (>20 mm), angulation prononcée de

la lésion qui sera associée à une dissection plus prononcée post-angioplastie, présence

d'un thrombus, presence de calcificatioa, sténose quasi-totale (>95%) ou occlusion

chronique (suite à l'organisation d'un ou plusieurs thrombus nonocclusif(s) à la surface de

la plaque athérosclérotique) restreignant singulièrement le passage du cathéter ballon.

72,105 parmi les facteurs ci-haut mentionnés, la présence d'un thrombus est probablement

le facteur prédictif le plus important d'une complication de l'angioplastie, 106 piyg
particulièrement d'une occlusion aiguë ou d'un infarctus du myocarde. ^^

J

1.2.4 Complications aiguës de l'angioplastie coronaire

La principale complication aiguë de l'angioplastie coronaire est l'occlusion coronaire

pouvant conduire à l'infarctus du myocarde ou à un décès. La fi-équence de l'occlusion

aiguë, d'infarctus du myocarde ou de décès varie entre 5 à 9% des cas d'angioplastie. ^°^~

^0 L'occlusion aiguë d'une artère coronaire desservant une région importante du muscle
myocardique est la principale cause de mortalité suite à l'angioplastie. ^ Plusieurs
mécanismes peuvent conduire à l'occlusion d'une artère post-angioplastie. Dans environ

55% des cas, une thrombose et/ou une dissection avec formation d'un flap intimai seraient

identifiées. 110 L'utilisation d'agents antiagrégants plaquettaires (diminuant la taille du
thrombus) et/ou de prothèses endovasculaires (limitant les dissections) en conjonction

avec l'angioplastie a permis de réduire l'incidence de complications aiguës post-

angioplastie. 68,111-113 une hémorrhagie dans la plaque athérosclérotique ainsi qu'une
vasoconstriction artérielle sont des exemples de mécanismes pouvant également

contribuer à l'occlusion aiguë de l'artère. ^6
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Suite à la formation du thrombus, une augmentation du tonus vasomoteur de la région
distale au thrombus est observée. En efifet, la vasodilatation endothéUum-dépendante, en
réponse à des médiateurs comme l'acétylcholine, la sérotonine et la thrombine est

diminuée, voire renversée, 114,115 suggérant une dysfonction de l'endothélium distal.
Une diminution de la production de N0 endothélial ou son catabolisme plus accéléré

serait une manifestation importante de cette dysfonction. 20,116 D'ailleurs,
l'administration de donneurs de N0 dans un modèle expérimental d'angioplastie a permis
de diminuer la vasoconstriction distale, en plus de réduire l'adhésion des neutrophiles à la

paroi artérielle endommagée. 117,118 Cette dysfunction endothéliale est associée à la
presence de leucocytes adhérant à la surface d'un endothélium discontinu exprimant une

molécule d'adhésion, la P-sélectine (voir chapître 2). ^^ L'expression par les leucocytes
activés d'une (32-intégrine (Mac-1) interagissant avec ICAM-1 exprimée par les cellules

endothéliales serait également impliquée dans l'adhésion neutrophilique à l'endothélium

distal permettant l'apparition d'une vasoconstriction dépendante des neutrophiles. ^9
Cela suggère qu'après une angioplastie, le thrombus, ou des substances provenant du
thrombus peuvent causer des dommages moqîhologiques et fonctionnels à l'endothélium
distal favorisant l'adhésion des leucocytes. D'ailleurs, une relation entre l'adhésion des
plaquettes au site endommagé par angioplastie et le degré de vasoconstriction fiit

démontrée. ^20 Toutefois, même si une augmentation de l'adhésion des plaquettes se
traduit par une augmentation de la vasoconstriction, une inhibition de l'adhésion

plaquettaire ne se traduit pas par une abolition totale de la vasoconstriction. 98,120
Comme mentionné précédemment, une lésion profonde par angioplastie se traduit par une
adhésion accrue de plaquettes et de neutrophiles et l'apparition d'une vasoconstriction
distale plus prononcée. Tel que suggéré par Merhi et coll., bien que l'adhésion
plaquettau'e post-angioplastie n'est pas influencée significativement par la présence d'une
neutropénie, on note toutefois une diminution marquée de la vasoconstriction distale,
suggérant une contribution importante des neutrophiles dans la modulation de la réponse

vasomotrice. 10° L'inhibition importante de la vasoconstriction et de l'adhésion
neutrophilique et plaquettaire observées post-angioplastie suite à l'utilisation lors d'un
modèle expérimental aigu d'angioplastie carotidienne, d'un inhibiteur de la 5-
lipooxygénase (enzyme présent dans les neutrophiles mais non dans les plaquettes)

l
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souligne l'importance des neutrophiles et des interaction plaquettes-neutrophiles dans la

réponse artérielle aiguë post-angioplastie. ^21

1.3 La Resténose

1.3.1 Généralités

La resténose demeure une complication importante de l'angioplastie et des procédures

similaires affectant de 10 à 50 % des patients. Le taux de resténose après angioplastie est

proche de 40% alors qu'il est plutôt d'environ 20% après la mise en place d'une prothèse

endovasculaire. 122 Lgs coûts additionnels de traitement engendrés par la resténose sont

estimés à environ 1.5 milliard de dollars, aux Etats-Unis seulement. ^^ Le risque de

développer une lésion resténotique se manifeste surtout dans les 6 premiers mois suivant

une procédure réussie d'angioplastie. 124,125 En fait, la lésion resténotique se développe

surtout entre le premier et le troisième mois après l'angioplastie. ^26 L^ progression de la
lésion resténotique passé ce stade est plutôt rare, en fait, dans plus de 90% des cas,

l'absence de resténose observée 6 mois après l'angioplastie corojiaire était maintenue

entre 2 et 4 ans plus tard. 127 g^ f^ ^çg études cliniques récentes rapportent, chez des
patients soumis à une angioplastie coronaire puis évalués par angiographie coronaire 6

mois et jusqu'à 5 ans plus tard, une réduction significative de la sévérité de la sténose dans

le temps. 128,129 Cç^ç regression fut également observée chez des patients après pose de

prothèses endovasculaires coronariennes, ^^ suggérant qu'une réduction du tissu
néointimal est à l'origine de cette diminution de la lésion resténotique. Une modification

dans la composition de la matrice extracellulaire du tissu néointimal, à l'origine plutôt

riche en protéoglycans, substances hydrophiles, vers une plus grande proportion de

collagène pourrait être à l'origine de ce phénomène. ^1 L'apparition de signes cliniques
cardiaques, principalement une récurrence d'angine, plus de 6 mois après l intervention

initiale est surtout associée à la progression d'une lésion athérosclérotique affectant un

autre endroit dans le système artériel coronarien. 122

J
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1.3.2 DéHnitions

Il existe plusieurs définitions de la resténose. La resténose histologique se définit par

les mécanismes cellulaires oeuvrant dans le vaisseau tel qu'observé par examen

microscopique. La resténose angiographique est celle qui peut être mesurée par inspection

de film angiographique à un site donné; la resténose clinique réfère à l'apparition de

signes cliniques (angine, infarctus du myocarde) reliés à la resténose et nécessitant une
intervention pour revasculariser de nouveau l'artère affectée. Bien que revaluation
angiographique permet une meilleure estimation de revolution de la lésion resténotique

que revaluation clinique, elle ne reflète pas nécesairement fidèlement les mécanismes
pathophysiologiques ayant cours dans la resténose. En effet, l'angiographie ne démontre
que la silhouette de la lumière vasculaire dans laquelle a été introduit un liquide de

contraste. Tel que suggéré par Glacov, 13 2 un remodelage vasculaire positif peut
permettre que jusqu'à 40% de la surface de la lumière vasculaire soit occupée par une

lésion avant qu'une réduction de la lumière vasculaire puisse être détectée. De plus, il

existe de nombreuses définitions angiographiques de la resténose. ^^ Une des plus
utilisées est l'apparition d'une sténose à 6 mois responsable d'une diminution d'au moins

50% du diamètre de la lumière de l'artère; cette définition est associée à un taux de

resténose post-angioplastie d'environ 38%. 122 La plupart des analyses angiographiques
s'effectuent à l'aide d'une approche informatisée où un algorithme permet de calculer, à

partir d'un segment de référence (nonnal), le pourcentage de sténose et d'autres indices de

variation de la lumière vasculaire {QCA-Quantitative Coronary Angiography). Toutefois,
l'apparition d'une lésion athérosclérotique ou d'un phénomène de remodelage dans le

segment de référence peut influencer le résultat de revaluation angiographique de la

resténose. 134,135 L'utilisation de l'échographie endocoronaire permet une meilleure
estimation de revolution de la lésion resténotique car elle tient compte des dimensions

interne et externe du vaisseau; elle a confirmé l'importance du remodelage vasculaire dans

la resténose post-angioplastie (voir section 1.3.4.5). 135,136 L'évaluation angiographique
de la resténose, particulièrement par QCA, demeure cependant une technique très utilisée

dans les études expérimentales et cliniques pour estimer le taux de resténose post-

angioplastie.
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Quelques facteurs seulement sont associés de façon constante avec une plus grande
incidence de resténose. On peut classer ces facteurs en trois catégories, soit les facteurs

reliés l) au patient 2) à la lésion et 3) à la procédure. 122,137,138

J

1.3.3.1 Reliés au patient

La présence d'angine instable, particulièrement d'une lésion relativement récente

(moins de 6 mois) avant la procédure d'angioplastie se traduit par une augmentation

notable du risque de développer une resténose. 138,139 La morphologie particulière de la
lésion d'angine instable, caractérisée par un ou des thrombus plus ou moins orgamsé(s) en
surface d'une plaque athérosclérotique instable peut expliquer, du moins partiellement,
cette augmentation du taux de resténose. La présence d'un thrombus faisant saillie dans la
lumière vasculaire au site d'une angioplastie est associée à une luinière vasculaire

résiduelle plus réduite et à une plus grande fréquence de resténose. 14(^ Le thrombus
présent avant la procédure d'angioplastie peut amplifier la prolifération et la migration des
cellules musculaires lisses en servant de réservoir de substances mitogéniques. De plus,
une accumulation de cellules inflammatoires, souvent observées dans les plaques

instables, 141,142 pg^ contribuer, par le relâchement de cytokines et de facteurs de
croissance, à stimuler la formation du tissu néointimal.

La présence de diabète chez le patient est associée à un plus grand risque de resténose
post-angioplastie, possiblement à cause du développement d'une dysfonction endothéliale

et d'une propension accme à la formation de thrombus observée chez les patients atteints

de diabète. 143-145 La dysfunction endothéliale est caractérisée par une diminution de la
production de prostacycline et de N0, favorisant l'apparition de vasospasme, l'adhésion et
l'agrégation plaquettaire. L'hypersensibilité des plaquettes de patients hyperglycémiques
face à divers agonistes, un taux plasmatique élevé de fibrinogène et de facteur VII, une
diminution de l'activité plasmatique de l'antithrombine HI et une diminution de l'activité
fibrinolytique plasmatique, suite à une augmentation de l'activité de l'inhibiteur de
l'activateur du plasminogène (PAI-1), favorisent la formation du thrombus suite au

l
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dommage vasculaire. 146 L'hyperglycémie serait également capable de moduler
l'expression de facteurs de croissance et/ou de leurs récepteurs par les cellules

musculaires lisses de même que la composition de la matrice extracellulaire produite par

les cellules musculaires lisses. ^^ Bien qu'une intensification de l'hyperplasie

néointimale fut présentée comme mécanisme principal sous-jacent au développement de

la resténose chez les patients diabétiques, 14^ un remodelage vasculaire négatif pourrait

également contribuer à la resténose post-angioplastie chez les diabétiques.

1.3.3.2 Reliés à la lésion

Cinq facteurs reliés à la lésion ou au vaisseau sont associés à un taux plus élevé de

resténose. 122,148 un diamètre accru du vaisseau avant l'angioplastie se traduit par une

diminution du taux de resténose. La localisation de la lésion est également importante, une

lésion se situant dans l'artère interventriculaire proximale descendante étant associée avec

un taux plus élevé de resténose. Un pourcentage initial élevé de sténose avant

l'angioplastie est aussi associé avec un taux plus élevé de resténose. Enfin, l'angioplastie

d'occlusions vasculaires totales se traduit par un faible taux de succès de la procédure et

par un pourcentage de resténose élevé (près de 50%), particulièrement pour les occlusions

chroniques. La longueur de la lésion fut aussi rapportée comme facteur pouvant influencer

le taux de resténose; une lésion plus longue (> 10 mm) étant associée avec un pourcentage

de resténose plus important. ^9

1.3.3.3 Reliés à la procédure

Le diamètre de la lumière résiduelle après l'angioplastie est un facteur prédictif

important de la resténose. Une faible sténose résiduelle immédiatement après

l'angioplastie est associée avec un faible taux de resténose. 139,148 Cette relation entre la
sténose résiduelle, mesurée angiographiquement ou par échographie endovasculaire et la

resténose est également valable pour d'autres modes d'intervention tels la pose de stent et

l'athérectomie directionnelle. ^9

J
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1.3.4 Pathophysiologie

La resténose post-angioplastie est une pathologie multifactorielle et complexe où

divers facteurs comme le degré de dommage causé par l'angioplastie, les caractéristiques

intrinsèques de la lésion artérielle requérant l'angioplastie et la réponse de l'artère face au

dommage causé modulent en fait le développement de la lésion resténotique.

Les principaux mécanismes pathophysiologiques impliqués dans la resténose sont la

formation d'un tissu néointimal et le remodelage géométrique du vaisseau.

Essentiellement déterminée sur la base d'études expérimentales chez le rat et le porc et sur

des analyses pathologiques et angiographiques de patients, la séquence d'évènements

suivant une angioplastie artérielle comprend: le rappel élastique (recoil), la formation
rapide d'un thrombus souvent riche en plaquettes, l'activation/migration des cellules
musculaires lisses de la média conduisant ultimement à la formation d'un tissu néointimal.

150-155 Cette séquence d'évènements est similaire à la réparation tissulaire suite à un
dommage tissulaire. 131,155 gn effet, la première phase débute dans les minutes après le
dommage vasculaire et se poursuit environ 10 jours. Cette réponse initiale est caractérisée

par la présence d'un thrombus, de cellules inflammatoires et le relâchement de facteurs de

croissance. La seconde phase, dite de granulation, débute vers le troisième jour et persiste

environ 1 mois. Des cellules musculaires lisses prolifèrent et sécrètent une matrice riche

en protéoglycans et collagène. Le remodelage de la matrice extracellulaire, qui débute

dans la deuxième semaine, se poursuit pour quelques mois et implique essentiellement la
formation et la dégradation de protéoglycans composant la matrice extracellulaire du
néointima.

Voyons donc plus en détail chacune de ces étapes et leur contribution potentielle à la
resténose.

J

1.3.4.1 Le rappel élastique

La dilatation de l'artère par le cathéter ballon se traduit par un gain dans le
diamètre de la lumière vasculaire. Toutefois, une perte rapide d'une fraction pouvant aller
jusqu'à 50% de ce gain est fi-équemment observée dans les minutes suivant l'angioplastie.

156 Cette perte serait consécutive au phénomène de rappel élastique, tributaire des
propriétés élastiques de la paroi artérielle. Ce phénomène serait plus fi-équent dans le cas
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de lésions athérosclérotiques excentriques où la fraction saine de la paroi artérielle, plus
particulièrement étirée, serait responsable du rappel élastique. 157,158 une corrélation
positive fut d'ailleurs démontrée par Ardissino et coll. 159 entre l'importance du rappel
élastique et la resténose angiographique évaluée chez des patients de 8 à 12 mois après
l'angioplastie. Ce phénomène pourrait donc contribuer indirectement au développement
de la resténose en diminuant le diamètre de la lumière vasculaire post-angioplastie,

augmentant la sténose résiduelle, facteur prédisposant à la resténose. ^9 L'utilisation de
prothèses endovasculaires permet de prévenir le phénomène de rappel élastique. T 51

1.3.4.2 Thrombus, leucocytes et endothélium

L'angioplastie cause un dommage vasculaire qui peut se limiter à des fractures de
la plaque athérosclérotique ou se compliquer par des déchimres, souvent au point de
jonction entre la plaque et la portion saine de la paroi artérielle. Ces déchirures peuvent se
prolonger dans la média et parfois conduire à la formation d'une projection intimale dans

la lumière vasculau-e. 83,153

J

1.3.4.2.1 Le thrombus

La denudation endothéliale avec exposition du tissu sous-endothélial, du contenu
de la plaque athéro sclérotique, riche en facteur tissulaire, et de la média au flot sanguin de
même que des variation des forces hémodynamiques favorisent la formation d'un
thrombus. Les plaquettes adhèrent rapidement à la paroi artérielle endommagée,
principalement par des interactions via leur glycoprotéines GpIb-DC-V et diverses
intégrines pi et ^2 (voir Chapître 2). Le niveau d'adhésion des plaquettes est proportionnel

au degré de dommage causé par l'angioplastie. 84-86 L'adhésion des plaquettes est suivie
de leur activation et de la sécrétion de nombreux médiateurs soit contenus dans leurs

granules denses (ADP, sérotonine, calcium) et a (fibrinogène, fibronectine,
thrombospondine, facteur V, PDGF, TGF-B, par exemple) ou produits de novo (TxA;).

^0 Ces substances vont contribuer à l'activation d'autres plaquettes et à leur agrégation,
via des interactions entre l'intégrine Gpltb/ina des plaquettes et du fibrinogène, amenant
la fonnation du thrombus. Le PDGF est un stimulus puissant pour la migration des
cellules musculaires de la média et aussi un facteur chémotactique pour les leucocytes.
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Les plaquettes et les leucocytes relâchent une endoglycosidase qui clive l'héparan sulfate

à la surface des cellules endothéliales et musculaires lisses, favorisant l'action de facteurs

de croissance comme le PDGF et le FGF sur ces cellules. 152

L'activation de la cascade de la coagulation suite au dommage vasculaire et au

relâchement de facteur tissulaire en collaboration avec les plaquettes présentes au site du

dommage se traduit par la génération de thrombine et de fibrine. ^^ La thrombine est une
protéase à serine produite par le foie et circulant sous la forme de prothrombine qui sera

activée par le complexe Xa-Va localisé à la surface des plaquettes activées au site du

dommage artériel. Tel que démontré par Ghigliotti et coll., ^62 la production de
thrombine par le complexe des facteurs de la coagulation Xa-Va au site d'un dommage

artériel chez le lapin se produit dans les minutes suivant l'angioplastie et se poursuit

jusqu'à 96 heures suivant le dommage vasculaire. Cette activation de la thrombine serait

dépendante des plaquettes, localisant la formation de thrombine au site du dommage

vasculaire. Une fois formée, la thrombine peut se lier à la fibrine ou à des éléments de la

matrice extracellulaire de la paroi artérielle, conservant son activité catalytique mais étant

protégée de l'action inhibitrice de l'antithrombine III. La thrombine, en plus de son

domaine protéolytique, démontre deux autres sites fonctionnels (l'exosite-1 et -2).

161,163,164 L'exosite-1 est impliqué, par son affinité pour les sites aiùoniques, dans la
liaison de la thrombine avec le fibrinogène, la fibrine, l'himdine et le récepteur de la

thrombine, PAR-1 (Protease activated receptor-1, Récepteur activé par protéase-1).

L'exosite-2 correspond à une région nécessaire pour la liaison de l'héparine avec la

molécule de thrombine, potentialisant l'inactivation de la thrombine par l'antithrombine

HI. La thrombine catalyse la transformation du fibrinogène en fibrine et sa polymérisation

par le facteur XIII. Elle contribue aussi à activer le facteur V, amplifiant ainsi l'activation

de la cascade de la coagulation et donc sa propre synthèse. ^^ Non seulement la
thrombine permet la formation de fibrine, qui contribue à stabiliser le thrombus, mais elle

est également un des pricipaux activateurs des plaquettes. Elle peut aussi activer les

leucocytes et l'endothélium conduisant à l'expression de certaines molécules d'adhésion

endothéliales, comme la P-sélectine et ICAM-1 et à une plus grande adhésion

leukocytaire. ^^ L'activation leukocytaire s'accompagne également de leur production
de facteur tissulaire, potentialisant le déclenchement de la cascade de la coagulation.

l
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165,166 La thrombine démontre également des propriétés de chémoattractants pour les
leucocytes. L'expression du récepteur de la thrombine a également été observé dans des

neutrophileset monocytes activés après angioplastie. ^^ L'action de la thrombine sur les
cellules musculaires lisses se traduit par une prolifération accrue de ces dernières et

potentialise l'action d'autres facteurs de croissance. ^^ Alors que l'endothélium et
l'adventice d'une artère nonnale de rat n'expriment que faiblement le récepteur de la

thrombine, une augmentation de l'ARN messager pour ce récepteur est observée dans la

média dès quelques heures après endommagement artériel par cathéter ballon et est

particulièrement associée avec la prolifération des cellules musculaires lisses. 167,168 Lgg
diverses actions de la thrombine sont tributaires d'une interaction particulière avec son

récepteur, PAR-1. Ce récepteur est constitué d'une seule chaîne polypeptidique qui

traverse à 7 reprises la membrane cytoplasmique et dont l'extrémité carboxy-terminale est

intracellulaire et l'extrémité amino-terminale est extracellulaire. ^^ Suite à une liaison

entre la région amino-tenninale du récepteur et l'exosite de la thrombine, la thrombine,

via son site catalytique va diver la region amino-terminale de ce récepteur entre les acides

aminés Arginine et Serine , libérant un fi-agment peptidique et exposant un nouveau site

peptidique actif sur le récepteur. 169 çg gite actif, dont la séquence des six derniers acides
aminés serait particulièrement importante pour son activité, interagit avec une région

extracellulaire du récepteur, déclenchant une activation intracellulaire via l'action de

protéines G. Les mécanismes de l'activation intracellulaire suivant l'action de la

thrombine sont très complexes et font appel, notamment, à l'activation de la voie de la

phospholipase C, de l'adenyl cyclase et de la tyrosine kinase, selon le(s) type(s) de

protéine(s) G impliquée(s). 163,170 pg^ son implication dans la formation du thrombus et
son action sur l'activation et la prolifération cellulaire, la thrombine joue un rôle

potentiellement important dam la pathophysiologie de la resténose. Des inhibiteurs

spécifiques de la thrombine, comme l'hirudine et la bivaluridine ont réduit, tant dans un

modèle d'angioplastie d'artères normales ^^ ou athérosclérotiques 172,173 de lapin que
dans un modèle d'angioplastie coronaire chez le porc, ^^ la prolifération néointimale
conduisant à une réduction de la resténose. Toutefois, cette réduction de la resténose n'est

pas observée lors d'études cliniques; 175,176 l'inhibition de la thrombine seule ne serait
pas suffisante pour réduire la resténose post-angioplastie.
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1.3.4.2.2 Cellules inflammatoires

Suite au dommage vasculaire, le thrombus et la paroi artérielle endommagée sont

rapidement infiltrés par des cellules inflammatoires, principalement des neutrophiles et

des monocytes. 177-179 -[-el que suggéré par Mehri et coll. dans un modèle d'angioplastie
carotidienne chez le porc, 97.98 l'adhésion des neutrophiles à la paroi artérielle suite à
l'angioplastie est largement dépendante des plaquettes et du degré de dommage

vasculaire. Plusieurs études ont rapporté une activation leucocytaire après angioplastie

chez l'homme. 59,93-96 Cette activation leucocytaire est souvent en parallèle avec une

activation plaquettaire. En effet, Neumann et coll., 95 dans du sang de patients provenant
de prélèvements proximaux et distaux au site d'angioplastie coronaire et Serrano et coll.,

94 dans du sang de patients prélevés avant et après une angioplastie coronaire, démontrent
une augmentation de l'expression de l'intégrine Mac-1 des neutrophiles après angioplastie

ainsi qu'une augmentation de l'expression 94 oy dg la fonction 95 du récepteur au
fibrinogène des plaquettes, l'intégrine GpIIb/HIa. L'adhésion des neutrophiles à des

éléments de la matrice extracellulaire comme le fibrinogène, la fibronectine, le collagène

et la laminine, phénomène principalement dépendant des intégrines ^2 du neutrophile,

module également l'activation neutrophilique, augmentant la capacité de phagocytose et la

formation de RLO et de chémokines. 180,181 L'adhésion de neutrophiles à du fibrinogène
et de la fibrine via leur intégrine Ps Mac-1 se traduit aussi par une augmentation de la

synthèse d'IL-1 et d'IL-8 par les neutrophiles, pouvant contribuer au recmtement et à

l'activation de neutrophiles et d'autres types cellulaires (cellules endothéliales, cellules

musculaires lisses). 182 Cette activation leukocytaire pourrait également être secondaire à
l'expression de cytokines, comme l'H.-l et le TNF, et de substances chémoattractives, tel

l'IL-8, chémokine spécifique pour les leucocytes polymoqîhonucléau-es, et MCP-1,

spécifique pour les mononucléaires, par les cellules musculaires lisses, cellules

endothéliales et leucocytes résidants dans la paroi vasculaire. L'activation des leucocytes

se traduit par leur relâchement d'enzymes protéolytiques comme la cathepsine G et

l'élastase, la production de chémokines, de cytokines, de RLO, de PAF et de dérivés de
l'acide arachidonique, comme la leucotriène 84 pennettant d'amplifier la formation du

thrombus et le dommage tissulaire. L'adhésion de neutrophiles aux plaquettes présentes
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dans le thrombus est associée à la production par les leucocytes de facteur tissulaire,

potentialisant la formation de fibrine et de thrombine. 1^^ Les aeutrophiles peuvent
également recruter des plaquettes lors de leur migration dans le thrombus vers la paroi

artérielle. 184 Les interactions plaquettes-neutrophiles contribuent à la modulation et à la
localisation d'événements thrpmbotiques et inflammatou-es par des mécanismes

permettant une collaboration mutuelle de leurs métabolismes intracellulaires, une

activation et un recrutement accentués de ces cellules (voir chapîti'e 2). 102-104 Tel que
démontré in vitro 18 5 et w vivo, 177 les leucocytes, probablement par leur génération de
RLO l^ peuvent aussi stimuler la migration des cellules musculaires lisses dans l'intima
résultant éventuellement dans la formation d'un tissu néointimal. ^^ Les cellules

inflammatoires, notamment par leur production de cytokines, comme le TNF et l'IL-1, de

chémokines, comme l'IL-8 et le MCP-1 et de facteur de croissance, comme le PDGF,

participent donc à une cascade de réactions d'activation pouvant amplifier et soutenir

l'activation des cellules musculaires lisses initiée par l'angioplastie et la production

éventuelle du tissu néointimal. 187,188 D'ailleurs, une augmentation de l'expression du
TNF et de l'IL-1 est rapportée dans le néointima de lésions restériotiques prélevées par

athérectomie. ^9 L'administration soutenue d'un anticorps monoclonal contre l'intégrine
leucocytaire Mac-1 a pennis, dans un modèle d'angioplastie d'artères iliaques chez le

lapin, de réduire le recmtement des leucocytes dans la paroi artérielle endommagée et de

diminuer de plus de 50% la production de tissu néointimal 14 jours après l'intervention.

^90 L'utilisation prolongée d'un inhibiteur des sélectines, molécules d'adhésion
impliquées dans les étapes initiales de l'adhçsion des leucocytes à l'endothélium et aux

plaquettes, a permis de réduire l'hyperplasie néointimale et la présence de cellules

inflammatoires dans le néointima 4 semaines après l'intervention lors d'un modèle

d'angioplastie carotidienne chez le lapin. ^91 Ces résultats suggèrent que la réduction de
l'adhésion et de l'infiltration des leucocytes serait potentiellement bénéfique en clinique

dans la prévention de la resténose. D'ailleurs, l'importance des neutrophiles dans la

resténose fut récemment mise en évidence par l'étude de Inoue et coll. chez des patients

souffrant d'angine stable et soumis à une angioplastie coronaire. ^92 Leurs résultats
suggèrent que l'activation des neutrophiles suite à l'angioplastie, tel que déterminée par

1'augmentation de l'expression de l'intégrine Mac-1 et la diminution de l'expression de la
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L-sélectine dans les heures suivantes, serait associée à un plus grand risque de resténose.

192

1.3.4.2.3 L'endothélium

L'endothélium normal remplit plusieurs fonctions physiologiques, notamment l)

le maintien d'une barrière perméable sélective entre le sang et la paroi artérielle, 2) la

participation dans le maintien du tonus vasculaire par la production de vasodilatateurs

(facteur hyperpolarisant dérivé de l'endothélium, N0 et prostacycline) ou vasoconstricteur

(endothéline), 3) le maintien d'une surface nonthrombogénique, résultat de l'équilibre

entre la production de substances prothrombotiques (vWf, facteur tissulaire, inhibiteur de

l'activateur du plasminogène, PAI-1) et antithrombotiques (thrombomoduline, activateur

du plasminogène, prostacycline, N0, héparan sulfate, ecto-ADPase) 4) la production

d'éléments de la matrice extracellulaire (collagène, protéoglycans, laminine) et 5) la

production de diverses cytokines (IL-1, ÎL-6, TL-S), facteurs de croissance (PDGF, bFGF,

TGF-P) et molécules d'adhésion (sélectines, VCAM-1, ICAM-1). 2,193-195 La perte de
l'endothélium suite à l'angioplastie a également un impact important dans le

dévelopement de la resténose. En effet, en plus de favoriser la formation du thrombus par

l'exposition du tissu sous-endothélial, la perte de facteurs normalement synthétisés par

l'endothélium, comme le N0, est particulièrement importante. En effet, le N0 en plus de

son rôle dans la vasorelaxation dépendante de l'endothélium, présente des propriétés

inhibitrices sur l'adhésion et l'agrégation plaquettaire, sur la prolifération des cellules

musculaires lisses et sur l'expression de cytokines, comme l'IL-6 et l'IL-8 et de molécules

d'adhésion par l'endothélium, notamment l'ICAM-1 et la P-sélectine, diminuant

l'adhésion des neutrophiles sur l'endothélium. 196-198 ç^ efifet inhibiteur du N0 sur
l'adhésion des neutrophiles à l'endothélium serait également relié à l'inactivation par le

N0 des RLO et de leurs production par les neutrophiles. 196,199 ^ régénération
endothéliale, qui débute dès les premières heures suivant le dommage, s'effectue à partir

de la prolifération et migration des cellules endothéliales bordant la zone endommagée, en

réponse à des facteurs de croissance comme le VEGF et le bFGF. 200 Lç processus de
réendothélialisation, qui sera terminé quelques semaines plus tard, ne se traduira pas

nécessairement par une réendothélialisation totale dans le cas d'un dommage extensif. La

réendothélialisation permet toutefois un certain contrôle sur l'importance de l'hypeqîlasie
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néointimale, cette dernière étant proportionnelle à la vitesse et à l'étendue de la

réendothélialisation. 201 L'endothélium régénéré présente des caractéristiques
moq)hologiques différentes d'un endothélium normal: cellules endothéliales non alignées

dans le sens du flux sanguin, de taille irrégulière et de forme polygonale avec protrusion

du cytoplasme dans la lumière vasculaire. 201 Certaines fonctions de l'endothélium
nouvellement formé (néoendothélium) sont également anormales, démontrant entre autres

une diminution de la vasorelaxation endothélium-dépendante. 201,202 Cette dysfunction
endothéliale serait consécutive à une diminution de la production de NO par le

néoendothélium, 196,203 favorisant aussi l'adhésion leukocytaire, l'agrégation

plaquettaire et la prolifération des cellules musculaires lisses. 204 L'administration
prolongée de la L-arginine, un précurseur de N0, dans un modèle de déendothélialisation

artérielle chez le lapin a permis de réduire la prolifération néointimale 4 semaines après

1'intervention. 205 Le ù-ansfert local du gène de l'enzyme de la synthèse du N0 (NOS)
dans la paroi d'artères carotides de rat, suite à leur déendothélialisation par ballonnet, a

résulté en une diminution de la prolifération des cellules musculaires lisses et de la

formation du néointima 2 semaines après le dommage. 2^ Ces résultats illustrent
l'importance du N0 dans les événements conduisant à la fonnation du néointima.

Bien que comme mentionné précédemment, l'hyperplasie néointimale est tributaire de

la réendothélialisation, la sévà-ité du dommage influence aussi la formation du néointima.

Un dommage relativement focal mais profond dans la paroi artérielle se traduira par une

hyperplasie intimale prononcée, même si la réendothélialisation est rapidement complétée.

^54 En fait, il est observé que les lésions vasculaires les plus complexes (longues,
fortement occluses) soumises à l'angioplastie sont celles démontrant le plus de resténose,
probablement suite au dommage plus important nécessaire à la revascularisation par la

procédure d'angioplastie. 139,207-209
L'importance directe de la phase thrombotique est limitée principalement aux

premières semaines après le dommage. Du matériel thrombotique est retrouvé dans

environ 25% des lésions récentes datant de moins d'un mois après l'angioplastie chez

l'humain. 131 Tel que démontré par Steele et coll. dans un modèle d'angioplastie chez le

porc, 86 la thrombogénicité de la paroi artérielle persiste pour environ 2 semaines après
l'angioplastie. Alors que l'accumulation de plaquettes dans le thrombus est surtout
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observée dans les premières heures suivant le dommage, 84,86,210 }g relâchement graduel

de thrombine comprise dans le thrombus serait responsable de la thrombogénicité dans les

jours suivants. ^^ L'importance de la formation du tissu néointimal serait également
reliée à la taille du thrombus mural, le thrombus représentant une matrice facilitant la

migration des cellules musculaires lisses. ^^ L'infîltration de leucocytes et le

développement d'une réaction inflammatoire contribuent à amplifier le dommage

vasculaire et la réponse tissulaire subséquente. Le thrombus peut donc constituer un

réservoir de substances mitogéniques et chémoattractives ayant un impact sur la

proliferation cellulaire et servir également de matrice, de support favorisant l'invasion des

cellules musculaires lisses. Une conséquence importante de la phase thrombo-

inflammatoire est la génération de facteurs de croissance, comme la thrombine, le PDGF

et le bFGF qui ont des impacts majeurs sur les cellules musculaires lisses.

J

1.3.4.2.4 Facteurs de croissance

Le PDGF est une glycoprotéine contenue dans les granules a des plaquettes mais

aussi sécrétée par les cellules endothéliales, macrophages et cellules musculaires lisses.

212 Le PDGF est formé de deux chaînes, A et B liées par un lien disulfure. La
combinaison de ces chaînes permet la formation possible de trois isomères: AA, AB et

BB. L'expression de ces isomères est dépendante de l'espèce animale et du type cellulaire.

Le PDGF-AB est l'isomère le plus abondant dans les plaquettes humaines, alors que

l'isomère BB est le plus souvent rencontré dans les plaquettes de rat. L'expression de

PDGF-AA est observée dans les cellules musculaires lisses après dommage artériel ou

stimulation par l'D^-1, le TNF, l'angiotensine U ou la thrombine. 213 Le récepteur du
PDGF est une protéine transmembranaire qui, lorsqu'activée par la liaison avec le PDGF,

agit comme une protéine kinase spécifique à la tyrosine déclenchant une séquence

complexe d'activation intracellulaire. 213,214 ç-e récepteur est aussi composé de

l'association de deux sous-types, a et P (aa, PP, ou ap) qui démontrent une aflfinité

différente pour les dimères du PDGF. Le récepteur a ne peut se lier qu'au PDGF-A, alors

que le récepteur P peut se lier à l'une ou l'autre des chaînes de PDGF. Le PDGF-AA ne

peut donc se lier qu'au récepteur aa, alors que le PDGF-BB peut se lier au récepteurs aa,

ap ou P(3. Alors que les cellules musculaires lisses de la paroi artérielle intacte
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n'expriment pas de récepteur a, l'expression de ce sous-type de récepteur est augmentée

après un dommage vasculaire, probablement suite à l'action du bFGF et de la thrombine.

213

La demie-vie en circulation du PDGF est très brève, moins de deux minutes. L'action

du PDGF sur ses cellules cibles dépend donc d'une production locale agissant de façon

paracrine ou autocrine. Le PDGF en plus d'etre un vasoconstricteur, est chémotactique

pour les monocytes et les neutrophiles. 212,214,215 Lg PDGF est capable d'induire la
proliferation des cellules musculaires lisses et des fibroblastes, en collaboration avec le

facteur de croissance insulinique-l(IGF-l). 216,217 Lç pDGF peut aussi induire le
chémotactisme des fîbroblastes et cellules musculaires lisses, stimulant également leur

synthèse de matrice extracellulaire et de collagénase. 212,213 L'action du PDGF sur les
cellules musculaires lisses se traduit aussi par la libération d'un facteur chémotactique

pour les monocytes (MCP-1). ^^

Le facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF) est un facteur de croissance

produit par plusieurs types cellulaires dont les cellules endothéliales, les cellules

musculaires lisses et macrophages. 2^ Les étapes de la sécrétion du bFGF sont mal

connues, mais un pool intracellulaire de bFGF préformé est présent, du moins dans les

cellules musculaires lisses. Le bFGF dans le milieu extracellulaire se lie avec les

protéoglycans riches en héparan sulfate, constituant une réserve extracellulaire de bFGF.

188,218 Le bFGF se lie à des récepteurs ti'ansmembraires démontrant aussi une activité
tyrosine kinase. Ces récepteurs sont exprimés par les cellules endothéliales, cellules

musculaires lisses et fibroblastes. En plus d'etre capable d'induu-e la formation de

nouveaux capillaires (action angiogénique), le bFGF stimule la prolifération des

fîbroblastes et cellules musculaires lisses. Il stimule aussi la prolifération des cellules

endothéliales, pennettant une accélération de la réendothélialisation. 219,220
Par l'intermédiaire de seconds messagers, l'action des facteurs de croissance aboutit à

l'activation d'oncogènes nucléaires, stimulant la synthèse d'ADN, et à la division

cellulaire. Les oncogènes c-myc, c-fos et c-myb contrôlent la prolifération et la

différenciation cellulaire. 221,222 L'administration locale d'oligonucléotides anti-c-myc a

réduit la formation du néointima après angioplastie coronaire chez le porc, 223 suggérant
l'importance de ces oncogènes dans la régulation de la formation du néo intima.
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Tel que démontré dans le modèle de dommage vasculaire par déendothélialisation
chez le rat, on peut discerner trois phases dans la réponse des cellules musculaires lisses.

224 La première étape consiste en l'activation et la prolifération des cellules musculau'es
lisses de la média, observée dans les 48 heures suivant le dommage. L'activation des

cellules musculaires lisses, suite à l'action de facteurs mécaniques, de cytokines ou de
facteurs de croissance se traduit par un changement de phénotype. D'un phénotype

contractile (cytosquelette bien développé, peu d'organelles cytoplasmiques, positivité à la
desmine et au vimentin) les cellules musculaires lisses activées passent à un phénotype

synthétique (peu de myofîlaments, présence accrue de mitochondries, ribosomes et

appareil de Golgi, pêne de la positivité à la desmine). 225 L'activation des cellules
musculaires lisses entraîne aussi leur production de cytokines, comme l'IL-1 et TNF et de

chémokines comme MCP-1 et l'IL-8, 56,226 participant ainsi à une cascade de réactions
d'activation cellulaire impliquant notamment d'autres cellules musculaires lisses, des
cellules endothéliales, fibroblastes et les leucocytes.

J

1.3.4.3.1. Proliferation des cellules musculaires lisses

La prolifération des cellules musculaires lisses est observée dans les 24 heures

après le dommage. 216 Lg bFGF serait particulièrement important pour cette prolifération
initiale des cellules musculaires lisses, le dommage causé aux cellules musculaires lisses

libérant le bFGF préformé présent dans les cellules musculaires lisses. 220,227 L'action
d'héparitinases (relâchées par les plaquettes et les leucocytes) sur le bFGF présent dans la
matrice extracellulaire lié aux protéoglycans riches en héparan sulfate augmente peu de
temps après un dommage vasculaire la concentration de bFGF disponible dans la paroi

artérielle. 188 L'administration systémique de bFGF suivant un dommage vasculaire par
angioplastie chez le lapin s'est traduite, 4 semaines après le dommage, par une
réendothélialisation plus extensive mais aussi par une amélioration significative de la

vasorelaxation endothélium-dépendante, 219 probablement suite à une production de N0.
Cela peut expliquer pourquoi l'administration prolongée de bFGF après dommage

vasculaire dans des modèles de denudation artérielle chez le chien 228 ^ le lapin 219 ng
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se traduit pas par une augmentation de la production de néointima, l'effet total du bFGF

étant tiibutaire de l'action antiproliférative du néoendothélium. La thrombine formée au

site du dommage vasculaire, contribue aussi à la prolifération des cellules musculaires

lisses. Bien que le PDGF soit capable de stimuler la prolifération des cellules musculaires

lisses m vitro, l'utilisation d'anticorps anti-PDGF n'affecte pas la prolifération des

cellules musculaires lisses de la média. ^9

J

1.3.4.3.2 Migration des cellules musculaires lisses

La deuxième phase consiste en la migration des cellules musculaires lisses de la

média vers l'intima, principalement sous l'influence du PDGF. 151,230 Dès 4 jours après
déendothélialisation artérielle chez le rat, des cellules musculaires lisses de la média

pénètrent l'intima. ^^ Pour arriver dans l'intima, les cellules musculaires doivent
traverser la matrice extracellulaire de la média, composée de laminine, élastine, collagène

et protéoglycans, puis la lame élastique interne de l'artère. La migration des cellules

musculaires lisses est facilitée par des interactions entre des intégrines qui se lient avec

une séquence particulière (RGD- arginine, glycine, asparagine) retrouvée dans certains

éléments de la matrice extracellulaire. Alors que les intégrines de type Pi seraient

particulièrement importantes dans l'adhésion des cellules musculaires lisses à des

éléments de la matrice extracellulaire (fibronectine, vitronectine, ostéopontin, laminine),

231,232 l'intégrine avp3, bien que capable également de supporter l'adhésion des cellules

musculaires lisses, est impliquée aussi dans leur migration à la surface d'éléments de la

matrice extracellulaire, comme l'ostéopontin et la vitronectine. 231-233 L'administration

locale d'un peptide mimétique de la séquence RGD (GpenGRGDSPCA), suite à une

angioplastie de l'artère carotidienne chez le lapin, a permis de réduire de façon

significative la production du tissu néointimal 2 semaines après le dommage. ^^ Une
réduction de la fonnation du néointima fut aussi observée suite à l'administration

prolongée d'un autre peptide contenant une région RGD, G4120, après angioplastie

d'artères carotidiennes chez le hamster. 235 L'utilisation d'un antagoniste sélectif de

l'intégrine 0.^3, XJ735, dans un modèle d'angioplastie coronaire avec prothèses

endovasculaires chez le porc se traduisit par une diminution d'environ 40% de la surface

vasculaire occupée par le néointima 28 jours après l'intervention. 236 çgs résultats
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soulignent l'importance des interactions entre les intégrines des cellules musculaires lisses
et la matrice extracellulaire dans le dévelopement de la resténose.

La migration des cellules musculaires lisses est également facilitée par l'action de

certains enzymes, comme la plasmine ou les protéases à serine des neutrophiles

(cathepsine G et élastase), capables de dégrader la matrice extracellulaire. 237 Lgs
métalloprotéases (MMPs) sont des endoprotéases zinc- et calcium-dépendants produites
principalement par les cellules musculaires lisses, mais aussi par plusieurs types

cellulaires dont les cellules endothéliales et les leucocytes. ^ La plupart sont relâchées
dans la matrice extracellulaire et synthétisées sous la forme de zymogène requérant une

activation de type protéolytique par divers enzymes (comme la plasmine, la cathepsine G
et l'élastase des leucocytes) ou sont présentes dans la membrane cellulaire (MT-MMPs).

238 Les MMPs, qui regroupent plusieurs enzymes, comme la collagénase (MMP-1),
gélatinase (MMP-2 et MMP-9) et stromélysine (MMP-3) sont capables de dégrader

plusieurs éléments de la matrice extracellulaire. L'activité des MMPs peut être régulée à
trois niveaux: l) par l'augmentation de la transcription des gènes pour MMP-1, 3 et 9,

suite à une stimulation de cellules musculaires lisses m vitro par l'H^-1 ou le TNF-a 239
2) par l'activation des MMPs et 3) par l'augmentation de la production d'inhibiteurs

tissulaires des métalloprotéases (TIMP), suite à l'action de TGF-P ou de cytokines,

contribuant à restreindre la dégradation de la matrice extracellulaire. 240 Lgg MMPs
peuvent être activées soit indirectement, via l'augmentation de I'expression par les

cellules musculaires lisses (stimulées par l'IL-1 ou le TNF-a) d'un activateur du

plasminogène (urokinasePA), la plasmine, générée par l'action de uPA sur le
plasminogène, étant capable d'activer les zymogènes (proMMP-1, 3 et 9); soit

directement, par exemple, par la thrombine qui active proMMP-2. Les cellules
musculaires lisses expriment de façon constitutive MMP-2, TIMP-1 et TIMP-2. La
stimulation des cellules musculaires lisses par des cytokines, comme l'IL-1, conduit à leur

expression de MMP-1, -3 et -9. 237 La production de MMP-9 et MMP-2 serait augmentée
dans la paroi artérielle suite à un dommage endothélial chez le rat 241 alors qyç la
presence de MMP-9, -l et -3 actives a été décrite dans des plaques athérosclérotiques chez

l'homme. 242 L'importance des MMPs dans la migration des cellules musculaires lisses
est soulignée dans un modèle expérimental m vitro chez le primate où l'utilisation

i
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d'anticorps dirigés contre MMP-2 et MMP-9 a réduit la migration de cellules musculaires

lisses. 243

1.3.4.3.3 Les cellules musculaires lisses et le néointima

La troisième phase implique la prolifération des cellules musculaires lisses dans

l'intima et leur production subséquente d'une matrice extracellulaire. La prolifération des

cellules musculaires lisses dans l'intima se poursuit pour environ 2 semaines, la

production de la matrice extracellulaire étant responsable du volume additionel pour

éventuellement constituer l'essentiel du tissu néointimal. 188,244 Contrairement à la

proliferation initiale dans la média, la prolifération observée dans l'intima ne serait pas

reliée à l'action du bFGF mais plutôt à l'efFet du PDGF. Ce PDGF serait probablement

sécrété par une sous-population de cellules musculaires lisses du néointima exprimant du

PDGF-BB 245

Cette matrice extracellulaire, initialement riche en protéoglycans, plus

particulièrement en versican et en hyaluronan, deviendra de plus en plus riche en

collagène. Voyons brièvement les principaux constituants de la matrice extracellulaire,

soit les protéoglycans, le collagène, l'élastine et les glycoprotéines.

J

1.3.4.3.3.1 Les protéoglycans

Les protéoglycans comportent une ou plusieurs chaînes de glycosaminoglycans

attachées à un squelette de glycoprotéine. Ces molécules hydrophiles sont responsables de

la viscoélasticité de la matrice extracellulaire. Le hyaluronan est un glycosaminoglycan

hydrophile capable d'une grande rétention d eau et formant une matrice extracellulaire

lâche favorisant la migration cellulaire. La présence de hyaluronan dans le néointima,
formé suite à une denudation endothéliale de l'artère carotidienne chez le rat, est

maximale 7 jours après le dommage et est associée à la prolifération de cellules

musculaires lisses. 246 L'examen immunohistochimique de tissu néointimal obtenu par

athérectomie de patients resténotiques a permis de démontrer que la présence de

hyaluronan était inversement proportionnelle à la densité de collagène de type l et III, le

hyaluronan étant retrouvé plus particulièrement dans la matrice extracellulaire immature.

^^ Par conti-e, la maturation de la matrice extracellulaire est associée à un remplacement
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du hyaluronan par d'autres protéoglycans, comme le biglycan, et par du collagène. Le

biglycan est un protéoglycan retrouvé en association avec le collagène de type l et HI dans

la matrice extracellulaire en maturation. Alors que la synthèse de biglycan et de collagène

est stimulée par le TGF-P 247,248^ \ç biglycan peut lier et neutraliser l'action du TGF-P

248,249^ offrant un mécanisme possible de régulation de la formation de la matrice
extracellulaire.

l.3.4.3.3.2 Le collagène et l'élastine

Le collagène est une protéine comportant une triple hélice de chaînes

polypeptidiques; plusieurs types de collagène existent dont six sont retrouvés dans les

vaisseaux sanguins (I, III, IV, V, VI, VHI). 250,251 Alors que les collagènes de type l et
in sont des collagènes de type fibrillaire, assemblés en faisceaux entrecroisés de fibrilles,

et représentent la majorité du collagène total de la paroi vasculaire, les collagènes de type

IV, V et VI sont dits amorphes et retrouvés en association avec les collagènes fibrillaires

ou dans les membranes basales (IV et VIII). ^^ Suite à un dommage vasculaire par

angioplastie répétée chez le porc 252 oy \ç \gp^ 253^ yne augmentation progressive de la

synthèse de collagène de type l 252^ ^e type III et d'élastine 253 est rapportée. Les
collagènes de types l et HI constituent à terme l'essentiel de la matrice extracellulaire du

néointima. Cette matrice collagénique sera progressivement restructurée, réarrangée de

façon à fomier des faisceaux fîbrillaires plus importants, contribuant à augmenter la

resistance aux forces de tension.

L'élastine est composée d'une protéine (tropoélastine) hydrophobe et d'une

glycoprotéine hydrophile. L'élastine est disposée en couches parallèles interreliées entre

elles et disposées de façon concentriques dans la paroi vasculaire. Des peptides dérivés de

l'élastine, suite à sa dégradation enzymatique, sont chémoattractants pour les neutrophiles,

contribuant à un recrutement soutenu de leucocytes après un dommage vasculaire. 254

J

1.3.4.3.3.3 Les glycoprotéines

Les glycoprotéines sont une famille de molécules capables de se lier à d autres

composants de la matrice extracellulaire et aux membranes cellulaires, via leur domaine

RGD et des interactions avec certaines intégrines cellulaires. La fibronectine, dont il
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existe plusieurs formes, est composée de deux sous-unités polypeptidiques similaires liées
à leur extrémité carboxy-terminale par deux ponts disulfures. Synthétisée par les cellules

musculaires lisses, les cellules endothéliales et les leucocytes, elle est aussi comprise dans

les granules a des plaquettes. 180,255 upg forme soluble de fibronectine existe dans le
plasma et une forme insoluble à la surface des cellules des tissus conjonctifs et
vasculau-es. La fibronectine, en interagissant avec le collagène et les protéoglycans,

contribue à l'organisation tridimensionnelle de la matrice extracellulaire. La fîbronectine

favorise la modulation du phénotype des cellules musculaires lisses ainsi que leur

migration. 256,257 Elle stimule aussi la chémotaxie des leucocytes ^0 et leur activité
phagocytaire. 255 Sy^e à une denudation endothéliale chez le rat, une augmentation
rapide de la production de l'ARN messager de la fibronectine, se poursuivant jusqu'à une

semaine après le dommage, est observée en parallèle avec une augmentation de l'ARN

messager du TGF-P. 258 une analyse immunohistochimique comparative de tissus
provenant de patients démontrant une lésion athérosclérotique ou resténotique et prélevés

par athérectomie démontre une expression accrue de fibronectine et de TNF dans les

lésions resténotiques, soulignant le rôle potentiel de la fibronectine et de la réaction

inflammatoire dans la resténose. ^9

La thrombospondine, dont plusieurs formes existent, est une glycoprotéine trimérique

composée de trois chaînes de glycoprotéines unies par des liens disulfures. En plus d'etre

synthétisée par les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales, la

thrombospondine est retrouvées dans les granules a des plaquettes. La thrombospondine,

présente dans la paroi artérielle normale, favoriserait la migration des cellules musculaires

lisses et est capable de lier et d'activer le TGF-P. 259 Une augmentation rapide de la
production de thrombospondine par les cellules musculaires lisses est observée suite à un

dommage vasculaire chez le rat. 258

L'ostéopontin est une petite glycoprotéine renfermant des domaines RGD capables de

supporter l'adhésion des cellules endothéliales et musculaires lisses via des interactions

avec leurs intégrines ayp3. Plusieurs types cellulaires peuvent synthétiser de l'ostéopontin,

notamment les cellules endothéliales, musculaires lisses et les macrophages.

L'ostéopontin est aussi chémotactique pour les cellules endothéliales, les cellules

musculaires lisses et les leucocytes. L'ostéopontin, qui n'est pas retrouvé dans la paroi
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artérielle normale, est exprimé dans le néointima suite à un dommage vasculaire chez le
rat et le porc et dans des tissus provenant de lésions resténotiques prélevés par

athérectomie chez des patients. 236,260 L^ synthèse d'ostéopontin par les cellules
musculaires lisses coincide avec leur migration dans le néointima, suggérant que

l'ostéopontin pourrait faciliter leur migration vers l'intima via une mteraction avec leur

intégrineavPa.

J

1.3.4.3.3.4 Le TGF-P

La synthèse de la matrice extracellulaire par les cellules musculaires lisses

présentes dans l'intima serait sous contrôle de facteurs de croissance, dont le facteur de

croissance transformant de type P (TGF-P). Le TGF-P est une protéine dimérique présente

dans les granules a des plaquettes et qui peut être produite aussi par plusieurs types

cellulaires, dont les leucocytes, fibroblastes, cellules musculaires lisses et cellules

endothéliales. 261 Le TGF-(3 est sécrété sous une forme inactive nécessitant une activation

de type protéolytique, par exemple par la plasmine. 237 Lç TGF-P est capable de

chémotaxie envers les mononucléaires et neutrophiles. 248 ^g TGF-P stimule sa
production autocrine par les cellules musculaires lisses et favorise l'apparition du

phénotype synthétique. 248,262 Ce facteur de croissance est impliqué dans la régulation
de la prolifération et de la migration des cellules musculaires lisses et stimule leur

production de matrice extracellulaire. Bien que le TGF-? est présenté comme un

inhibiteur de la prolifération et de la migration des cellules musculaires lisses, certaines
études in vitro rapportent une stimulation de la prolifération de cellules musculaires lisses

provenant de lésions athérosclérotiques humaines suite à l'action du TGF-P. 262,263 Tel
que rapporté par Battegay et coll. dans une étude in vitro, 263 ynç faible concentration de
TGF-P stimule la prolifération de cellules musculaires lisses alors qu'une concentration

plus élevée produit un effet inhibiteur. La réponse proliférative serait reliée non pas à

l'action directe du TGF-P mais ferait plutôt suite à une stimulation autocrine de PDGF-

AA par les cellules musculaires lisses après leur exposition à de faibles concentrations de

TGF-P, alors que la perte de cette réponse proliférative serait consécutive à une

diminution de l'expression du récepteur pour le PDGF-AA. 263 La concentration de TGF-
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p serait donc un facteur déterminant dans la réponse proliférative des cellules musculaires

lisses suite à leur exposition à ce facteur de croissance. Une diminution marquée par ces

cellules musculaires lisses de l'expression du récepteur de type II du TGF-p, qui serait

particulièrement associé avec une réponse inhibitrice, pourrait également expliquer ce

phénomène. ^^^

L'importance du TGF-(î comme modulateur de la production de la matrice

extracellulaire est confirmée par l) l'expression d'ARN messager de TGF-(3 par des

cellules musculaires lisses porcines avant leur prolifération et leur synthèse de matrice

extracellulaire suite à un dommage artériel par déendothélialisation; 264 2) la réduction de
la production de la synthèse de protéoglycans, suite à l'ajout d'un anticorps anti-TGF-P

dans le milieu de culture, par des cellules musculaires lisses de rat provenant de lésion

sténotiques 265 et par 3) la stimulation de la synthèse du collagène et de protéoglycans par
les cellules musculaires lisses suite au fransfert d'un plasmide contenant un gène codant

pour TGF-P dans la paroi d'artères normales porcines. 266 Le TGF-P stimule aussi la
production d'inhibiteur tissulaire des métalloprotéases, favorisant la formation de la

matrice extracellulaire au détriment de sa dégradation. ^^

J

1.3.4.3.3.5 Evolution du néointima

Une dégradation contrôlée de la matrice extracellulaire par des enzymes comme la

plasmine et les MMPs est nécessaire pour pennettre la modulation des composants de

cette matrice. Toutefois, tel que rapporté par Guarda et coll., 252 yng augmentation de la
production de collagène de type l en parallèle avec une diminution de l'activité des MMPs

est observée dans le tissu néointimal 6 semaines après une angioplastie coronau-e répétée

chez le porc. Des résultats similaires sont obtenus chez l'humain. En effet, une analyse

histologique et biochimique comparative de tissus provenant de lésions resténotiques,

athérosclérotiques ou d'artères normales de patients a démontrée une augmentation de la

production de collagène et de protéoglycans en combinaison avec une diminution de

l'activité des MMPs dans les tissus provenant de lésions resténotiques par rapport aux

tissus athérosclérotiques ou nonnaux. 267 Cela suggère que le développement d'une
lésion resténotique pourrait dépendre à la fois de la production exagérée d'une matrice

extracellulaire et d'une diminution de sa dégradation.
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La maturation de la matrice extracellulaire se déroule en parallèle avec une diminution

de la prolifération des cellules musculaires et avec la réendothélialisation du néointima.

Les cellules endothéliales recouvrant le néointima contribuent à l'arrêt de l'hypeq)lasie

néointimale par leur production de N0, mais aussi par leur synthèse d'héparan sulfate

relâché dans la matrice extracellulaire. L'héparan sulfate peut contribuer au contrôle de

l'hyperplasie néointimale: l) par une action directe sur les cellules musculaires lisses,

interférant avec l'entrée et la progression de cellules dans le cycle de division cellulaire,

153,268 2) par une liaison avec des facteurs de croissance, comme le PDGF et le bFGF,

diminuant leur disponibilité pour les cellules musculaires lisses; 269,270 3) en favorisant
la dédifférentiation des cellules musculaires lisses exprimant le phénotype synthétique

vers le phénotype contractile ^^ et 4) en modulant la composition de la matrice

extracellulaire, diminuant la formation de collagène et d'élastine. ^^2

La matrice extracellulaire est donc un tissu complexe dont la composition et la

production varient dans le temps, modulant, en conjonction avec les mécanismes régissant

sa dégradation, l'apparition de resténose. La migration des cellules musculaires lisses qui

envahissent le thrombus riche en plaquettes, fibrine et fibronectine, se poursuit par

l'organisation du thrombus et l'apparition d'un néointima. Des éléments du néointima,

comme le hyaluronan et le versican vont progressivement être remplacés à leur tour par de

plus en plus de collagène avec diminution progressive de la cellularité du néointima et

retour éventuel des cellules musculaires lisses vers un phénotype contractile.

J

1.3.4.4 Rôle de l'adventice

Récemment, les myofibroblastes de l'adventice ont été également proposés comme

type cellulaire pouvant conduire à la formation du tissu néointimal. 273,274 gn gffg^ des
manipulations de l'adventice artériel se traduisirent, dans des modèles expérimentaux, par

la formation d'un néointima suggérant l'implication de l'adventice dans la réparation

tissulaire suite à un dommage vasculaire. 177,275,276 Qç plus, tel que démontré par Shi

et coll. 277 ci pgj. ScoU et coll. 278 dans un modèle coronaire porcin de dommage
vasculau-e par angioplastie, une activation des fibroblastes de l'adventice est observée tôt

après le dommage. Cette activation a pour conséquence une différenciation des

fibroblastes en myofibroblastes (acquisition de myofilaments d'actine) et est suivie de la
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proliferation et de la migration de certains myofîbroblastes vers l'intima. Ces

myofibroblastes sont capables de synthèse de collagène 279 gt vont produire une matrice
extracellulaire riche en collagène dans l'adventice, tel qu'observée environ l mois après le

dommage par angioplastie. Un dommage sévère causé à la paroi artérielle, exposant la
média et l'adventice au flot sanguin, serait associé à une plus grande prolifération de
myofibroblastes de l'adventice et la formation d'un tissu néointimal plus abondant.

273,277 L'exposition des cellules adventitielles à la thrombine, à des cytokines, comme
l'EL-l et le TNF, 280 ^ ^ ^es facteurs de croissance pourrait contribuer à stimuler leur
proliferation. 274 une expression autocrine de TGF-P par les fibroblastes, observée tôt
dans l'adventice suite au dommage vasculaire, serait associée à leur différenciation en

myofibroblastes. ^-^ L'implication des myofibroblastes dans la pathophysiologie de la
resténose n'est pas sans parallèle avec le rôle important que les myofibroblastes occupent

dans la guérison suite à un dommage tissulaire non vasculaire. Bien que l'adventice,
particulièrement dans le cas de lésion vasculaire profonde, pourrait contribuer à la

formation du néointima, sa contribution à la pathophysiologie de la resténose est toutefois

principalement reliée au dévelopement du remodelage vasculaire;

1.3.4.5 Remodelage vasculaire

1.3.4.5.1 Généralités

Jusqu'à récemment, la formation d'un tissu néointimal était considérée comme

primordiale dans la resténose post-angioplastie. 150,160,282-285 gn eff^ l'observation
de zones d'hypeq>lasie néointimale dans des fragments de tissus obtenus par athérectomie

directionnelle de lésions resténotiques 286,287 ^ l'étude post-mortem d'artères coronaires
resténotiques de patients ayant subi une angioplastie 131.158 ont souligné l'importance du
néointima dans ce processus. C'est donc avec comme objectif l'inhibition de la

proliferation des cellules musculaires lisses et de la formation du néointima qu'ont été

élaborées la plupart des stratégies de traitement préventif de la resténose.

Toutefois, ces observations essentiellement moq)hologiques furent contredites par une

étude subséquente s'attardant à quantifier la prolifération cellulaire dans des tissus

prélevés par athérectomie provenant de patients souffrant de resténose coronaire. ^^
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L'analyse immunohistochimique de ces tissus par détection de l'antigène nucléaire des

cellules prolifératives (PCNA) a démontré que les tissus resténotiques humains ne

démontraient que peu ou pas de prolifération cellulaire sans égard à la période de temps

écoulée entre l'intervention initiale et la collecte des tissus. De plus, comme l'intima

coronaire humain contient déjà des cellules musculaires lisses, 289 l'importance des deux
premières phases du développement du néoitima (la prolifération initiale dans la média et

la migration vers l'intima) dans la resténose post-angioplastie chez l'humain est

incertaine. L'échec de la plupart des composés pharmacologiques, qui étaient

essentiellement dirigés contre les étapes de la formation du néointima, dans la prévention

de la resténose en clinique suggère aussi que d'autres mécanismes contribuent au

dévelopement de la resténose.

A cet égard, des études expérimentales récentes rapportent que la formation d'un tissu

néointimal n'explique que partiellement l'apparition de resténose, la resténose étant plutôt

consécutive à un remodelage géométrique de la paroi vasculaire. 290-298 Le remodelage
géométrique du vaisseau réfère à un changement dans la dimension du vaisseau. Ce

changement est habituellement évalué sur la base de variation dans la surface délimitée

par la lame élastique externe de l'artère. Le remodelage peut donc êû-e favorable

(compensateur) pennettant de compenser, du moins partiellement, la diminution de la

lumière vasculaire causée par le néointima ou défavorable (constricteur) quand une artère

présentant un tissu néointimal ne change pas de dimension ou encore se contracte,

amenant une réduction de la lumière vasculaire. 299 gn f^ \^ présence et la croissance
d'un tissu néointimal est compensée par des changements dans la taille du vaisseau et

dans la dimension de la lumière vasculaire. Cela n'est pas sans rappeler l'hypothèse mise

de l'avant par Glacov et coll. 132 qui stipule qu'une augmentation de volume d'une
plaque athérosclérotique, jusqu'à ce qu'elle occupe environ 40% de la surface délimitée

par la lame élastique interne, est compensée par une augmentation de la taille du vaisseau
permettant de maintenir la dimension de la lumière vasculaire. Le phénomène de

remodelage est donc une manifestation morphologique faisant potentiellement appel aux

mécanismes régissant la croissance, la migration et la mort cellulaire, la vasomotricité

ainsi que la formation et la dégradation de la matrice extracellulaire. ^()()

l
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Tel que décrit par Kakuta et coll., 2^ une dilatation compensatoire de la surface
délimitée par la lame élastique interne de l'artère 4 semaines après angioplastie d'artères

iliaques de lapins athérosclérotiques limiterait l'effet réducteur de la présence du

néointima sur la lumière vasculaire, prévenant l'apparition de resténose. Lafont et coll.,

297 utilisant un modèle d'angioplastie de l'artère fémorale précédée d'une dessication
endothéliale chez le lapin hypercholestérolémique, rapportent la présence, 4 semaines

après l'angioplastie, d'une constriction de la paroi artérielle au site de lésions

resténotiques. Cette constriction, définie comme une diminution de la surface délimitée

par la lame élastique externe par rapport à un segment de référence, mais non la surface du

tissu néointimal, était associée avec la diminution de la lumière vasculaire, suggérant que

le remodelage vasculaire et non pas la production du néointima est le principal mécanisme

sous-jacent au dévelopement de la resténose. Dans une étude subséquente, ils démontrent

aussi que la présence d'un accroissement de la surface totale du vaisseau, par rapport à un

segment de référence, est capable de compenser, jusqu'à un certain point, la présence d'un

néointima et donc de limiter l'apparition de resténose. 291 Des résultats similaires furent

obtenus dans un modèle d'angioplastie de l'artère fémorale chez le lapin, 294

d'angioplastie de l'artère iliaque chez le primate hypercholestérolémique 3°^ et d'artères

coronaires chez le porc nonnal 295 et hypercholestérolémique. 294 gn fa^ dans tous les
modèles expâ-imentaux usuels de resténose, excepté le rat, la resténose post-angioplastie

n'est pas reliée principalement à la formation d'un néointima mais plutôt à un remodelage

constricteur et/ou à une absence de remodelage compensateur. 302
L'utilisation de l'échographie endovasculaire a permis de mettre en évidence

l'importance du remodelage chez les patients atteints de resténose post-angioplastie. Luo

et coll. -^^ ont comparé des paramètres moqîhologiques obtenus par échographie
endovasculaire de patients démontrant ou non une resténose environ 7 mois après

angioplastie coronaire. Leurs résultats démontrent qu'une réduction de la surface totale de

l'artère, observée chez les patients resténotiques mais non chez les patients normaux, est

responsable d'environ 80% de la diminution de la lumière vasculaire. Des résultats

similaires furent obtenus dans des études par échographie endovasculaire de patients

atteints de resténose après angioplastie coronaire. 136,304 ces résultats échographique
furent confirmés par des études post-mortem histomoqîhométriques d'artères coronaires
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de patients ayant subit une angioplastie quelques mois auparavant. 305,306 gn effet, la

surface occupée par le néaintima, telle qu'évaluée dans des sections transversales

d'artères coronaires, n'était pas reliée à la présence de resténose, définie par une lumière

vasculaire < 50% par rapport à un segment de référence. Toutefois, la surface totale du

vaisseau, circonscrite par la lame élastique externe et corrigée par rapport à un segment de

référence, était significativement plus réduite dans les segments resténotiques. Un tissu

fibreux dense fut observé dans l'adventice, suggérant qu'une constriction adventitielle est

à l'origine de la diminution de la surface totale du vaisseau. 3<-)^

J

1.3.4.5.2 Mécanismes

Les mécanismes sous-jacents au remodelage sont mal connus. Le remodelage

constrictif (négatif) implique probablement des mécanismes et médiateurs à l'oeuvre dans

la production et la maturation de la matrice extracellulaire. La matrice extracellulaire riche

en collagène, produite par des myofibroblastes adventitiels sous l'influence du TGF-P, se

transformera progressivement en un tissu fibreux dense, compact et peu vascularisé. Les

myofibroblastes peuvent réorganiser la matrice extracellulaire, via des interactions entre

leurs intégrines, par exemple aiPi et le collagène, permettant une contraction et une

diminution de volume du tissu fibreux. 307 Cette fibrose adventitielle non seulement peut

produire une compression périphérique du vaisseau, mais peut aussi empêcher

l'élargissement de la surface délimitée par la lame élastique externe. ^^

Le remodelage positif pourrait être facilité par l'expression d'enzymes capables de

dégrader la matrice extracellulaire, comme les métalloprotéases. Une dégradation accme

de la matrice extracellulaire pourrait faciliter une expension abluminale de l artère. En ce

sens, les fibroblastes de l'adventice expriment MMP-2, TIMP-1 et TBfP-2 (inhibiteurs

tissulaires des métalloprotéases-1 et -2) dans les premiers jours suivant une angioplastie

coronaire chez le porc. Cette expression de MMP-2 et de TIMP-1 et TIMP-2, qui n'est pas

présente dans la paroi artérielle nonnale, diminue progressivement jusqu'à 14 jours après

le dommage où elle revient au niveau basai. ^^ Les leucocytes représentent une autre
source possible d'enzymes proteolytiques. L'inflammation adventitielle est une

composante importante de la réponse vasculaire après endommagement. 3°9,310 §y^e à
une déendothélialisation carotidienne chez le rat, le cathéter ballon étant introduit via
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l'artère fémorale de façon à ne pas endommager directement l'adventice de la carotide,

une infiltration de neutrophiles est observée dans les premières heures et jusqu'à trois

jours suivant le dommage, associée à une expression rapide par l'endothélium des vasa

vasomm de l'adventice des molécules d'adhésion P-sélectine et ICAM-1. 3^ Par la suite,
l'expression du facteur chémotactique MCP-1 par les fibroblastes adventitiels et des

molécules d'adhésion VCAM-1, P-sélectine et E-sélectine par l'endothélium des vasa

vasorum de l'adventice, favorisent l'apparition de macrophages qui persistent jusqu'à

environ 1 semaine dans l'adventice. L'expression de molécules d'adhésion endothéliales

(E-sélectine, VCAM-1 et ICAM-1) associées avec une infiltration leukocytaire est

également observée dans la néovasculature de la plaque athérosclérotique et de l'adventice

d'artères coronaires du coeur expiante de patients soumis à une transplantation cardiaque.

3^° Tel que rapporté par Pels et coll., 312 alors que l'adventice d'une artère coronaire
normale est relativement acellulaire et peu développé, une prolifération rapide de la

néovascularisation adventitielle est observée suite à une angioplastie coronaire chez le

porc, associée à un épaisissement de l'adventice. 29^ Une régression progressive de la
néovascularisation adventitielle est associée à une déposition de collagène dans

l'adventice et développement d'un remodelage constrictif. 292,312 Ces résultats suggèrent
que la néovasculature formée dans la paroi artérielle est une voie d'accès importante pour

les leucocytes et est impliquée dans le remodelage vasculaire. La production de RLO par

les leucocytes, en neutralisant le N0 endothélial, pourrait contabuer à diminuer la

possibilité d'un remodelage positif médié par l'endothélium. La présence d'une

inflammation adventitielle peut soit faciliter l'expansion de l'artère, par la génération et

1'activation de métalloprotéases ou via une production locale amplifiée de cytokines pro-

inflammatoires (comme l'EL-1 et le TNF), soit conduire à une plus grande activation de

fîbroblastes adventitiels, à une expression accme de TGF-P dans l'adventitia et à une

augmentation de la synthèse du collagène par les myofibroblastes de l'adventice

conduisant à une constriction possible de l'artère. Une étude clinique récente rapporte que

l'administration de probucol, un agent hypolipémiant et antioxidant, l mois avant et pour

6 mois après une angioplastie coronaire s'est traduite par une diminution de la resténose

en favorisant un accroissement de la surface totale de l'artère. 313,314 Comme le

probucol est aussi un inhibiteur spécifique de la sécrétion d'D..-! 315^ une diminution de la
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reaction inflammatoire, de l'activation des myofibroblastes et de la fibrose adventitielle

peut donc avoir contribué à ce résultat positif. Toutefois, le rôle des cellules

inflammatoires dans le remodelage vasculaire reste encore à préciser.

Des changements fonctionnels peuvent aussi contribuer au remodelage. Le

remodelage vasculaire est un processus actif permettant une adaptation de la paroi

artérielle face à des changements hémodynamiques chroniques. 31^ La force de
cisaillement est proportionnelle au débit sanguin et inversement proportionnelle au cube

du rayon de la lumière vasculaire. Une augmentation des forces de cisaillements se

traduira par une vasorelaxation de la paroi artérielle de façon à augmenter le rayon de la

lumière vasculaire, maintenant les forces de cisaillement à un niveau plus ou moins

constant. Cette vasorelaxation est dépendante de la présence d'un endothélium fonctionnel

capable de libérer du N0, 317,318 probablement suite aune augmentation de l'expression

de la NOS endothéliale. 3^9 Cette vasodilatation s'accompagne d'une augmentation de la

tension pariétale qui est secondairement compensée par un épaisissement de la paroi, de

façon à maintenir les forces de cisaillement et de tension près de leurs valeurs d'équilibre.

Une dysfonction endothéliale, caractérisée par une diminution de la production de N0, est

observée suite à l'angioplastie. 201,203 cela pourrait contribuer à diminuer le remodelage

positif qui devrait être observé suite à l'augmentation du flot sanguin produit par

l'angioplastie. Toutefois, l'administration prolongée de L-arginine (précurseur de N0) ou

de L-NAME (inhibiteur de la NOS) à des lapins hypercholestérolémiques suite à une

angioplastie des artères iliaques ne se traduisit pas par une différence dans la lumière

vasculaire, 4 semaines après l'angioplastie. ^0 Bien qu'une augmentation de la
production du tissu néointimal fut notée suite à l'administration de L-NAME, une

augmentation dans la surface totale du vaisseau a permis de maintenir une lumière

vasculaire similaire à des animaux contrôles. De plus, les artères iliaques des lapins

recevant de la L-argimne ont présenté une lumière vasculaire comparable, en dépit d'une

réduction de la production du tissu néointimal. L'absence de remodelage compensateur

chez ces derniers peut partiellement expliquer ce phénomène. Ces résultats illustrent bien

la relation complexe entre la production du néointima et le remodelage vasculaire,

l'accroissement du néointima pouvant stimuler, jusqu'à un certain point, un remodelage

positif. 291
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La resténose post-angioplastie est donc une pathologie multifactorielle et complexe
dont la manifestation moq)hologique serait le fruit d'un remodelage de la paroi vasculaire
en réponse au dommage causé par l'angioplastie et à la formation d'un tissu néointimal.
Voyons donc maintenant certaines modalités thérapeutiques utilisées dans la prévention
de la resténose.

1.3.5 Prevention de la resténose

On peut diviser les approches thérapeutiques en deux grandes catégories, à savoir les

approches pharmacologiques et les approches mécaniques.

1.3.5.1 Approches pharmacologiques

De nombreux composés pharmacologiques ont fait l'objet de tests dans le but de

vérifier leur eflRcacité à prévenu- la resténose. Malgré des résultats expérimentaux

encourageants, la plupart des essais cliniques se sont traduit par un résultat négatif. On

peut les classer selon les catégories suivantes: l) anti-plaquettaires, 2) anticoagulants, 3)

anti-inflammatoires 4) anti-prolifératifs et 5) hypolipémiants. Voyons succinctement

chacune de ces catégories.

J

1.3.5.1.1 Anti-plaquettaires

Etant donné le rôle fondamental des plaquettes dans la genèse du thrombus formé
après un dommage artériel et leur implications dans la pathophysiologie de la resténose,

de nombreux antagonistes plaquettaires furent l'objet d'études expérimentales et
cliniques. L'utilisation de l'aspirine, qui inhibe la cyclooxygénase de type l des plaquettes
réduisant ainsi leur production de thromboxane Â2 ( activateur des plaquettes et puissant

vasoconstricteur), ^21 bien que diminuant le risque de complications aiguës post-
angioplastie, ne se traduit pas par une réduction significative du taux de resténose. ^23
Des inhibiteurs plus spécifiques de la thromboxane Az ou d'autres agents
antiplaquettaires, comme la ticlopidine, qui interfère avec l'agrégation plaquettaire induite
par l'ADP, utilisés seul ou en combinaison avec l'aspirine, ne semblent pas être efficace

pour prévenir la resténose. 123,154 L'agrégation plaquettaire, qui est centrale dans la
fonnation du thrombus, est médiée par l'intégrine GpIIb/nia des plaquettes activées via
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un pont de fibrinogène ou de facteur de von Willebrand (vWf). Les inhibiteurs de

l'intégrine Gpïtb/UIa interfèrent avec l'agrégation plaquettaire en occupant le site de

liaison du fibrinogène. La nature de ces inhibiteurs diffère grandement. L'abciximab

(Reopro), premier inhibiteur mis au point, est un fi-agment d'anticorps chimérique dirigé

contre un épitope de la sous-unité IIIa de l'intégrine GpUb/IHa et qui démontre également

une certaine affinité pour d'autres intégrines. ^^ De par sa taille, il n'interfêre pas
seulement avec la région impliquée dans la liaison avec le fibrinogène ou le vWf, 323
mais recouvre une grande région de l'intégrine GpIIb/HIa activée. L'abciximab est

maintenant utilisé couramment en prévention des complications ischémiques post-

angioplastie. ^^ D'autres inhibiteurs de l'intégrine GpHb/IHa ont aussi été développés.
Parmi ceux-ci, mentionnons l'eptifabide (Integrilin), un antagoniste peptidique compétitif

de la liaison entre le fibrinogène et l'intégrine GpHb/IHa de même que des inhibiteurs

mimétiques nonpeptidiques, le lamifiban et le tirofiban (Aggrastat). Le bénéfice potentiel

d'inhibiteurs de l'intégrine GpHb/IIIa a été vérifié dans de nombreuses études cliniques.

^^ Encore une fois, bien que ces composés se soit avérés efïicaee pour réduire
l'incidence d'occlusion vasculaire aiguë, de mortalité et d'infarctus du myocarde après

angioplastie, ils n'ont pas diminué de façon significative, excepté chez les patients

diabétiques, 325,326 [ç besoin de revascularisation 6 mois post-angioplastie.
111,113,123,324

J

1.3.5.1.2 Anticoagulants

La génération de thrombine, produite par la cascade de la coagulation, est

également de première importance dans les événements survenants suite à un dommage

vasculaire. Malgré les multiples efifets connus de la thrombine et des résultats

expérimentaux suggérant un effet antiprolifératifs, 154,327,328 ^es inhibiteurs de la
thrombine, comme l'héparine, utilisé couramment pour réduire les complications aiguës

post-angioplastie et dont l'action antithrombine dépend de l'antithrombine III, des

héparines de bas poids moléculaire ou des inhibiteurs plus directs de la thrombine, comme
l'himdine et la bivalimdine ne se sont pas avérés efficaces chez l'humain en prévention de

la resténose. 123,176,329 Toutefois, tel que suggéré par les travaux de Gallo et coll., 2H
une administration prolongée (2 semaines) de l'hirudine suite à une angioplastie coronaire
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chez le porc permit de réduire d'environ 40% la diminution de la surface de la lumière

vasculaire 4 semaines après l'intervention. Le bénéfice d'une administration prolongée
d'hirudine est également souligné par Thome et coll. dans un modèle d'angioplastie

d'artères athérosclérotiques chez le lapin. 330 L'administration prolongée permettrait à
l'hirudine de neutraliser la thrombine comprise dans le thrombus (protégée de l'action de

1'antithrombine HI et de l'hirudine) et relâchée progressivement par la suite. L'efRcacité

clinique d'une administration prolongée d'himdine dans la prévention de la resténose reste

à démontrer.

J

1.3.5.1.3 Agents anti-inflammatoires

Comme une réparation tissulaire exagérée après un dommage, tel qu'observé

parfois lors d'une lésion cutanée, et la resténose partagent certains éléments

pathophysiologiques, certains se sont intéressés au rôle possible d'agents anti-

inflammatoires dans la prévention de la resténose. Alors que les corticostéroides n'ont pas

démontré d'eflficacité dans la prévention de la resténose chez l'humain, des

antiinflammatoires nonstéroidiens, comme l'ebselen et le tranilast, qui sont capables de
réduire l'activation des leucocytes et des fîbroblastes, ont démontré des résultats cliniques

préliminaires (3 mois) encourageants. ^53 gign que l'efRcacité de ces agents
antiinflammatoires à plus long terme reste à confmner, cela suggère l'importance des

reactions inflammatoires dans le développement de la resténose. Une autre approche

consiste à cibler les molécules d'adhésion des leucocytes et de l'endothélium nécessaires

pour permettre l'adhésion et l'infiltration des leucocytes, phénomènes observés après un

dommage tissulaire. Une réduction de la formation du tissu néointimal fiit obtenue dans

un modèle expérimental d'angioplastie ^90 et dans un modèle de dommage vasculaire et

de sténose, 331 suite à l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre une intégrine
Pî des leucocytes (Mac-1). L'utilisation d'un bloqueur des sélectines dans un modèle

d'angioplastie chez le lapin permis de réduire l'hyperplasie néointimale 4 semaines après

1'intervention, suggérant l'importance des sélectines dans la resténose. ^1 D'ailleurs, une
étude de Kumar et coll., 3^^ utilisant un modèle de donimage vasculaire par ligature de
l'artère carotidienne chez la souris déficiente en P-sélectine, rapporte une réduction

marquée de la production de tissu néointimal associée à une diminution des leucocytes au
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sein du néointima chez la souris déficiente en P-sélectine. Récemment, l'utilisation d'un

anticoq)s dirigé contre la P-sélectine dans un modèle expérimental de dommage artériel

chez le rat, a réduit l'infiltration de leucocytes et la production du néointima, tel qu'évalué

14 jours après le dommage. 333 Ces résultats confirment l'importance des sélectines, et
plus particulièrement de la P-sélectine, dans la réparation tissulaire après dommage

vasculaire. Le bénéfice potentiel de thérapie dirigée contre les molécules d'adhésion ou

leurs récepteurs dans la pathophysiologie de la resténose reste toutefois à confirmer chez

l'humain.

J

1.3.5.1.4 Agents anti-prolifératifs

De nombreux facteurs de croissance sont potentiellement impliqués dans la

resténose. Parmi ceux-ci, le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) est

particulièrement important en ce qui concerne la migration et la prolifération des cellules

musculaires lisses de la média vasculaire. 213,214 Lg trapidil, un inhibiteur du PDGF a
produit une diminution significative de la formation du néointima dans des modèles

expérimentaux de dommages vasculaires chez le rat et le lapin. 334,335 ces résultats
semblent se confirmer chez l'humain où les résultats d'une étude clinique démontrent une

diminution d'envu-on 40% de la resténose suite à l'administration quotidienne de trapidil.

336

L'inhibition de l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) fut également

considérée pour la prévention de la resténose. En effet, dans un modèle de dommage

artériel chez le rat, une augmentation de l'expression de l'ACE fut notée dans le tissu

néointimal formé tel qu'évalué 14 jours suite à l'intervention. 337 L'ACE est responsable
de la conversion de l'angiotensine l en angiotensine II. L'angiotensine U, un puissant

vasoconstricteur, favorise aussi la croissance et la migration des cellules musculaires

lisses, probablement via une augmentation de la synthèse de l'ADN de certains facteurs de

croissance (PDGF, TGF). 153,338 L'ACE peut également inactiver la bradykinine,
vasodilatateur qui stimule également le relâchement de NO par l'endothélium, le N0

pouvant, entre autres, diminuer l'agrégation plaquettaire et la prolifération des cellules
musculaires lisses. L'inhibition de L'ACE, en réduisant la formation locale d'angiotensine

II et en augmentant le niveau de bradykinine offre donc un potentiel intéressant pour
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prévenir la resténose. L'utilisation de cilazapril, un inhibiteur de l'ACE, diminue la

formation du tissu néointimal suite à un dommage artériel chez le rat. ^39 un effet
similaire des inhibiteurs de l'ACE ne fut cependant pas observé dans des modèles porcins

d'angioplasties carotidienne et coronaire. 340,341 D'ailleurs, des études cliniques récentes
ne démontrent pas de réduction de la resténose suite à l'administration d'inhibiteurs de

l'ACE. 342,343

1.3.5.1.5 Hypolipémiants

Le 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG CoA) reductase est un enzyme
determinant dans la synthèse du cholestérol. Malgré une réduction de la formation du

néointima dans un modèle expérimental de dommage vasculaire, •)^^ l'utilisation

d'inhibiteur de HMG-CoA reductase, comme le lovastatin, dans des études cliniques ne se

traduit pas par une diminution notable de la resténose post-angioplastie. Le probucol, en

plus d'etre un agent hypolipemiant, démontre également des propriétés antioxydantes
pouvant contribuer à préserver la fonction endothéliale et à limiter l'activation des

leucocytes, des cellules musculaires lisses et des métalloprotéases. Des études

expérimentales d'angioplastie chez le lapin hypercholestérolémique 345 gt chez le porc
^^ suggèrent que l'administration de probucol s'accompagne d'une réduction de la
proliferation néointimale. Une étude clinique récente rapporte que le probucol est efiTicace

pour réduire la resténose post-angioplastie; ^^ le mécanisme sous-jacent ne serait pas
une diminution de la formation du tissu néointimal mais plutôt un remodelage vasculaire

positif accru. ^^
La diversité des agents pharmacologiques utilisés illustre bien la complexité de la

pathophysiologie de la resténose. Une approche plurithérapeutique pourrait peut-être

permettre de mieux prévenir la resténose post-angioplastie.

J

1.3.5.2 Approches mécaniques

Le traitement par redilatation d'une lésion resténotique, bien que procurant une

revascularisation immediate satisfaisante avec peu de complications à court terme,

demeure tributaire d'une incidence de resténose comparable à la dilatation initiale.

347,348 Dc nombreuses techniques ont été mises au point comme alternative à
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l'angioplastie en coupant, brûlant ou retirant le tissu faisant protusion dans la lumière

vasculaire. ^49 Panni celles-ci, mentionnons l'athérectomie directionnelle et

l'athérectomie rotative. L'athérectomie du-ectionnelle a comme objectif, à partir d'un

cathéter à l'extrémité duquel on retrouve une lame tranchante tournant à haute vitesse, de

couper le tissu faisant protusion dans la lumière vasculaire. Quant à elle, l'athérectomie

rotative utilise une fraise recouverte de pointes de diamant et tournant à ti-ès haute vitesse

(environ 180,000 rpm). L'athérectomie rotative est principalement utilisée dans les cas

d'occlusions sévères par des lésions calcifiées ou fibrosées. 349 Toutefois, ces techniques

n'ont pas eu l'impact escompté sur la resténose. ^^ Les prothèses endovasculaires
(stents) sont des tubes fenestrés composés d'un enchevêtrement de filaments de métal

dont le design et la composition peuvent varier. Habituellement, les stents sont déployés

en place via un cathéter ballon. L'utilisation de stent a permis de réduire le recours à la

chimrgie d'urgence dans les cas d'occlusion vasculaire aiguë survenant lors de la

procédure d'angioplastie, souvent secondaire au développement d'une dissection ou à

l'extrusion d'une plaque athérosclérotique. ^2 Une occlusion thrombotique du stent
conduisant souvent à un infarctus du myocarde est observé dans quelques cas.

L'activation plaquettaire suite à la pose du stent plutôt que l'activation de la cascade de la

coagulation semble être associée à un plus grand risque de thrombose intra-stent. 350 Un
déployement optimal du stent ainsi que l'utilisation d'agents antiplaquettaires, tels

l'aspirine et la ticlopidine ont pennis de réduire la fréquence des occlusions intra-stent et

des infarctus du myocarde subséquents. 62,351,352 çhgz ^s patients soufifrant d'angine

353,354 ay d'infarctus du myocarde, 355 ^ s'agit de la seule approche mécanique à ce
jour à s'être avérée efficace pour réduire la fréquence des lésions resténotiques par rapport

à l'angioplastie. En fait, l'utilisation d'un stent a permis une réduction d'environ 25 à 30%

du taux de resténose à 6 mois post-intervention, réduction qui est toujours maintenue,

même 5 ans après l'intervention intiale. ^^ Toutefois, l'implantation d'une prothèse
endovasculaire reste encore associée à un taux de resténose d'environ 20% à 6 mois après

1'intervention, 348 ce qui est non négligeable étant donné l'utilisation fi-équente des stents.

^2 Comme la pose d'un stent empêche le développement du rappel élastique et du
remodelage, la resténose intra-stent serait essentiellement le fait d'une hyperplasie

néointimale importante. En effet, on note que les tissus provenant de lésions resténotiques
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intra-stent et prélevés par athérectomie chez l'humain se composent essentiellement d'une

matrice extracellulaire et de cellules musculaires lisses, 3^ confirmant les observations

préalables effectuées dans des modèles expérimentaux de resténose. 358,359 Tç\ qyg

décrit par Hoffmann et coll., 360 la resténose intra-stent est associée au développement

d'un tissu néointimal qui tend à se distribuer uniformément à l'intérieur du stent et non à

un phénomène de remodelage tel qu'observé après angioplastie. Cette production de tissu

néointimal et le degré de sténose subséquent seraient reliés au degré de dommage

tissulaire consécutif au déploiement du stent. 358,359,361 Qç p^s, tel que démontré par

Komowski et coll. dans un modèle coronaire porcin, 362 ^ sévérité de la réaction

inflammatoire induite par le stent, évaluée 4 semaines après l'intervention, serait

également déterminante en modulant la production du néointima.

Une approche mécanique a surtout été utilisée comme modalité thérapeutique dans les

cas de resténose intra-stent. Alors que la redilatation par ballonnet se traduit par une

recurrence élevée de la resténose, particulièrement dans les lésions diffuses, 3^3 le

traitement d'une lésion resténotique intra-stent par athérectomie rotative permettrait de

maintenir une lumière vasculaire plus grande et de diminuer le taux de resténose clinique

6 mois après l'intervention. 364,365 çgg résultats préliminaires en faveur de
l'athérectomie rotative demeurent toutefois à être confirmés chez un plus grand nombre de

patients. L'implantation d'un stent à l'intérieur d'un stent a également été proposé comme

moyen de traiter la resténose intra-stent. Cependant, cette approche ne semble pas être

plus efficace que l'angioplastie, nécessitant dans les mois suivants une revascularisation

dans plus de 30% des cas. ^^ L'irradiation locale intracoronau-e serait une autre
technique pouvant pemiettre de diminuer la resténose intra-stent. L'exposition de

vaisseaux coronaires, avant ou après la pose d'un stent, à des isotopes radioactifs ou la

pose d'un stent radioactifs ont produit dans des modèles expérimentaux une réduction de

la prolifération néointimale et de la resténose. 367-369 Bien que des résultats
préliminaires chez l'humain confinnent l'efficacité potentielle de cette approche dans le

traitement de la resténose, ^^ plusieurs questions, comme le choix de l'isotope, de la
dose et les effets à long terme de la radioactivité demeurent sans réponse. L'utilisation

d'agents pharmacologiques ciblant l'hypeq)lasie néointimale eVou la réaction

inflammatoire couplés à leur administration locale directement au site de la lésion
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artérielle pourrait être une avenue intéressante pour de nombreux composés inefficace

dans la prévention de la resténose post-angioplastie. 329,371

En somme, la discordance entre les modèles expérimentaux et les résultats cliniques

s'explique, du moins partiellement, par les éléments de réponse suivants: dosage

inapproprié, absence fi-équente de prétraitement dans les études cliniques, mécanisme

physiopathologique différent. En eflTet, dans la majorité des modèles expérimentaux,

l'effet bénéfique des composés se traduisait principalement par une diminution de

l'hyperplasie néo-intimale ou de la formation du thrombus alors que le remodelage

vasculaire est le principal mécanisme de resténose post-angioplastie chez l'humain. Avant

d'analyser plus à fond les raisons de cette discordance, voyons les divers modèles

expérimentaux les plus utilisés dans l'étude de la resténose.

1.3.6 Modèles expérimentaux de la resténose

J

1.3.6.1 Rongeurs et lagomorphes

1.3.6.1.1 Le rat

Le rat est un des premiers modèles expérimentaux utilisés pour étudier

l'athérosclérose et par la suite pour étudier la resténose. L'artère carotidienne est le

vaisseau le plus souvent employé.

Le dommage vasculaire est pratiqué de deux façons, à savoir par dessication de la

carotide après son exposition chimrgicale ^^ ou par denudation endothéliale à l'aide

d'un cathéter ballon. 285 une déposition plaquettaire apparaît rapidement au site
endommagé avec production d'un tissu néointimal très riche en cellules musculaires lisses

dans les 2 à 3 semaines suivant le dommage. La prolifération des cellules musculaires

lisses de la média dans les 3 premiers jours suivie de la migration de certaines de ces

cellules vers l'intima, jusqu'à 14 jours suivant le dommage, puis de la prolifération de

cellules musculaires lisses intimâtes, obser/ée de 7 à 30 jours après le dommage, sont

responsables de la formation du néointima. ^^ La réendothélialisation est terminée
environ 30 jours après le dommage et est parfois incomplète, suite à une

déendothélialisation extensive. ^^
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Les principaux avantages de cet animal sont : le faible coût d'achat et d'entretien

permettant l'utilisation d'un grand nombre de sujets, sa carotide commune est dépouvue

d'embranchement sur une portion relativement longue 3^, diminuant l'impact de
variations des forces hémodynamiques. De plus, ce modèle requiert peu d'équipement et

la lésion sténotique se développe rapidement après le dommage. Enfin, de nombreux

anticoq)s monoclonaux et sondes moléculaires sont disponibles facilitant l'étude de

mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse tissulaire suite à un dommage

vasculaire. Toutefois, des différences importantes avec la condition clinique existent. Tout

d'abord, le rat n'est pas un animal susceptible de développer des lésions

athérosclérotiques; 3^4 ^ans ce modèle, des artères saines, qui sont essentiellement

dépouvues de vasa vasomm chez le rat, ^^ sont utilisées. Deuxièmement, le passage du
cathéter ne produit pas de ô-acture de la lame élastique interne ou de dommage pénétrant

la média. ^^ Finalement, la lésion produite ne reflète pas fidèlement la lésion
resténotique observée en clinique, notamment dans l'absence de remodelage chez le rat.
302

Le modèle de rat est principalement employé dans l'étude de la prolifération/migration

des cellules musculaires lisses de la média. D'ailleurs, ce modèle a pennis d'établir

l'importance des plaquettes et du PDGF comme stimulus de la prolifération et migration

des cellules musculaires lisses. 229,230

J

1.3.6.1.2 La souris

L'utilisation de la souris comme modèle de resténose est relativement récente.

Plusieurs types de dommages vasculaires ont été utilisés dans les modèles murins de

resténose. Premièrement, la rotation d'un petit filin métallique est pratiquée dans la

lumière vasculaire aortique. ^^ Une déposition plaquettaire limitée est observée avec
formation subséquente d'un tissu néointimal de taille variable en fonction du degré de

dommage vasculaire causé.

Deuxièmement, un courant électrique est appliqué en région périvasculaire et se

déploie à travers la paroi artérielle de l'artère fémorale exposée chirurgicalement. 378
Cela produit un dommage transmural avec denudation endothéliale et destruction de la

plupart des cellules musculaires lisses de la média et des fîbroblastes de l adventice. Un
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thrombus mural riche en plaquettes et fibrine se forme rapidement avec infiltration de
leucocytes et organisation éventuelle du thrombus. Des cellules musculaires lisses
provenant des régions adjacentes nonafFectées migrent vers la région endommagée;
environ 3 semaines après le dommage, relativement peu de néointima est fonné.
Toutefois, la sténose produite par cette lésion est plus importante que celle observée après
dommage artériel intraluminal mécanique. Un accroissement de la taille de l'artère
soumise à un courant électrique (évaluée par la surface délimitée par la lame élastique
externe) est également noté, suggérant un remodelage positif dans les artères

endommagées par courant électrique. ^^
Finalement, un autre type de dommage est produit par la ligature unilatérale de la

carotide près de sa bifurcation. ^^ Ce modèle tire partie de la relation existante entre le
débit sanguin, les forces de cisaillement et le développement de remodelage vasculaire
positif. La ligature de la carotide commune près de la bifurcation de l'artère carotidienne
interrompt le flot sanguin, l'artère demeurant toutefois exposée aux pulsations artérielles.
L'endothélium n'est pas dénudé et, excepté pour une zone restreinte à l'endroit de la
ligature, il n'y a pas formation de thrombus. Par contre, une perméabilité accentuée de
l'endothélium avec détachement partiel de cellules endothéliales du tissu sous-endothélial
permet la déposition de plaquettes et de globules rouges dans l'intima. Environ 2 jours
après la ligature, une réduction importante du nombre de cellules musculaires lisses de la
média, lorsque comparée à une artère contrôle, est compensée par une prolifération
subséquente de ces cellules. Une infiltration leucocytaire, particulièrement dans
l'adventice et la média, est notée jusqu'à 2 semaines plus tard. Quatre semaines après le
dommage, une réduction d'environ 80% de la surface de la lumière vasculaire est
observée. Cette réduction fait suite à la formation d'un tissu néointimal riche en cellules

musculaires lisses et à la constriction de l'artère, la circonférence de la lame élastique
externe (BEL) étant réduite d'environ 25%. Ce modèle ofi&e la possibilité d'identifier des
molécules contribuant au remodelage vasculaire en utilisant des souris porteuses
d'altérations génétiques ou exprimant des transgènes ciblant des molécules d'intérêt. En
ce sens, on observe, 4 semaines après le dommage chez des souris déficientes (knockout)
pour le gène de la P-sélectine, une réduction d'environ 76% de la production du tissu

néointimal mais une circonférence similaire de la EEL. ^^ Cela se traduisit par une
lumière vasculaire accrue de 26% dans les souris déficiente en P-sélectine par rapport à
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des souris normales. Une absence de leucocytes dans la paroi artérielle fut aussi notée
dans les souris déficientes en P-sélectine tout au long du développement du néointima.
Cela illustre bien l'importance de la P-sélectine et des leucocytes dans les processus
impliqués dans la formation du néointima.

Un avantage indéniable du modèle murin, sans compter l'existence de nombreux
anticorps et sondes diverses, est la possibilité de manipulations génétiques produisant des
souches déficientes en un gène d'intérêt ou exprimant un transgène. Cela permet
l'observation à un niveau moléculaire, cellulaire et tissulaire de l'effet d'une telle
manipulation dans le cadre d'un modèle expérimental. Par contre, le système artériel de la
souris diffère de celui des autres espèces couramment utilisées comme modèle de

resténose. ^^ En effet, l'artère de la souris est de très petite dimensioa, sa lumière mesure
environ 300 microns de diamètre; elle ne comporte que très peu de couches de cellules
musculaires lisses, environ 2 ou 3 dans la média et ne comporte pas de vasa vasomm. De
plus, dans la majorité des cas, des artères saines sont utilisées et le développement de la
lésion artérielle après dommage vasculaire dans les divers modèles ne reflète pas ce qui
est observé en clinique (absence de fonnation de thrombus et/ou de denudation
endothéliale et/ou de tissu néointimal riche en matrice extracellulaire eVou de remodelage
vasculaire).

J

1.3.6.1.3 Le lapin

Contrairement aux modèles expérimentaux précédents, le lapin est principalement
utilisé dans des modèles avec dommages répétés permettant d'obtenir une resténose
postangioplastie. D est également possible d'utiliser une approche endoluminale par
cathéter. Le lapin est susceptible de développer de l'hypercholestérolémie et des lésions
vasculaires rappellant l'athérosclérose lorsque soumis à une diète riche en cholestérol et
lipides.

Un des modèles les plus employés consiste, dans un premier temps, à soumettre les
lapins à une diète hypercholestérolémique renfermant environ 1-2% de cholestérol et 6-
7% d'huile végétale et pennettant d'atteindre un niveau très élevé de cholestérol sanguin
(1000-2000 mg/dL). Un premier dommage est produit à l'artère iliaque (d'autres artères
sont également utilisées) soit par dessication de l'endothélium ou par utilisation d'un
cathéter ballon. De 3 à 6 semaines plus tard, une lésion concentrique composée
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principalement de cellules spumeuses infiltrant la média et l'intima est présente et amène
un degré de sténose variable de la lumière vasculaire. Une angioplastie de cette lésion est
alors pratiquée consistant en quelques cycles où le ballon est maintenu gonflé pour

environ 1 minute à une pression de 5-10 atm. Ce deuxième dommage est plus sévère que
le premier, produisant souvent une rupture de la lame élastique interne avec dissection de
la média et fonnation d'un thrombus mural de taille variable selon la sévérité du

dommage causé par l'angioplastie. ^4 Environ 4 semaines plus tard, une resténose de la
lumière artérielle est observée consécutive à la formation d'un tissu néointimal

comportant une matrice extracellulaire abondante et de nombreuses cellules spumeuses
gorgées de lipides. Récemment, plusieurs études ont rapporté qu'un remodelage
vasculaire positif inadéquat ou qu'un remodelage constrictif était principalement

responsable de la resténose dans ce modèle. 134,253,290,291,296,297 ce modèle est
largement utilisé entre autres pour étudier le rôle des plaquettes, de facteurs de croissance,
de l'endothélium et des molécules d'adhésion dans la pathophysiologie de la resténose.
190,191,219,320,334,381-383

Outre le coût d'achat et d'entretien relativement modeste des lapins et leur
manipulation aisée, ce modèle permet de développer une resténose où la formation d'un
néointima et le remodelage seraient impliqués dans son développement. Toutefois, ce
modèle diffère de la situation clinique par l'abondance de cellules spumeuses présentes
tant dans la lésion athérosclérotique soumise à l'angioplastie que dans le néointima fonné
par la suite. Le processus expérimental amenant à la formation de la lésion resténotique
est complexe dans ce modèle de dommages répétés et le rôle de chacune des étapes est

mal connu. Par exemple, Barry et coll. 327 o^ étudié ce modèle avec ou sans dessication
endothéliale initiale, une diète hypercholestérolémique étant donnée aux lapins soumis à
une angioplastie de l'artère fémorale puis sacrifiés 28 jours plus tard. Autant la surface de
la lumière vasculaire résiduelle que la composition du néointima (cellules spumeuses et
cellules musculaires lisses) était similaire avec ou sans dessication endothéliale initiale,
suggérant que le dommage endothélial initial n'est peut-être pas essentiel au
développement de la lésion sténotique dans ce modèle.

Finalement, la pose d'une prothèse périvasculaire associée ou non à une diète
hypercholestérolémique chez le lapin est aussi employée pour étudier la formation du tissu

néointimal. 276,384-386 Brièvement, une prothèse périvasculaire, habituellement en
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silicone ou en polyethylene, est placée autour de la carotide commune exposée
chirurgicalement, sans provoquer de constriction de l'artère. Dans les heures suivantes,
une denudation endothéliale multifocale est observée avec infiltration de leucocytes,

principalement de polymorphonucléaires, tout d'abord en région sous-endothéliale puis à
travers la paroi artérielle. Cette infiltration leucocytaire n'était plus visible 7 jours après le
dommage. Par la suite, une prolifération de cellules musculaires lisses de la média, notée
dès 12 heures après l'inter/ention, est suivie de l'apparition de cellules musculaires lisses
dans la région sous-endothéliale, associées à la production éventuelle d'une matrice

extracellulaire riche en collagène. 3^^ Environ 2 semaines après l'intervention, un tissu
néointimal concentrique est fonné. Si l'animal est soumis à une diète
hypercholestérolémique, des cellules spumeuses seront observées dans la média et le tissu

néointimal. L'administration d'un anticorps dirigé contre une intégrine Pi des neutrophiles

suite à la pose d'une prothèse périvasculaire, s'est traduite par une diminution marquée de
la présence de neutrophiles dans la paroi artérielle sans effet sur la formation du tissu

intimai. 3^ L'infiltration de polymorphonucléaires ne serait donc pas essentiel pour la
formation du tissu intimai dans ce modèle.

En résumé, ces modèles expérimentaux chez les rongueurs et le lapin ne reproduisent

pas fidèlement les paramètres moq)hologiques observés chez l'humain avant

1'intervention. 387 Les instruments utilisés pour créer le dommage vasculaire, de même
que la méthode employée pour évaluer la présence de resténose diffèrent de la situation

clinique.

J

1.3.6.2 Carnivores et omnivores

1.3.6.2.1 Le chien

Le chien est un animal très utilisé en recherches cardiovasculaires, principalement

dans l'étude de l'infarctus du myocarde et de la contribution des plaquettes à l'occlusion

coronaire aiguë. 387,388 La facilité relative avec laquelle on peut le manipuler et avoir
accès au système vasculaire en font un bon candidat expérimental. De plus, les artères

coronaires de chien sont d'une dimension similaire aux artères coronaires humaines.

Cependant, cet animal carnivore ne développe pas d'athérosclérose que ce soit
spontanément ou suite à l'exposition à une diète hypercholestérolémique. L'athérosclérose
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canine est rapportée essentiellement chez des chiens souffrant d'hypothyroïdisme ou de

diabète mellitus, ou suite à une thyroïdectomie expérimentale associée à une diète riche en

cholestérol. Même dans ces cas, la lésion vasculaire athérosclérotique, qui n'afiTecte que

tardivement les artères coronaires, est principalement située dans la média et constituée de

cellules spumeuses gorgées de lipides.

Bien que les artères carotidiennes, iliaques, rénales ou coronau'es ont été employées

pour étudier l'impact de nouveaux instruments d'mtervention sur le système

cardiovasculaire, peu d'études expérimentales chez le chien se sont attardées à la

pathophysiologie de la resténose. 38^ Suite à un dommage vasculaire, induit par
angioplastie ou par la pose de prothèses endovasculaires, relativement peu de thrombus est

observé, probablement à cause de la grande activité du système fîbrinolytique canin. 389
La prolifération néointimale est plutôt limitée, n'est pas reliée au degré de dommage causé

390 et ne conduit que rarement à une réduction significative de la lumière vasculaire. Le
tissu néointimal formé est relativement peu cellulaire et contient des cellules musculaires

lisses et des fibroblastes dans une matrice de collagène. ^^

J

1.3.6.2.2 Les primates

Parmi les animaux utilisés en laboratoire, les primates présentent la moq)hologie

se rapprochant le plus de l'humain. Plusieurs espèces de primates sont susceptibles, à des

degrés divers, de développer des lésions athérosclérotiques, habituellement suite à

1'introduction d'une diète enrichie en cholestérol et lipides. 391 par exemple, le singe

rhésus (Macaca mulatta) qui est l'espèce de singe la plus utilisée en recherches, développe

de façon spontanée ou associée à une diète hypercholestérolémique, des lésions

athérosclérotiques dans l'aorte, les artères carotides, iliaques et coronaires. ^4 Autant
dans leur développement que dans leur morphologie, ces lésions sont très similaires aux

lésions humaines. Relativement peu d'études expérimentales de la resténose chez le

primate ont été rapportées, la majorité d'entre elles utilisant des artères périphériques.

301,392-396 Lçg mécanismes postulés sous-jacent à la resténose post-angioplastie chez le
primate semblent être similaires à ceux observés en clinique. En effet, suite à

l'angioplastie d'artères iliaques chez le singe cynomolgus athérosclérotique, un thrombus

mural, souvent restreint, et des fi-actures de la plaque athérosclérotique et de la portion
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saine de l'artère avec dissection se prolongeant dans la média sont observés. 301 Une
proliferation des cellules musculaires lisses de la média est présente surtout de 4 à 7 jours
après le dommage. Un tissu néointimal est observé dès le quatorzième jour post-
angioplastie, probablement suite à la migration des cellules musculaires lisses sous
l'influence du PDGF ^93 ^ \^ formation d'une matrice extracellulaire riche en

protéoglycans et collagène. ^01 Une augmentation de la surface vasculaire délimitée par
la lame élastique externe fut notée 28 jours après le dommage, augmentation plus
importante dans les artères présentant le plus de tissu néointimal, suggérant un remodelage

compensateur dans ces artères. D'ailleurs dans une étude subséquente, Mondy et coll. 394
ont confirmé le rôle du remodelage dans le modèle expérimental de resténose post-
angioplastie chez le primate athérosclérotique, une augmentation de la surface totale de
l'artère mais non de la surface du néointima étant associée à un accroissement de la

surface de la lumière vasculaire résiduelle. Toutefois, une différence potentiellement
importante entre ce modèle et la condition clinique doit être mentionnée. Une sténose
vasculaire ne se développe que rarement dans les premières années suivant l'introduction

de la diète athérosclérotique. 3 97 Moins de 10% des animaux développent des sténoses
significatives dans les artères iliaques ou coronaires dans les 3 premières années suivant le

début de la diète athérosclérotique. ^^ Donc, la diminution de la lumière vasculaire notée
dans ce modèle n'est pas vraiment une resténose, mais plutôt une perte du gain de la

lumière obtenue tout de suite après l'angioplastie. ^94 QQ piyg^ \Q QQ^ ^8 élevé d'achat
et de maintien des primates, le temps requis pour le développement des lésions
athérosclérotiques, la difficulté de manipulation de ces animaux et le risque de
transmission de zoonoses en font un animal dont l'utilisation est plutôt restreinte comme
modèle expérimental de resténose.

J

1.3.6.2.3 Le Porc

Le porc est une des espèces animales dont la moq)hologie et la physiologie
cardiovasculaire sont le plus similaires à l'humain. Sa taille permet l'utilisation
d'équipement standard utilisé en clinique, tant l'équipement d'intervention, par exemple,
cathéters ballon, prothèses endovasculaires, que d'analyse, comme l'échographie
endovasculaire. L'activation des plaquettes porcines suite à divers agonistes est similaires
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à ce qui est obser/é chez l'humain. 398 L^ morphologie des neutrophiles porcins est
semblable aux neutrophiles humains; bien que des différences quantitatives existent, les
enzymes cytoplasmiques présents dans les neutrophiles humains sont également retrouvés

chez le porc. 3 99 Le diamètre des artères coronaires porcines est analogue à celui des
artères coronaires humaines et tout comme l'humain la vascularisation myocardique
collatérale chez le porc est peu développée. Le porc est également susceptible de
développer des lésions athérosclérotiques soit de façon spontanée (après plusieurs années)
ou suite à l'adminisù-ation d'une diète hypercholestérolémique. Le développement de cette
lésion, du passage d'une strie lipidique à une plaque athérosclérotique avec calcification,

sa distribution et la morphologie de ces lésions sont semblables à l'humain. 374,400 gy^e
à une diète riche en cholestérol et lipides, les porcs présentent un profil lipidique sanguin
similaire à celui observé en clinique, avec une augmentation marquée du cholestérol

sanguin, du taux de LDL et avec diminution du ratio HDL/LDL. ^(> Bien que l'achat de
jeunes porcelets est relativement peu dispendieux, leur croissance rapide en limite

habituellement l'usage à des études de courte durée. 374,376 Toutefois, l'emploi de race
miniature, comme le Yucatan, a facilité l'utilisatioa, dans des études de plus longue durée,
de porcs démontrant des lésions athérosclérotiques dans des artères coronaires ou

périphériques. 293,294,400,401 Un désavantage potentiel du porc est une propension à la
thrombose plus importante que l'humain, probablement reliée à un taux de plasminogène

circulant plus faible. 389
Autant les artères périphériques que les artères coronaires ont fait l'objet

d'intervention dans le but d'étudier soit les mécanismes impliqués dans la réponse d'une
paroi artérielle endommagée, soit l'efficacité de composés, de nouvelles prothèses
endovasculaires ou d'appareils d'intervention, comme le laser, dans la prévention de la
resténose.

Les artères carotides porcines ont principalement été utilisées dans le cadre d'études
ayant pour objet la thrombose artérielle et les événements aigus post-angioplastie;
quelques études se sont attardées à la resténose post-angioplastie. Habituellement via une
artériotomie fémorale, après ponction ou dissection, un cathéter ballon de 7 ou 8F est
avancé de façon rétrograde dans l'aorte, sous contrôle angiographique, jusqu'à l'endroit

désiré dans les carotides communes. ^ Dans la plupart des cas, les carotides sont
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soumises à une série de cinq dilatations d'une durée de 30 secondes, entrecoupées de
pauses d'une minute, à une pression d'environ 6 atm (selon le ballon utilisé). Suite à cette
procédure, une lésion souvent excentrique est produite, un thrombus mural riche en
plaquettes et parfois occlusif se forme rapidement, l'importance de ce thrombus est

fonction de la sévérité du dommage causé par l'angioplastie. ^ Une vasoconstriction
proximale et distale à la région dilatée est également notée, ^20 vasoconstriction dont
l'intensité est fonction du degré de dommage causé et de l'importance de l'adhésion

plaquettaire et neutrophilique. 97,98,100,120 Quoique les neutrophiles peuvent adhérer
directement à la paroi artérielle endommagée, l'adhésion des neutrophiles à la paroi

artérielle endommagée est largement dépendante de la présence de plaquettes 97,98 ç^ gg^
modulée par les forces de cisaillement. 99 Tel que démontré par Merhi et coll., l00 bien
que la déposition plaquettaire suite à un dommage sévère n'est pas significativement
influencée par une diminution importante des neutrophiles, la vasoconstriction distale est
réduite d'environ 40%, confirmant le rôle des neutrophiles dans la modulation de la
vasoconstriction aiguë post-angioplastie. Ces études démontrent que non seulement la
déposition plaquettaire, mais également l'adhésion des neutrophiles et la vasoconstriction
distale sont proportionnelles au degré de dommage causé par l'angioplastie. La formation
d'un tissu néointimal, suite à la prolifération, migration des cellules musculaires lisses
dans l'intima et le thrombus et leur formation subséquente d'une matrice extracellulaire

riche en collagène et protéoglycans, est notée dès 14 jours suivant le dommage ^ pour
atteindre un maximum vers 28 jours post-angioplastie. ^^^ La production de ce tissu
néointimal est dépendante de la sévérité du dommage causé, un endommagement
superficiel, qui ne pénètre pas la média, ne stimule que très peu la formation d'un
néointima. La réendothélialisation de la lésion carotidienne s'efFectue par les cellules
endothéliales en bordure de la lésion et est largement complétée dès 21 jours après

l'angioplastie. ^^2 Toutefois, ce modèle produit un dommage unique à des artères saines.
La réponse vasculaire, en terme d'adhésion des plaquettes, des neutrophiles et de
formation du néointima, d'une artère carotide athérosclérotique ou pathologique suite à
une angioplastie pourrait être différente et demeure à déterminer.

D'autres artères périphériques ont également été utilisées, notamment les anères
iliaques et fémorales, particulièrement chez le miniporc athérosclérotique.
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293,294,400,401 Contrairement au modèle carotidien, ce modèle est un modèle de
dommages répétés. De façon similaire au modèle expérimental de lapin
hypercholestérolémique, ces porcs sont soumis à une diète riche en cholestérol et en

lipides; environ 2 semaines plus tard, une denudation endothéliale des artères fémorales
eVou iliaques est pratiquée à l'aide d'un cathéter ballon d'environ 5 ou 6F placé dans le

système vasculaire via une artériotomie carotidienne puis avancé, sous contrôle
angiographique, de façon antérograde dans l'aorte jusqu'à l'endroit désiré. Au moins 4
semaines plus tard, une angioplastie est pratiquée au même endroit et les animaux sont
sacrifiés environ 6 semaines plus tard. Ce modèle permet le développement de lésions
sténotiques athérosclérotiques complexes très similaires aux lésions humaines. Suite à
l'angioplastie, à la fois la production d'un tissu néointimal et un remodelage négatif

contribuent à la resténose, 294 [ç remodelage étant le mécanisme le plus important dans ce
modèle. 293

L'artère coronaire porcine a été largement employée pour étudier l'impact de

composés pharmacologiques dans la prévention de la resténose ou dans le développement

de nouveaux appareils d'intervention. 211,277,280,358,359,403-410 Habituellement, ce
modèle n'implique pas de diète hypercholestérolémique et consiste en une angioplastie

d'artères coronaires saines. 302 Brièvement, via une artériotomie carotidienne ou
fémorale, un cathéter ballon est avancé sous contrôle angiographique jusqu'à l'endroit
désiré dans les artères coronaires. Un dommage vasculaire est causé par angioplastie avec

ou sans pose de prothèses endovasculaires (stents). Ces deux méthodes se traduisent,

environ 28 jours après le dommage, par la production d'un néointima abondant dont la

composition est similaire à l'humain. ^58 Autant suite à une angioplastie, qui produit un
dommage souvent excentrique, qu'après la pose d'un stent, dont chaque mèche produit un
dommage focal, la production du néointima est proportionnelle au degré de dommage

causé par l'intervention. 358,411 Récemment, un modèle de dommage répété à l'artère
coronaire par angioplastie a été rapporté. 4^2 gien qu'un dommage répété dans la
coronaire ne semble pas se traduire par une production de néointima plus substantielle que
suite à une simple angioplastie, la lésion observée est plus concentrique, se rapprochant du
type de lésion observé après la pose d'un stent.
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Des études récentes ont également suggéré qu'un remodelage vasculaire constrictif,

principalement d'origine adventitielle, est un mécanisme important de la réduction de la

lumière vasculaire observée dans les artères coronaires porcines suite à l'angioplastie.

277,295,308,413 Toutefois, l'importance du remodelage vasculaire dans la resténose
coronaire post-angioplastie reste à confirmer; une étude récente suggère que le

remodelage vasculaire constrictif n'est pas impliqué dans le développement de resténose,

suite à l'angioplastie d'artères coronaires porcines préalablement endommagées. 292
En somme, le modèle porcin a surtout été utilisé pour l'introduction de stratégies

destinées à inhiber la prolifération/migration des cellules musculaires lisses ou de

nouvelles procédures/équipements d'angioplastie. ^^ Par ses avantages pratiques et sa
similitude morphologique et physiologique avec l'humain, le porc est un des modèles

expérimentaux le mieux adapté à l'étude de pathologies cardiovasculaires.

1.3.7 Divergence entre les résultats cliniques et expérimentaux

Plusieurs modèles expérimentaux ont donc été employés dans le cadre d'études soit de

la prévention ou de mécanismes impliquées dans la resténose. Bien que plusieurs agents

pharmacologiques soient efficaces pour réduire la prolifératioii/migration des cellules

musculaires lisses chez des modèles expérimentaux, la grande majorité de ces agents se

sont avérés inefficaces en clinique pour prévenir l'apparition de resténose. On peut

regrouper les facteurs pouvant potentiellement expliquer cette divergence en diverses

catégories reliées : l) aux modèles expérimentaux; 2) à l'analyse des résultats et 3) à des

différences de protocole entre les modèles expérimentaux et les études cliniques.

1.3.7.1 Facteurs reliés aux modèles expérimentaux

Des différences importantes sont évidentes en ternie de production du tissu

néointimal et de réponse face à diverses thérapies entre ces modèles expérimentaux. Parmi

les facteurs pouvant expliquer ces différences, mentionnons l'utilisation d'artères

élastiques vs musculaires, des degrés de dommage différents et une implication variable
du thrombus, des cellules musculaires lisses, de la formation de la matrice extracellulaire

et de facteurs de croissance entre les divers modèles.

1
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1.3.7.1.1 Type d'artères utilisées

Tout d'abord, l'anatomie artérielle diffère selon les espèces. Premièrement,

l'intima artériel humain présente un épaississement multifocal associé à la présence de

cellules musculaires lisses dans des artères comme l'aorte, les artères carotides, fémorales,

iliaques et rénales. Ces cellules musculaires lisses sont disposées longitjdinalement dans

une matrice de collagène et d'élastine. Ces épaisissements, surtout observés aux

bifurcations artérielles, représentent une adaptation du vaisseau à des fluctuations des

forces hémodynamiques. ^^ Parmi les espèces animales ci-haut mentionnées, seul le porc
et le primate sont susceptibles de développer des lésions intimales comparables.

L'absence de lésions artérielles athérosclérotiques préalables à l'angioplastie dans certains

modèles expérimentaux est un autre facteur pouvant avoir un impact dans le

développement de la resténose. L'aorte et les artères périphériques, comme les artères

carotides et iliaques, sont des artères dont la paroi comporte plus d'élastine et moins de

cellules musculau'es lisses que des artères musculaires, comme les coronaires et les

fémorales. 3^^ Étant donné le rôle des cellules musculaires lisses dans la formation du

tissu néointimal, cela est possible que des artères musculaires produisent plus de

néointima que des artères élastiques. D'ailleurs, tel que rapporté par Badimon et coll., ^0^
la sténose vasculaire de même que l'adhésion des plaquettes l heure après le dommage

étaient plus importantes suite à une angioplastie d'artères coronaires que d'artères

carotidiennes chez le porc. Cette sténose vasculaire accrue observée dans les artères

coronaires fut associée à une production plus substantielle de néointima. Toutefois, ils ne

font pas mention de la présence ou non de remodelage vasculaire dans les artères

carotidiennes ou coronaires étudiées. De plus, cette étude réfère à des artères saines. La

réponse des artères carotidiennes athérosclérotiques ou pathologiques après une

angioplastie pourrait être différente. D'ailleurs, une étude récente souligne que la
production de tissu néointimal, suite à une angioplastie d'artères carotidiennes

préalablement endommagées 14 jours auparavant par denudation endothéliale, était plus

abondante qu'après un seul dommage vasculaire. 414 De plus, la prolifération des cellules
musculaires lisses observées à la suite de l'angioplastie était principalement limitée au

tissu néointimal présent, et non pas dans la média, et était associée à l'infiltration de

cellules inflammatoires dans le néointima. 4^
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"^ 1.3.7.1.2 Type et sévérité du dommage vasculaire

Le type et la sévérité du dommage artériel causé varient grandement entre les
divers modèles expérimentaux. Par exemple, le dommage vasculaire produit dans l'artère
coronaire de porc ou dans l'artère fémorale/iliaque de lapin est souvent profond avec
dissection de la média. Ce type de dommage, similaire à ce qui est observé en clinique, est
suivi d'une production relativement abondante de néointima. Par contre, dans le modèle
experimental de rat, une déendothélialisation est pratiquée, laissant intacte la lame
élastique interne et la média avec très peu de formation de néointima. Sachant
l'importance de la fi-acture de la lame élastique interne et de la sévérité du dommage dans
la formation du néointima, cela pourrait expliquer la variation dans la production de
néointima selon les modèles expérimentaux.

1.3.7.1.3 Importance relative du thrombus et des cellules musculaires lisses
Alors qu'une mince couche de plaquettes est généralement observée suite à une

déendothélialisation de la carotide de rat, un thrombus riche en plaquettes se développe

chez le lapin. Un thrombus mural parfois occlusif, riche en plaquettes mais aussi en

fibrine est la norme suite à une angioplastie d'artères périphériques ou coronaires
porcines. Cette variation pourrait être secondaire à des différences interespèces dans le

potentiel fibrinolytique. ^^9 Étant donné le rôle du thrombus non seulement comme
matrice qui sera envahie par des leucocytes et cellules musculaires lisses, mais aussi
comme réservoir de facteurs de croissance et de substances mitogéniques, une difïërence
dans le volume de thrombus produit peut donc avoir un impact sur le développement de la
lésion resténotique. Les divers modèles expérimentaux discutés démontrent ausi une
implication variable des cellules musculaires lisses. Alors que la prolifération des cellules
musculaires lisses de la média est importante et ù-ès bien décrite chez le rat, cette phase

proliférative semble être moins présente chez le porc et l'humain. ^^

J

1.3.7.2 Analyse et objectifs

Bien que la resténose dans les études cliniques est principalement définie sur la
base de critères angiographiques, l'analyse quantitative de sections histologiques est
généralement le critère retenu dans les études expérimentales. Dans certains cas, cette
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différence peut expliquer, du moins en partie, l'absence de bénéfice en clinique d'une
drogue jugée efïicace dans un modèle expérimental. Par exemple, alors que l'utilisation de
cilazapril (un inhibiteur de l'enzyme de conversion de l'angiotensine) chez le rat se traduit
par une inhibition d'environ 80% de la production du néointima (lorsqu'exprimée en
fonction de la surface de la média), la réduction réelle n'est que d'environ 0.09 mm, ce qui

est en dessous du seuil de détection angiographique. ^4 De plus, les études
expérimentales utilisant des artères saines, par exemple le modèle expérimental de rat,
mesurent une réduction de la lumière vasculaire par rapport à la dimension initiale, suite à

la fonnation d'un néointima. 289 Q^ évalue donc une sténose, ce qui est différent de la
situation clinique ou la resténose est souvent définie comme une perte de plus de 50% du
gain initial de la lumière vasculaire, gain produit par l'angioplastie d'un vaisseau
présentant déjà une sténose (la plupart du temps reliée à une plaque athérosclérotique).
Bien que ces études ont permis de mieux comprendre les mécanismes cellulaires
impliqués suite à un dommage vasculaire, la sténose observée dans plusieurs modèles
expérimentaux est donc un concept différent de la resténose clinique. Cela souligne, à
mon sens, l'importance, de façon à se rapprocher de la situation clinique, d'utiliser dans
les modèles expérimentaux de resténose, à défaut d'artères athérosclérotiques, des artères
ayant déjà subies un dommage vasculaire et présentant un tissu néointimal.

Plusieurs études expérimentales de la resténose ne réfèrent pas à des segments de
référence lors de revaluation de la lumière vasculaire résiduelle, contrairement à ce qui
est fait en clinique. De plus, certaines n'ont pas tenu compte de la surface totale du
vaisseau dans leur évaluation de l'impact du composé d'intérêt sur l'apparition de

resténose, sous-estimant l'impact du remodelage vasculaire. ^^^ Finalement, la période de
suivi entre l'intervention et revaluation de la resténose est souvent d'environ l mois dans

les modèles expérimentaux alors qu'en clinique elle est plutôt de 4 à 6 mois. Prolonger
cette période se traduirait peut-être par une perte de l'effet bénéfique de certains composés

noté dans les modèles expérimentaux. ^^

J

1.3.7.3 Différences entre protocoles expérimentaux et cliniques

Tel que rapporté par Currier et coll., 416 la dose actuelle de la drogue administrée
au patient est souvent beaucoup plus faible que la dose efficace évaluée dans les modèles
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expérimentaux. Par exemple, la dose la plus élevée de cilazapril utilisée chez les patients
en prévention de la resténose était d'environ 20 mg/jour soit environ 0.29 mg/kg/jour,

pour un patient de 70 kg. 342,343 Comme la dose efficace chez le rat était de 10
mg/kg/jour, la dose clinique ne représentait donc que 2.5% de la dose expérimentale. De
plus, alors que dans plusieurs études animales la drogue est administrée avant
1'intervention (parfois plusieurs jours avant), un tel prétraitement n'est pas souvent

effectué en clinique. 417 Un prétraitement est potentiellement important pour pennettre
d'atteindre un niveau plasmatique de drogue permettant d'exercer son efïet. l-i4 Par
exemple, une étude clinique récente (portant sur un nombre restreint de patients), rapporte
que l'administration quotidienne de cilazapril, débutée 7 jours avant l'intervention et
poursuivie jusqu'à 6 mois post-angioplastie, s'est traduite par une réduction d'environ

40% du taux de resténose. ^^ La durée du traitement peut aussi être insuffisante dans les
études cliniques, par exemple dans le cas d'antithrombotiques comme l'hirudine. 2^

Jusqu'à récemment, la formation du tissu néointimal était considérée comme centrale
au développement de la resténose. Plusieurs composés dirigés contre la
prolifération/migration des cellules musculaires lisses ont donc fait l'objet d'études
expérimentales et cliniques. Comme mentionné précédemment, le remodelage vasculaire
chez l'homme est aussi sinon plus déterminant que le néointima dans l'apparition de la
resténose. Dans tous les modèles expérimentaux, excepté le rat, la resténose post-
angioplastie ne serait pas reliée principalement à la formation du néointima, mais plutôt à

un remodelage constrictifet/ou une absence de remodelage positif. 302

En résumé, divers modèles animaux ont été employés dans le cadre d'études reliées à

la resténose post-angioplastie. Alors que la valeur prédictive en clinique des études
effectuées chez les rongeurs et le lapin est faible, les études utilisant des animaux de plus
grande taille, particulièrement le porc, permettent de mieux prévoir les résultats observés
en clinique. Bien que des modèles de rongeurs, particulièrement modifiés génétiquement,
puissent être fon utile dans l'étude de mécanismes spécifiques, le porc est le modèle
animal qui, autant pour des considérations d'ordres pratiques que pathophysiologiques, est

le plus approprié pour étudier le développement de la resténose post-angioplastie. ^^

l
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L'angioplastie est une approche de revascularisation utilisée fréquemment dans les cas

d'occlusions vasculaires dont la principale cause sous-jacente est l'athérosclérose. Outre

une occlusion aiguë, une des principales limites de l'angioplastie demeure un pourcentage

élevé de resténose se développant dans les semaines et mois après l'intervention. La

resténose est une pathologie complexe et multifactorielle où les plaquettes, les leucocytes

et la paroi artérielle interagissent dans le temps, ces interactions se traduisant par la

formation d'un tissu néointimal et l'apparition ou non de resténose. Plusieurs modèles

expérimentaux ont été utilisés pour tenter de définir les mécanismes sous-jacents au

développement de la resténose ou pour vérifier l'efficacité de traitements

pharmacologiques. Toutefois, très peu de composés ayant démontré une efficacité dans
des modèles animaux ont démontré une efficacité similaire chez l'humain. Une des

raisons pouvant expliquer cette divergence est l'utilisation de modèles animaux présentant

des différences significatives avec la lésion retrouvée chez l'humain.

Dans le prochain chapitre, nous verrons les interactions plaquettes-neutrophiles et les

molécules d'adhésion pouvant permettre ces interactions.

J
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CHAPITRE H : INTERACTIONS PLAQUETTES-NEUTROPHILES ET

MOLÉCULES D'ADHÉSION

2.1 Généralités

J

2.1.1 Les neutrophiles

Les neutrophiles sont habituellement le premier type de leucocyte présent aux sites

d'inflammation aiguë. Produit à partir de cellules souches myéloïdes de la moelle osseuse,

le neutrophile, une fois les diverses étapes de sa maturation complétée, est relâché en

circulation environ 6 jours plus tard. Sa demie-vie en circulation est courte, d'environ de 6

à 8 heures; après avoir migré dans des tissus, le neutrophile ne peut revenir dans la

circulation sanguine. Le neutrophile est une cellule d'environ 10 à 12 microns de diamètre

avec un noyau polylobulé et un cytoplasme abondant riche en granules mais relativement

pauvre en organelles. Les granules des neutrophiles sont classifies selon leur positivité à la

peroxidase. Les granules peroxidase-positif (granules azurophiles ou primaires)

contiennent plusieurs protéases et hydrolases dont la myéloperoxidase, des cathepsines, du

lysozyme et de l'élastase. Les granules peroxidase-négatif sont subdivisés en granules

spécifiques (secondaires) selon la présence de lactoferrine et en granules tertiaires, riches

en gélatinase mais non en lactoferrine. ^^9 L'activation d'un neutrophile se traduit par
une polarisation de sa morphologie, avec apparition d'un uropode, de lamellipodes (pour

la migration) et de pseudopodes (pour la phagocytose) de même que par des changements

biochimiques, dont la dégranulation, la production de radicaux libres dérivés de l'oxygène

(RLO) et la sécrétion de médiateurs néoformés (leucoùiènes, PAF et TxAs). La fonction

principale des neutrophiles dans l'inflammation est de phagocyter et détmire les

envahisseurs microbiens par leurs enzymes protéolytiques et par des radicaux libres

dérivés de l'oxygène, et de participer à la production de facteurs chémotactiques. Alors

que les granules azurophiles facilitent plutôt la digestion du matériel phagocyté par les
neutrophiles, les granules peroxidase-négatif sont des granules de sécrétion qui jouent un

rôle important dans l'initiation de la réaction inflammatoire. 419 En fait, en plus d'etre des
réservoirs d'enzymes protéolytiques ou d'agents bactéricides, ces granules sont également

des réservoirs de protéines membranaires qui sont incoq)orées dans la membrane

plasmatique du neutrophile lors de la fusion des granules avec cette membrane et de
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l'exocytose. De plus, le cytoplasme du neutrophile renferme également des vésicules de
sécrétion. Probablement formées par endocytose, les vésicules de sécrétion ne contiennent
que du plasma. Par contre, leur membrane est riche en récepteurs et protéines

transmembranaires, comme des intégrines, entre autres Mac-1.420
Le neutrophile peut être activé suite à son adhésion à divers substrats, principalement

via une intégrine ?2, ou suite à l'action de divers médiateurs. 421-423 plusieurs substances
peuvent activer le neutrophile, par exemples des cytokines (IL-1, TNF, D-^-8), des
leucotriènes (LTB4), des dérivés du complément (C3a, C5a), du PAF, des LDLs oxydés,

et des peptides d'origine bactérieime (fMLP, lipopolysaccharide). 424 Lg PAF est un
phospholipide biologiquement actif élaboré à partir de lyso-PAF, produit par l'action de la

phospholipase Ai, converti en PAF par une acétyl transférase. ^ Plusieurs types
cellulaires peuvent synthétiser du PAF, notamment les plaquettes, les neutrophiles, les
macrophages et les cellules endothéliales. En plus d'etre un agoniste puissant des
plaquettes, le PAF est capable d'activer les neutrophiles, stimulant leur chémotaxis, leur
expression de molécules d'adhésion, leur agrégation de même que la libération d'enzymes

protéolytiques et la production de RLO. 425-427 L'action microbicide des neutrophiles
est tributaire d'un système dépendant de l'oxygène et d'enzymes protéolytiques dont
l'action est indépendante de l'oxygène. Suite à l'activation du neutrophile et à la
phagocytose, sa consommation d'oxygène est fortement augmentée, l'activation de
l'enzyme NADPH oxidase (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) présente dans
la membrane plasmatique, se traduit par l'oxydation du NADPH cytoplasmique en
NADP+, générant deux molécules de superoxyde (Oî') se transformant en peroxyde
d'hydrogène (HiOs) par dismutation. 45 Le peroxyde d'hydrogène peut être transformé,
en présence d'éléments métalliques, en radical hydroxyl via la réaction de Fenton. La
generation de RLO est dépendante aussi des granules peroxidase-négatifs dont la
membrane renfenne un cytochrome, constituant de la NADPH oxydase, et des granules
azurophiles, leur myéloperoxidase catalysant à partir de peroxyde d'hydrogène et d'ions

chlorés, la formation d'acide hypochlorique (HOCL), puissant oxydant et bactéricide. ^
Ces RLO, lorsque relâchés dans le milieu extracellulaire, bien qu'ayant une demie-vie très
courte, peuvent de façon non-spécifique altérer les tissus environnants par la dégradation
de certaines protéines comme des protwglycans et du collagène. Leur interaction avec les
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lipides membranaires se traduit par la peroxydation de ces lipides, amenant une perte de

l'intégrité de la membrane, une diminution de l'activité enzymatique et éventuellement

une lyse cellulaire.

Les RLO peuvent également contribuer au recrutement des neutrophiles via

1'activation du complément ainsi que par l'induction de l'expression de P-sélectine et de la

production de PAF retrouvés à la surface des cellules endothéliales.

Les granules des neutrophiles renferment plusieurs enzymes protéolytiques dont la

cathepsine G et l'élastase, protéinases à serine contenues dans les granules azurophiles, et

des métalloprotéases, la collagénase, présente dans les granules secondaires et la

gélatinase, contenue principalement dans les granules tertiaires. Ces protéases sont

capables de dégrader divers éléments de la matrice extracellulaire, dont le collagène,

l'élastine, la fibronectine et des protéoglycans. Lors de contact étroits entre les

neutrophiles et les plaquettes, protégeant ces enzymes des antiprotéases plasmatiques,

104,428 ia cathepsine G est un agoniste puissant des plaquettes. 429,430 L'élastase, en
activant directement la GpHb/UIa des plaquettes, potentialise l'agrégation plaquettaire

induite par la cathepsine G. ^^ Bien que les métalloprotéases soient libérées sous une
forme inactive, l'élastase et les RLO des neutrophiles peuvent les activer, soulignant la

coopération existant entre les enzymes protéolytiques et le métabolisme oxydatif du

neutrophile. De plus, les neutrophiles activés libèrent des médiateurs inflammatoires

dérivés des phospholipides membranaires ayant un impact sur le développement de la

lésion tissulaire. 432 Lg production de leucotriènes, principalement LTB4 par les
neutrophiles activés via l'action de la 5-lipooxygénase sur l'acide arachidonique et la

production de PAF, via l'action de la phospholipase As et d'une acétyltransférase, sont

particulièrement importantes. 46 La génération de LTB4 et PAF, puissants agents
chémotactiques et activateurs des neutrophiles, peut pennettre une amplification des

lésions et une augmentation de la pennéabilité vasculaire. ^ Le PAF, de même que des
leucotriènes produites par les neutrophiles (LTC4, LTD4, LTE4) sont également capables

de produire une vasoconstriction.

Les neutrophiles sont responsables d'une grande partie du dommage tissulaire observé

suite à la reperfusion de tissus ischémiques, par exemple lors d'infarctus du myocarde.
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Suite à un dommage artériel par angioplastie, les neutrophiles sont retrouvés dans le

thrombus où ils peuvent interagir avec les plaquettes et moduler la réponse vasculaire.

2.1.2 Les plaquettes

Les plaquettes des mammifères sont des fragments cytoplasmiques de mégakaryocytes

produits par des cellules souches de la lignée hématopoïétique. Dans la plupart des

espèces animales, les plaquettes peuvent être produite en 4 jours. Suite à leur relâchement

dans la circulation sanguine, elles pourront y circuler pour environ 9 jours, selon leur

utilisation. Les plaquettes nonactivées sont des cellules discoïdes d'environ 2 à 4 microns
de diamètre chez la plupart des espèces animales. La zone périphérique de la plaquette
contient la membrane externe, le système canaliculaire et la couche externe de glycocalix

(formé par les régions extracellulaires des glycoprotéines plaquettaires). ^^ La
membrane externe de la plaquette, dans la plupart des espèces animales, comporte des

pores qui communiquent avec un système canaliculaire (excepté chez le bovin) dérivé du

mégakaryocyte. Le cytoplasme de la plaquette contient un cytosquelette fibrillaire
contractile composé de microfilaments et de microtubules permettant de maintenir la

forme de la plaquette, mais aussi responsable du changement de forme et de la contraction

des plaquettes. Le cytoplasme plaquettaire renferme également du glycogène et des

organelles comme des mitochondries, un système tubulaire dense, responsable du

stockage de calcium, des lysosomes, riches en hydrolases acides et divers types de

granules. On retrouve dans les plaquettes deux principaux types de granules, à savoir les

granules a et les granules denses. Les granules denses renferment de l'ADP, de l'ATP, de

la sérotonine, de l'épinéphrine, de l'histamine et du calcium ionisé. Quant à eux, les

granules a contiennent plusieurs substances, dont le facteur de von Willebrand (vWf), le

fibrinogène, la fibronectine, le facteur V, le facteur de croissance transformant-P (TGF-P),

le facteur plaquettaire 4, la thrombospondine et le facteur de croissance dérivé des

plaquettes (PDGF). On retrouve également dans la membrane des granules a, de la P-

sélectine et certaines intégrines, comme GpHb/IIIa et Gplb. 434,435 L'intégrine
GpIIb/IHa est également présente dans la membrane du système canaliculaire.

Récemment, la présence de P-sélectine et de GpItb/HIa dans la membrane des granules

denses a été rapportée. 436,437 gy^e à son activation par des médiateurs solubles ou par
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des éléments de la paroi vasculaire, la moq)hologie de la plaquette se modifie, devenant

plus sphérique, hérissée de projections cytoplasmiques; le cytosquelette de nùcrotubules et

de microfilaments est important pour permettre le changement de forme et le mouvement

centripète des granules. Les granules de sécrétion sont concentrés au centre de la plaquette

et se fiisionnent avec les membranes du système canaliculaire, permettant la sécrétion de

leur contenu vers le milieu extracellulaire. Des médiateurs relâchés ou produits par les

plaquettes favorisent l'activation d'autres plaquettes, l'agrégation plaquettaire et

influencent le tonus vasculaire. L'activation plaquettaire se traduit aussi par l'expression

de molécules d'adhésion à la surface des plaquettes, comme la P-sélectine, et

1'augmentation de l'expression et changement de conformation d'intégrines,

particulièrement de l'intégrine 33, GpIIbAIIa (voir section molécules d'adhésion)

favorisant le contact avec d'autres types cellulaires comme les leucocytes. Suite à un

dommage vasculaire, le conagène, particulièrement de type fîbrillaire (comme le

collagène I et IH) etla thrombine sont les principaux activateurs des plaquettes. 170,438
La sécrétion subséquente de médiateurs contenus dans les granules, comme l'ADP, et la

synthèse de TxA; et de facteur activateur des plaquettes (PAF) va contribuer à amplifier

l'activation et l'agrégation plaquettaire conduisant à la formation éventuelle d'un

thrombus mural. 439,440 L^ presence de thrombine, produite par la cascade de la
coagulation, amplifie aussi l'agrégation par le recrutement d'autres molécules de

GpIIb/UIa. De plus, la thrombospondine libérée par les plaquettes et la thrombine, qui

convertit le fibrinogène en fibrine, va contribuer à stabiliser le thrombus. Contrairement à

des agonistes comme le collagène et la thrombine, l'ADP est stocké dans les granules

denses des plaquettes. C'est un agoniste important des plaquettes, particulièrement pour

faciliter la propagation de l'agrégation plaquettaire. û induit une augmentation rapide de
la teneur intracellulaire en calcium ionisé, initialement via une augmentation de l'influx de

calcium extracellulaire mais aussi suite à la mobilisation du calcium intracellulaire

contenu dans le système tubulaire dense 441,442 L'ADP induit également une
augmentation de la liaison au fibrinogène de la plaquette via l'intégrine GpUb/HIa, suite à

une modification de sa conformation, et le relâchement additionel d'ADP par les

plaquettes favorisant la propagation de l'activation et de l'agrégation plaquettaire. La
thromboxane A; (TxÂ2) est issue du métabolisme de l'acide arachidonique et est

rapidement produite lors de l'activation plaquettaire. Suite à l'action d'une phospholipase,
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de l'acide arachidonique est libéré des phospholipides membranaires. L'acide

arachidonique est ensuite soumis à diverses oxygénases dont des cyclooxygénases.

L'action de la cyclooxygénase (COX-1 dans les plaquettes) se traduit par la formation

éventuelle de prostaglandine Hz; cette dernière est métabolisée en TxAs par la

thromboxane Ai synthétase plaquettaire. 443 Composé ayant une demie-vie très courte
(quelques secondes), la TxAa est donc néoformée par les plaquettes suite à leur activation.

En plus d'etre un agoniste puissant des plaquettes, capable de stimuler l'activation, la

sécrétion et l'agrégation, elle est aussi un vasoconstricteur important.
La formation d'un thrombus mural, parfois occlusif, suite à l'agrégation plaquettaire et

à la formation de fibrine par la cascade de la coagulation est centrale dans les

complications de pathologies cardio vasculaires courantes, comme l'athérosclérose.

2.2 Interactions plaquettes-neutrophMes

L'angioplastie, modalité thérapeutique utilisée fi-équemment dans les cas d'occlusions

vasculaires, produit souvent une lésion vasculaire profonde avec formation d'un thrombus

riche en plaquettes, infiltration de neutrophiles et apparition d'un vasospasme. L'adhésion

des plaquettes et des neutrophiles, bien que nécessaire pour promouvoir l'homéostasie

vasculaire, peut aussi contribuer au développement de conditions pathologiques, comme

la thrombose, le vasospasme et la resténose. D'ailleurs, des interactions entre les

plaquettes et les leucocytes sont impliquées dans diverses pathologies cardiovasculaires.

60,61,89,444 ccg interactions physiques et métaboliques entre les plaquettes et les
neutrophiles contribuent à la modulation et à la localisation d'événements thrombotiques
et inflammatoires par des mécanismes permettant une activation et une collaboration
mutuelle de leurs métabolismes intracellulaires.

J

2.2.1 Le métabolisme transcellulaire

L'acide arachidonique membranaire peut être metabolise par la voie de synthèse

de la 5-lipooxygénase en acide hydroperoxyeicosatetraenoique (HPETE), précurseur des

leucotriènes. LTÂ4 (leucotriène A4) est d'abord générée puis est soit hydrolysée en LTB4
ou conjuguée avec la glutathione (via la glutathione-S-transférase) produisant ainsi la
LTC4. LTB4 est un facteur chémotactique puissant pour les leucocytes, stimulant
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également leur agrégation, leur production de superoxyde et leur adhésion puis diapédèse

à travers l'endothélium. 445 La LTC4 et ses dérivés, LTD4 et LTË4, sont capables
d'induire de la vasoconstriction, avec augmentation de la perméabilité vasculaire et
bronchoconstriction. Les plaquettes ne possèdent pas de 5-lipooxygénase et ne peuvent

donc pas produire de LTÂ4. Toutefois, on note, lorsque des plaquettes dont l'acide

arachidonique est radioactif sont mises en présence de neutrophiles stimulés, une

production de LTB4 radioactive, soulignant le transfert de l'acide arachidonique des

plaquettes vers les neutrophiles 89. Les neutrophiles peuvent également produire du LTB4
à partu- du 12-HETE produit par les plaquettes (via leur 12-lipooxygénase). 446 Ce
transfert de dérivés de l'acide arachidonique est toutefois bidirectionnel, les plaquettes,

possédant l'enzyme glutathione-S-transférase, étant capables de produire de la LTC4 ou

du lipoxin A4 et 84 (à partir de leur 12-lipooxygénase) en métabolisant la LTÂ4 générée

par les neutrophiles. 104,428 Lg lipoxin A4 est capable d'inhiber la chémotaxie des
neutrophiles et de diminuer leur adhésion aux cellules endothéliales, via une diminution

de l'expression endothéliale de la P-sélectine. 447 Les neutrophiles peuvent également
contribuer à amplifier la production de thromboxane A! des plaquettes (via la

cyclooxygénase) en générant de l'acide arachidonique libre. ^^ En plus de stimuler
l'agrégation des plaquettes et la vasoconstriction, TxAz est capable d'amener une

augmentation de l'adhésion des neutrophiles en stimulant une augmentation de

l'expression des intégrines Ps à leur surface. 449 une coopération existe également entre
les plaquettes et les neutrophiles pour la production de PAF; une production accme de

PAF est observée lorsque les deux types cellulaires sont activés, par rapport à la

production d'une ou l'autre des populations cellulaires activées, et serait associée au

transfert de lyso-PAF des plaquettes vers les neutrophiles, le transformant en PAF. ^() Le
PAF, en plus d'etre un vasoconstricteur, a de nombreuses propriétés proinflammatou-es

dont notamment d'etre un facteur chémotactique et activateur pour les leucocytes

(stimulant leur dégranulation et leur production de RLO), de même que d'activer

également les plaquettes. Cette collaboration entre les plaquettes et les neutrophiles

pennet donc une production accrue de leucotriènes et de dàivés de l'acide arachidonique.

J
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2.2.2 Activation et recrutement

Les plaquettes et les neutrophiles peuvent également moduler leur niveau d'activation

réciproque. Par exemple, il fut remarqué, dans une suspension mixte de plaquettes et de

neutrophiles activés par un activateur spécifique des neutrophiles (fMLP), une activation

marquée des plaquettes, effet présent également lorqu'un surnageant de neuti-ophiles

activés était mélangé avec des plaquettes. 429 Cette activation fut reliée à l'action de
protéases à serine, la cathepsine G et l'élastase, contenues dans des granules azurophiles

positifs à la peroxydase des neutrophiles. 104 La cathepsine G est capable d'activer
directement les plaquettes, tel que défini par leurs dégranulations et agrégations.

L'activation des plaquettes par la cathepsine G entraîne une augmentation concentration-

dépendante de la teneur intracellulaire en calcium, secondaire à l'ouverture de canaux

calciques et non au relâchement des réserves intracellulaires. ^^ La cathepsine G peut
également modifier de façon protéolytique certaines glycoprotéines de surface des

plaquettes, notamment la Gplb, et peut également cliver la région N-terminale du

récepteur plaquettaire à la thrombine à deux sites différents, en position Phe55-Trp56 et

après l'arginine 41 (similaire à l'action de la thrombine). La cathepsine G peut également

amplifier 1'interaction plaquettes-neutrophiles en transformant par clivage protéolytique le

peptide d'activation du tissu conjonctifll (CTAPII), sécrété par les plaquettes, en peptide

d'activation des neutrophiles (NAP-2), puissant chémoattractant pour les neutrophiles.

^^ Quant à elle, l'élastase est capable, à une concentration relativement faible de ces
protéases, de potentialiser l'action de la cathepsine G alors qu'une concentration élevée

peut avoir un effet inhibiteur. ^29 [>y superoxyde et du peroxyde d'hydrogène produit par

le neutrophile activé peuvent également activer les plaquettes. ^^ Par contre, les
neutrophiles nonactivés sont capables de limiter l'activation et l'agrégation plaquettaire.

En effet, une production de NO par ces neutrophiles nonactivés semble diminuer

l'activation des plaquettes suite à leur activation par la thrombine, effet inhibiteur des

neutrophiles qui est potentialisé par la présence d'aspirine. 452,453 L'ajout d'un anticorps
contre la P-sélectine potentialise cette diminution de l'activation plaquettaire, soulignant

le fait que cet effet inhibiteur des neutrophiles ne dépend pas d'un contact étroit entre les

neutrophiles nonactivés et les plaquettes activées.
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Les plaquettes lors de leur activation vont relâcher plusieurs substances contenues
dans leurs granules a pouvant influencer les neutrophiles. Par exemple, le PDGF est
capable d'agir comme chémoattractant envers les neutrophiles et les monocytes. Le
facteur plaquettaire cationique 4 (PF4) est aussi un chémoattractant (plutôt faible) pour les
neutrophiles et est également capable de stimuler le relâchement d'élastase des

neutrophiles. Les plaquettes peuvent également libérer des chémokines 454 ^ ^es
protéases neutres capables d'activer la cascade du complément avec formation, entre
autres, de C5a, médiateur chémotactique et activateur pour les leucocytes. La production
in vitro de cytokines, comme l'EL-1, D^-8 et MCP-1, par des leucocytes est également
rapportée suite à leur adhésion avec des plaquettes fixées et activées (thrombine) et a été
associée à la formation de conjugués plaquettes-leucocytes chez des patients après

reperfusion. 55 La production de ces cytokines peut contribuer à aggraver une lésion
vasculaire en activant les leucocytes, en participant à leur recmtement (IL-8 pour les
neutrophiles et MCP-1 pour les monocytes) et en affectant également l'endothélium
vasculaire, notamment en stimulant son expression de molécules d'adhésions et d'autres
cytokines (IL-6). La production de facteur tissulaire, initiant la cascade de la coagulation
par la voie extrinsèque, a été rapportée par des leucocytes suite à leur liaison avec des

cellules exprimant de la P-sélectine. 183,455 Une étude in vitro récente suggère que les
leucocytes transfèrent du facteur tissulaire vers les plaquettes, pennettant la propagation

du thrombus par les plaquettes. ^^ Ce transfert serait dépendant de la présence de P-
sélectine et d'un ligand à ce jour non identifié du facteur tissulaire à la surface des

plaquettes.

Ces interactions plaquettes-neutrophiles sont favorisées par un contact étroit entre les

plaquettes et les neutrophiles 428,430 créant un microenvironnement protégeant les
protéases des neutrophiles de l'action des antiprotéases plasmatiques. Ce micro-
environnement favorise également le métabolisme transcellulau-e des dérivés de l'acide

arachidonique. ^^ En eflTet, un anticorps dirigé contre la P-sélectine a diminué la
formation d'aggrégats hétérotypiques plaquettes-neutrophiles et la formation de TxÂ2 et

de LTC4 dans une suspension de plaquettes et de neutrophiles activés au fMLP. 428 Cette
interaction adhesive entre les plaquettes et les neutrophiles est dépendante principalement,
mais non exclusivement, de la P-sélectine exprimée à la surface des plaquettes activées
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liant le PSGL-1 à la surface des neutrophiles. Cette liaison, responsable du roulement

initial des neutrophiles sur une surface de plaquettes 457,458 ^ ^u recrutement de
leucocytes dans le thrombus, ^3 entraîne l'activation du neutrophile. 459 Cette activation
est potentialisée par la présence de PAF à la surface des plaquettes 460 puis l'expression
accrue de l'intégrine Mac-1 des neutrophiles assure ainsi une adhésion plus ferme. 444 un
pont de fibrinogène entre l'intégrine GpIIb/HIa des plaquettes activées et Mac-1 des
neutrophiles est un autre mécanisme contribuant à cette adhésion plaquettes-neutrophiles.
461

Voyons donc les molécules d'adhésion impliquées dans ces interactions plaquettes-
neutrophiles, plus particulièrement les sélectines et les intégrines.

2.3 Molécules d'adhésion et leur ligands

2.3.1 Intégrines

Les intégrines sont des molécules d'adhésion glycoprotéiques hétérodimériques
constituées de deux sous-unités distinctes a et |3 unies par des liens non covalents; une

sous-unité a peut se lier à plusieurs sous-unités P. 462,463 Un nombre toujours croissant
de sous-unités a et P sont identifiées donnant lieu à une possibilité de plus de 100

intégrines. 463-465 Les intégrines sont constituées d'un large domaine extracellulaire,
d'un domaine transmembranaire et d'une courte queue cytoplasmique. Elles sont
capables, suite à une liaison avec leur ligand, d'induire une signalisation se traduisant par
des changements intracellulaires. Les ligands des intégrines sont variés, soit des protéines
plasmatiques, des éléments de la matrice extracellulaire ou d'autres molécules d'adhésion;
une intégrine peut reconnaître plus d'un ligand. Les intégrines sont subdivisées en

plusieurs classes selon leur sous-unité P. 462,463,466 Les intégrines Pi, ou very late
antigen (VLA), se retrouvent chez plusieurs types cellulaires et sont principalement
responsable d'interactions avec la matrice extracellulaire. Les intégrines fî;, exprimées
uniquement par les leucocytes, sont impliquées dans des interactions cellulaires
principalement hétérotypiques et dans des liaisons avec la matrice extracellulaire. Les
intégrines ^3 regroupent l'intégrine a2bP3 (GpIIb/IIIa) des plaquettes et l'intégrine aypa,
exprimée par les plaquettes et auù-es types cellulaires, comme les cellules endothéliales et
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les cellules musculaires lisses, mais non les leucocytes. Alors que la GpIIb/IHa est
responsable de l'agrégation plaquettaire, avPa est impliquée dans des interactions avec
divers éléments de la matrice extracellulaire (vitronectine, fîbrinogène, fibronectine,
thrombospondine). Les intégrines des familles ^4 à pg sont peu caractérisées. 462,463,467

J

2.3.1.1 Intégrines Pi des neutrophiles

Les intégrines Pi des neutrophiles sont principalement impliquées dans des
interactions avec des éléments de la matrice extracellulaire.

Jusqu'à relativement récemment, l'existence même des intégrines Pi à la surface des

neutrophiles était contestée. Toutefois, des études de cytométrie en flux, de RIA
(radioimmunoassay), d'adhésion statique sur plaque et d'immunoprécipitation ont

démontré la présence d'intégrines cLtPi, ctspi et OôPi à la surface des neutrophiles. 468-
471 Contrairement aux intégrines Pz, l'activation des neutrophiles ne semble pas résulter
en une augmentation significative de l'expression des intégrines Pi, mais seulement en
une augmentation de leur afffinité pour leur ligand, probablement suite à un changement

de conformation. ^^ L'intégrine ci6Pi semble être l'intégrine Pi responsable de l'adhésion
des neutrophiles à la laminine. La laminine, élément de la matrice extracellulaire et des
lames basâtes, est une glycoprotéine composée de trois chaînes polypeptidiques a, P et y
liées par des ponts disulfides et résultant en une structure asymétrique. Plusieurs sites
différents sur la molécule de laminine peuvent être impliqués dans les liaisons entre la

laminine et des cellules ou autres éléments de la matrice extracellulaire. ^^ En effet,
Bohnsack et coll. ont démontré, après avoir bloqué la sous-unité p2 avec des anticorps,
qu'une partie de l'adhésion des neutrophiles activés à la laminine était due à l'intégrine

ctéPi. 0^^ Toutefois, cette intégrine n'est présente qu'à une faible densité à la surface
des neutrophiles et son expression n'est pas augmentée suite à l'activation des

neutrophiles par divers agonistes. 4^1 Par contre, l'activation des neutrophiles et la
presence de magnésium sont nécessaires pour permettre sa liaison avec la laminine; le
changement de conformation de cette intégrine étant dépendant de la portion
cytoplasmique de la sous-unité a. 4^ La liaison entre la laminine et le neutrophile
stimule ce dernier, favorisant la phagocytose et la formation de RLO. ^^ Cette liaison
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peut également contribuer à moduler la réponse du neutrophile à d'auta-es agonistes, par
exemple, en augmentant la consommation d'oxygène et la formation de RLO par le

neutrophile (priming). 476
Une adhésion des neutrophiles humains à la fibronectine (via la reconnaissance d'un

site RGD) dépendante de l'intégrine 0.5^1 (VLA-5 ) et de la présence de magnésium dans

le milieu réactionnel a été démontrée dans une étude d'adhésion statique en plaque

couplée à de la cytométrie en flux. 468,470 L^ démonstration de cette adhésion requiert
cependant l'utilisation d'un anticorps bloquant la sous-unité ^2, la plus grande partie de

l'adhésion à la fibronectine des neutrophiles activés étant Ps-dépendante (probablement

Mac-1). 468,469 Les neutrophiles exprimeraient également l'intégrme 04?!, notamment
suite à leur transmigration dans la matrice extracellulaire. Toutefois, bien qu'elle semble
être impliquée dans l'adhésion des neutrophiles avec la fibronectine en condition statique,

^^ cette liaison ne s'efTectue pas en condition de flot, même à des forces de cisaillement
relativement faibles (2 dynes/cm2). ^^ Le principal ligand de l'intégrine a^\ demeure
une molécule d'adhésion de la famille des immunoglobulines exprimées par les cellules
endothéliales, fibroblastes, cellules musculaires et certains leucocytes, VCAM-1
(Vascular cell adhesion molecule-1). Les molécules d'adhésion de la famille des
immunoglobulines sont composées d'une seule chaîne de glycoprotéine, elle même
renfennant dans sa portion extracellulaire plusieurs répétitions de domaines, dont la

structure est semblable à celle d'immunoglobulines, reliées par des ponts disulfures. 478
L'expression de VCAM-1 est induite par l'action de cytokines comme TNF et IL-1 et par

l'administration d'une diète hypercholestérolemique. 17,383,479 La liaison entre 04?! et
VCAM-1 est particulièrement impliquée dans l'adhésion ferme entre des leucocytes
mononucléaires et l'endothélium. L'expression de VC AM-1 a été rapportée par
l'endothélium et par des cellules musculaires lisses de lésions athérosclérotiques ainsi que
par le néoendothélium recouvrant des lésions vasculaires produites par angioplastie.
17,309,381,480

J

2.3.1.2 Intégrines pi des neutrophUes

La famille des intégrines ps, seulement exprimée par les leucocytes, comprend

aiPî (LFA-1), aufti (Mac-1) et axP2 (pl50,95). Alors que LFA-1 est retrouvée à la
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surface de tous les leucocytes, Mac-1 et pl 50,95 ne sont exprimées que par les

granulocytes, macrophages et lymphocytes NK. Les intégrines pa sont associées

étroitement avec le cytosquelette cellulaire. Suivant l'activation cellulaire, la formation

d'amas ponctuels de récepteurs, par concentration des intégrines à certains endroits de la

membrane cellulaire, favorise l'interaction de ces intégrines avec leur ligands. Egalement

suite à l'activation, une mobilisation d'un pool intracellulaire de Mac-1 et pl 50,95,

contenu dans les granules secondaire et tertiaire, 420,462,481,482 gg^ observée en plus de
changements de conformation de la région extracellulaire caractéristique des intégrines

activées. 483 çg changement de conformation augmente l'affinité des intégrines pour leur

ligands. 462,463

J

2.3.1.2.1 Mac-1

Mac-1 est l'intégrine la plus abondante à la surface des neutrophiles. Cette

intégrine est impliquée dans le recrutement des neutrophiles aux sites d'inflammations

aiguës, étant responsable de médier l'adhésion ferme des neutrophiles suite à leur

roulement sur l'endothélium vasculaire. Cette interaction avec l'endothélium est possible

par l'intermédiaire d'une autre molécule d'adhésion exprimée par les cellules

endothéliales, ICAM-1 (intercellular adhésion molecule-1), un membre de la famille des

immunoglobulines, dont l'expression constitutive peut être augmentée suite à l'activation

des cellules endothéliales. ^^ La liaison de Mac-1 avec ses autres ligands, dont le

fibrinogène, le facteur X et C3bi, pourrait faciliter le recrutement des neutrophiles dans le

thrombus et à la surface vasculaire endommagée. 485-487 L'importance des intégrines ^2
dans l'adhésion des neutrophiles à la matrice extracellulaire fut surtout démontrée dans

des études statiques in vitro où l'utilisation d'anticoqîs spécifiques contre la sous-unité Ps

permettait une réduction substantielle de l'adhésion de neutrophiles activés à la laminine

et à divers éléments de la matrice extracellulaire 468,470 Qç piyg^ l'adhésion des
neutrophiles à la matrice extracellulaire est diminuée chez des patients déficients en ^2

(LAD). 471 Le fibrinogène est une protéine plasmatique produite principalement par le
foie et dont la production est augmentée lors de réactions inflammatoires. 4^ II est
retrouvé également dans les granules a des plaquettes. Le fibrinogène est un substrat

essentiel de la formation de la fibrine et du thrombus. On retrouvera donc du fibrinogène à

la surface de la matrice extracellulaire lors de dommage vasculaire par angioplastie.
i
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L'adhésion des neutrophiles activés au fîbrinogène est médiée par des intégrines Pa. ^9
En effet, dans des neutrophiles activés par phorbol ester, l'intégrine Mac-1 reconnaît des

fragments plasmatiques du domaine D du fibrinogène de 30 kDa, ô-agments produits par

protéolyse du fibrinogène par la plasmine. 4^5 La séquence d'acides aminés impliquée,
Glycinel9f)-Valine202, serait située dans la région carboxy-terminale de la chaîne y du
fibrinogène et n'impliquerait pas une séquence RGD. 486,489 Toutefois, lorsque des
neutrophiles sont activés avec du facteur tumoral nécrosant (TNF), l'adhésion de ces

neutrophiles est maintenant principalement le résultat de l'intégrine pl 50,95 qui lie une
sequence du côté NH2 terminal de la chaîne Aa du fîbrinogène. ^^ L'implication
dififérentielle des intégrines ^2 selon l'agoniste utilisé souligne une redondance possible

des mécanismes permettant in vivo l'adhésion des neutrophiles à la matrice extracellulaire.

2.3.1.2.2 Intégrine LFA-1

Cette intégrine ^2 fut surtout étudiée dans le contexte du recrutement et de la

recirculation des lymphocytes. 484,491,492 ggg ligands endothéliaux sont des membres de
la famille des immunoglobulines, ICAM-1 et ICAM-2. Alors que l'expression d'ICAM-1

peut être induite par l'action de cytokines, l'expression d'ICAM-2 est constitutive et n'est

pas augmentée suite à l'activation des cellules endothéliales. Les plaquettes expriment

aussi ICAM-2 à leur surface, ^93 ICAM-2 pouvant participer à la liaison plaquettes-
neutrophiles. LFA-1 est aussi capable d'interaction avec ICAM-3 via un site de liaison

distinct du lien avec ICAM-2. 494 ICAM-3 est exprimée à la surface des leucocytes non

activés 495,496 mais non des cellules endothéliales. Une interaction leucocytaire

homotypique via une liaison LFA-l/ICAM-3 a été postulée dans le cas de réactions

immunitaires impliquant des lymphocytes. 495,496

J

2.3.1.2.3 Intégrine pl50,95

Le principal ligand de cette intégrine, exprimée surtout sur les granulocytes,

macrophages et monocytes, est C3bi. C3bi est un fi-agment dérivé de la cascade du

complément. L'interaction entre des intégrines Ps comme Mac-1 et pl 50,95, avec C3bi est

associée au phénomène d'opsonisation, facilitant la phagocytose de microorganismes par

les neutrophiles et macrophages. Outre des liaisons avec le fibrinogène, pl 50,95 serait
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aussi impliquée dans une liaison entre des mononucléaires et des cellules endothéliales

activées, toutefois, le ligand endothélial n'est pas encore identifié. 490,497

2.3.1.3 Intégrines Pi des plaquettes

Les intégrines Pi des plaquettes permettent l'adhésion des plaquettes à la matrice

extracellulaire sous-endothéliale. Exprimées de façon constitutive, elles ne requièrent pas

l'activation de la plaquette pour être capables de lier leur ligands. Parmi les intégrines Pi

plaquettaires, l'intégrine aiPi est la principale intégrine impliquée dans l'adhésion au

collagène. 498,499 Lçg plaquettes peuvent aussi interagir avec la fibronectine et la

laminine via leurs intégrines 05 Pi et aôPi. 500,501

2.3.1.4 Intégrine ^3 des plaquettes

J

2.3.1.4.1 Intégrine amipa

L'intégrine amps (GpHb/DIa) représente environ 1-2 % du total des protéines

plaquettaires; une plaquette humaine contient environ 50,000 complexes de GpIIb/IIIa.

^02 Cette intégrine est retrouvée dans la membrane des granules a du système

canaliculaire et à la surface des plaquettes. ^-^ Elle est impliquée dans des interactions
cellulaires homotypiques (agrégation plaquettaire) ou hétérotypiques, lors d'interactions

avec des leucocytes ou dans des interactions avec des éléments de la matrice

extracellulaire.

L'intégrine GpHb/HIa est constituée de deux sous-unités, a et P dont leur

association dépend de la présence de calcium dans le milieu. 504,505 La sous-unité a,
d'environ 140 kDa, est composée de deux chaînes peptidiques reliées par un pont

disulfure, soit une chaîne de 125 kDa et une petite chaîne de 25 kDa. Cette dernière

contient le domaine transmembranaire et la courte région cytoplasmique. 462,502 Lg
domaine extracellulau-e de la chaîne a comporte 4 sites de liaisons au calcium ainsi qu'un

site de liaison pour la chaîne y du fibrinogène, liaison centrale au processus de

l'agrégation plaquettaire. 506,507 L^ sous-unité P, d'environ 105 kDa, est composée
d'une seule chaîne qui contient un domaine extracellulaire comportant des régions riches
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en cystéine, déterminant dans la liaison avec les ligands, ^^ un domaine
transmembranaire et une courte séquence cytoplasmique. 509 Lg région extracellulaire de
la chaîne P est capable, dans certaine conditions, de liaison avec du facteur de von
Willebrand (vWf) ou du fibrinogène, fibronectine, collagène et vitronectine, via des

interactions avec un site RGD présent sur ces ligands. 504,510,511 ^ liaison de
GpIIb/IIIa avec ses ligands est dépendante de l'activation plaquettaire. 462,503,504 gn
effet, alors que nonactivée elle n'est capable que de liaison avec du fibrinogène non
soluble, 1'activation de cette intégrine se traduit par un changement de confonnation de

l'intégrine permettant sa liaison avec du fibrinogène soluble et d'autres ligands. 512,513
Les mécanismes intracellulaires de l'activation de l'intégrine GpIIb/IIIa sont complexes;
cette activation serait consécutive à l'action de la phospholipase C qui metabolise le

phosphatidylinositol en diacylglycérol et inositoltriphosphate; 514-516 de la protéine
kinase C et de la phosphorylation de ses substrats ainsi que du GTP, via une petite

protéine G. 421,515,517 gy^e à la liaison de la GpIIb/IIIa activée et du fibrinogène,
liaison qui est dépendante du calcium, une série d'évènements se produisent favorisant
l'activation plaquettaire et l'agrégation. Au niveau de l'intégrine GpIIb/IIIa elle-même, la
liaison avec un ligand peut entraîner, suite à un changement de conformation, l'apparition
de nouveaux sites de liaison (ligand induced binding site) qui auraient un rôle à jouer dans

l'agrégation plaquettaire. 510,518,519 La phosphorylation/déphosphorylation de certains
résidus dans la séquence cytoplasmique de la sous-unité P et l'association des domaines
cytoplasmiques avec certains éléments intracellulaires sont rapportées comme

mécanismes impliqués dans l'induction de signaux intracellulaires. ^^i,3iu,3zu,3zi Qgg
modifications plaquettaires intracellulaires sont aussi observées, notamment une
réorganisation du cytosquelette plaquettaire, une augmentation du pH intracellulaire et de
la teneur en calcium, une activation du métabolisme des phospholipides et de tyrosines

kinases et de séronine/thréonine kinases, comme la protéine kinase C. 504,515,522,523
Cela va contribuer à une réponse secondaire des plaquettes via l'activation d autres
intégrines GpHb/IIIa et à la sécrétion et dégranulation plaquettaire, favorisant une seconde

vague d'agrégation. ^^
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L'agrégation plaquettaire est consécutive à la formation de ponts de fibrinogène (ou de

vWf) entre des plaquettes via l'interaction avec des intégrines GpIIb/IHa activées. Les
conditions hémodynamiques locales favorisent un ou l'autre de ses ligands de l'adhésion

et de l'agrégation. Par exemple, en présence de forces de cisaillement élevées

(rencontrées, par exemple, dans les artères sténotiques), l'intégrine GpIIb/HIa est

importante pour permettre l'adhésion des plaquettes à la matrice extracellulaire,

principalement via des interactions avec le vWf. 506,524,525 Le vWf est aussi le ligand
privilégié pour l'agrégation plaquettaire dans de telles conditions hémodynamiques,

probablement suite à une liaison d'un site RGD avec la sous-unité ^3. 526 L^
thrombospondine peut également favoriser l'agrégation plaquettaire, en stabilisant le

thrombus via des interactions avec des intégrines plaquettaires (GpIIb/IIIa et 0.2^1).

527,528

Ces interactions permettent de localiser les plaquettes aux sites de dommage

vasculaire et de les activer pennettant le déroulement de l'hémostase.

2.3.1.4.2 Intégrine ayp3

Outre l'intégrine ain,p3 (GpIIb/IHa), les plaquettes comportent également

l'intégrine avp3. Cette intégrine, retrouvée dans plusieurs types cellulaires, n'est toutefois

présente qu'en nombre très restreint à la surface des plaquettes. ^29

2.3.2 Sélectines

J

2.3.2.1 Généralités

La famille des sélectines, identifiée en 1989, comprend trois membres, soit la P-

sélectine (CD62P), la E-sélectine (CD62E) et la L-sélectine (CD62L). 530 La structure de
ces glycoprotéines membranaires est caractérisée par un domaine lectine NHz terminal
responsable de liaison dépendante du calcium, un domaine semblable au facteur de
croissance épidermique (EGF), un domaine composé d'un nombre variable (2 pour la L-,
6 pour la E- et 9 pour la P-sélectine) de régions consensus similaires à celles observées
chez des protéines pouvant se lier au complément (SCR), ainsi qu'un domaine
transmembranaire et une couUe séquence cytoplasmique. Alors que le domaine lectine est
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responsable de l'interaction directe avec les différents ligands, les domaines SCR et EGF

seraient importants pour maintenir une structure appropriée, permettant la présentation du

domaine lectine dans une conformation adéquate. 531 L'homologie du domaine lectine
entre les 3 sélectines n'est qu'environ 50%, suggérant l'existence de ligands spécifiques à

chacune des sélectines. 531

Les sélectines sont capables de liaisons avec des polysaccharides complexes, fucosylés

et/ou sialylés, comme le sialyl Lewisx (sLex) 532-534 qu'on retrouve à la surface des

leucocytes. 533,535 Lgg sélectines sont également aptes à lier le sialyl Lewisa (sLea), qui

n'est pas présent à la surface des leucocytes mais plutôt noté à la surface de cellules

cancéreuses; l'interaction entre des sélectines et le sLea peut favoriser le développement

de métastases. 536,537 Toutefois, les liaisons des sélectines avec ces polysaccharides

demeurent de faible affinité, ayant une valeur de Kd (constante de dissociation à

l'équilibre) de l'ordre du millimolaire. 532,538 Qçg glycoprotéines associées aux

polysacharides ont récemment été identifiées comme ligands des sélectines. Il est possible

que la présence de glycoprotéine modifie et stabilise la conformation de la portion

polysaccharide, ^39 localise et concentre le ligand dans la membrane cytoplasmique, par

exemple la présence de PSGL-1 au niveau des microvillosités des leucocytes. De plus,

cela pourrait permettre la transmission d'un signal intracellulaire suite à la liaison avec

une sélectine. 55,540

J

2.3.2.2 P-sélectine

La P-sélectine, d'un poids moléculaire d'environ 140 kDa, est retrouvée dans les

corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales et dans les granules a des plaquettes.

Suite à une activation de ces cellules, la P-sélectine est exprimée rapidement à leur

surface, son expression maximale est notée entre 5-10 minutes suivant la stimulation.

Cette expression n'est que transitoire, la P-sélectine est réintemalisée et dirigée soit vers

des lysosomes, où elle sera dégradée, soit vers des granules de sécrétion. 541-544 ce

mécanisme pourrait permettre à une plaquette de recycler la P-sélectine exprimée suite à

une première stimulation. Des modifications complexes de la portion cytoplasmique de la

P-sélectine (phosphorylation de certains résidus serine, thréonine et tyrosine) 543,545 sQ^t
impliquées dans l'expression et le recyclage de la P-sélectine. Une expression tardive de
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P-sélectine est également possible par les cellules endothéliales, la transcription du gène

de la P-sélectine étant stimulée par divers agonistes endothéliaux, comme le LPS, TNF et

IL-1 via l'action de NficB, facteur stimulant la transcription. La synthèse de novo de P-

sélectine se traduit par son expression dans les 2 à 4 heures suivant la stimulation.

531,546,547

Le ligand principal de la P-sélectine est le PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1).

Cette glycoprotéine homodimérique, de la famille des sialomucines, comporte deux sous-

unités de 120 kDa reliées entre elles par un pont disulfùre près de la surface du leucocyte.

548 Le PSGL-l est exprimé de façon constitutive et est principalement retrouvé à la
surface des microvillosités des neutrophiles et leucocytes. 4^ Toutefois, en regard de sa
liaison avec la P-sélectine, le PSGL-1 ne serait fonctionnel que sur les granulocytes et

certaines sous-classes de lymphocytes. ^49 Au nombre d'environ 10-20,000 sites par
neutrophile, le PSGL-1 représente moins de 0.01% des protéines des neutrophiles.

550,551 Elle comporte une région N-terminale renfermant trois sites potentiels de
sulfation de la tyrosine. Cette région serait critique pour la liaison avec la P- et la L-

sélectine. En effet, l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre un épitope

comprenant ces sites de tyrosine prévient le roulement et l'adhésion de leucocytes à des

surfaces de P- ou de L-sélectine. 457,552-554 Lg remplacement, par mutagénèse dirigée,
de ces résidus tyrosine de la région N-tenninale par des résidus phénylalanine se traduit

par l'inhibition de la liaison du PSGL-1 à la P-sélectine. ^^ De plus, le traitement des
neutrophiles avec de la mocarhagine, une métalloprotéase dérivée du venin de cobra,

retranche les 10 derniers acides aminés de la région N-terminale du PSGL-1, supprimant

sa liaison avec la P-sélectine. 556 La sulfation d'au moins un de ces sites de même que la
0-glycosylation d'un résidu tyrosine est requise pour pennettre la liaison avec la P-

sélectine. 557-559 La dimérisation du PSGL-1 serait également nécessaire pour la

reconnaissance optimale de la P-sélectine. ^() Le domaine extracellulaire du PSGL-1
comporte également plusieurs régions consensus contenant des branches de

polylactosamines comportant des sLe . Toutefois, la digestion du PSGL-1 par la sialidase,

qui enlève les sLe", ne diminue pas sa capacité à lier la P-sélectine. ^^. Suite à la liaison
entre le PSGL-1 et la P-sélectine, des modifications intracellulaires sont notées dans le

leucocyte, notamment une augmentation rapide de la phosphorylation de résidus tyrosine

l

t
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sur ceUaines protéines intracytoplasmiques 562,563^ dont certaines ont une affinité avec
les MAPk (mitogen activated protein kinases) 540 ge traduisant par l'activation
d'intégrines Mac-1 du neutrophiles. 564 La liaison entre le PSGL-1 et une fonne
recombinante de P-sélectine se traduit par une augmentation de l'adhésion ferme de
neutrophiles de souris, mais non de neutrophiles d'origine humaine, à une surface de

ICAM-1, via une augmentation de l'expression d'intégrines fti des neuti-ophiles. 565 ÇQ^Q
discordance de résultats entre les neutrophiles humains et de souris souligne que la liaison
entre la P-sélectine et le PSGL-1 des neutrophiles ne serait pas suffisante chez l'humain

pour amener une activation de ces intégrines. 566,567 D'autres modifications cellulaires
suite à la liaison de la P-sélectine et du PSGL-1 ont déjà été mentionnées dans la section

traitant des interactions plaquettes-neutrophiles.

2.3.2.3 L-sélectine

La L-sélectine est exprimée de façon constitutive à la surface des leucocytes,

excepté certaines classes de lymphocytes. 568 gy^e à une activation cellulaire, la teneur
membranaire en L-sélectine est fortement réduite, réduction engendrée par un clivage

protéolytique, dans le domaine extracellulaire près de la membrane cellulaire. 569 La L-
sélectine semble être particulièrement localisée à la surface des microvillosités des
leucocytes, probablement suite à des interactions entre le cytosquelette du leucocyte et la

portion cytoplasmique de la L-sélectine. 570,571 Cette localisation pourrait faciliter
l'interaction de cette sélectine avec ses ligands; d'ailleurs des cellules transfectées avec de
la L-sélectine distribuées aléatoirement ne sont pas aussi efficaces pour soutenir le

roulement cellulaire. 57°

Trois ligands glycoprotéiques endothéliaux de la L-sélectine ont été identifiés à ce
jour : Glycam-1, CD34 et spg200. Ces glycoprotéines comportent des polysaccharides
complexes sulfatés, fucosylés eVou sialylés permettant la liaison avec la L-sélectine. Ces
glycoprotéines comportent un épitope reconnu par un anticoqîs monoclonal, MECA-79.
531,572

Glycam-1, d'un poids de 50 kDa, est exprimé principalement par les cellules
endothéliales des veinules post-capillaires de la région corticale des ganglions
lymphatiques (FŒV-high endothelial venules). Ce ligand ne comporte pas de région
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transmembraire 573,574 ç^ est donc sécrété par les cellules endothéliales, une partie
pouvant toutefois être associée à la surface endothéliale. 568 ce ligand pourrait moduler
la recirculation des lymphocytes en inhibant leur adhésion aux cellules HE V. 568

CD34 est une sialomucine transmembranaire d'un poids de 90 kDa exprimée de façon

constitutive à la surface des cellules endothéliales et par des cellules souches

hématopoïétiques. Son efficacité en terme de ligand dépend de modifications

postranscriptionnelles, notamment aux niveaux de la glycosylation et de la sulfation. 568
Fait intéressant, une stimulation des cellules endothéliales par des cytokines, comme l'D..-

l et TNF, amène une diminution de l'expression de CD34, 575,576 suggérant que ce
ligand est surtout impliqué dans les interactions entre les leucocytes et l'endothélium non
activé. D'ailleurs, CD34 ne serait responsable qu'environ 50% des liaisons entre la L-

sélectine et ses ligands endothéliaux dans les veinules de ganglions lymphatiques. 573,577

Spg200 pourrait être le ligand endothélial principal de la L-sélectine. Des souris
modifiées génétiquement et déficientes en Glycam-1 et CD34 présentent une

augmentation marquée de l'expression de spg200. 531 §on importance reste toutefois à
confirmer.

La L-sélectine pourrait également lier la P-et la E-sélectine endothéliales ^^ ainsi que
le PSGL-1 des leucocytes via ses épitopes de sLex. 579,580 Toutefois, une étude in vitro
utilisant des cellules n'exprimant pas de PSGL-1 démontre que ces cellules peuvent, en
condition de flot, supporter le roulement de cellules exprimant la L-sélectine, mais non de

cellules exprimant la P-sélectine. 579 Le ligand principal de la L-sélectine tant à la surface
des cellules endothéliales que des leucocytes reste à déterminer.

La liaison de la L-sélectine et de son ligand leucocytaire produit une activation

transitoire du leucocyte caractérisée par une augmentation du calcium intracellulaire, un

changement de fonne du leucocyte, une augmentation de la teneur membranaire en Mac-1

et une augmentation de la production de RLO. 581-583 gy^e à cette interaction, le
neutrophile est aussi plus susceptible à l'activation par d'autres agonistes (priming).
584,585
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2.3.2.4 E-sélectine

La E-sélectine est retrouvée exclusivement dans les cellules endothéliales; son

expression n'est pas constitutive mais est induite suite à l'activation des cellules
endothéliales par des stimuli inflammatoires (IL-1, TNF, LPS) au niveau de la

transcription, sous contrôle du NficB. 530,586-588 Cette expression requiert une synthèse
de novo de E-sélectine; on retrouve donc de la E-sélectine à la surface des cellules

endothéliales environ de 3 à 6 heures suivant l'activation. 531,589 Même en présence
d'une stimulation soutenue pour quelques heures des cellules endothéliales par du TNF, le
niveau de E-sélectine exprimée à la surface de ces cellules revient au niveau basai, la E-
sélectine est rapidement recaptée et dégradée dans des lysosomes; ^^ de plus son ARN
messager a une courte demie-vie. 542,590 Toutefois, suite à une stimulation chronique,
comme dans un milieu inflammatoire, une expression chronique de la E-sélectine est

rapportée. 591,592

La L-sélectine, via ses épitopes de sLe pourrait servir de ligand leucocytaire pour la
E-sélectine (et la P-sélectine). Tel que démontré par Picker et coll., ^^ un anticoq)s dirigé
centre la L-sélectine permet de diminuer d'environ 70% l'adhésion des neutrophiles sur
des cellules transfectées avec de la E- et de la P-sélectine. La E-sélectine peut aussi lier le
PSGL-1, toutefois cette liaison est de faible afiRnité, environ 50 fois plus faible que la

liaison avec la P-sélectine 559,561 et impliquerait un site de liaison distinct de la P-
sélectine. 593 ESL-1 (E-selectin ligand-1) est le ligand de haute affinité de la E-sélectine.
594 Ce ligand, identifié à la surface de cellules myéloides et de leucocytes de souris, est
surtout retrouvé à la surface des microvillosités des leucocytes, dont les neutrophiles. ^95
La capacité de ESL-1 à lier la E-sélectine, liaison dépendante du calcium, est déterminée
par son degré de fiicosylation (via l'action de la fucosyltransférase III). 595 Contrairement
au PSGL-1, le ESL-1 ne renfenne pas de sites de 0-glycosylation, mais plutôt des sites de
N-glycosylation. 596 Le ESL-1 ne semble pas être capable de liaison avec la P-sélectine
ou avec la L-sélectine, démontrant sa spécificité pour la E-sélectine. 596 La liaison de la
E-sélectine avec son ligand leucocytaire, dont le ESL-1, se ti-aduit à la fois par l'activation
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des leucocytes, notamment par l'augmentation de l'expression de Mac-1 59^ et par la
rétraction des cellules endothéliales. 598 çgia confirme l'association de la E-sélectine
avec le cytosquelette de la cellule endothéliale d'une part et pourrait, d'autre part,
contribuer à faciliter la diapédèse des leucocytes à travers l'endothélium.

2.4 Implications des molécules d'adhésion dans

plaquettes/neutrophiles

les interactions

J

2.4.1. Liaison via P-sélectine/PSGL-1

La liaison des plaquettes et des neutrophiles nécessite l'activation préalable des

plaquettes. 599,600 Démontré initialement par Jungi et coll., ^() plusieurs études m vitro
en conditions statiques ou en conditions de flots ont par la suite souligné l'importance de
l'interaction entre la P-sélectine plaquettaire et le PSGL-1 des neutrophiles dans le

roulement et l'adhésion des neutrophiles aux plaquettes. 101,444,458,460,599,601-603
Les plaquettes activées au site d'un dommage artériel peuvent recruter des leucocytes

dans le thrombus, 10^183 igs leucocytes contribuant à amplifier l'activation plaquettaire
et la déposition de fibrine. ^3 Les plaquettes peuvent également supporter la migration
des leucocytes à travers une couche de plaquettes vers la paroi vasculaire. ^()2 L^ liaison
plaquette-neutrophile serait modulée par l'état de l'activation du neutrophile, l'activation
du neutrophile amenant une redistribution et une diminution de la teneur plasmatique en

PSGL-1 567,604,605 ^ par ^ présence de monoxyde d'azote (N0). En efFet, dans une
étude in vitro, un dérivé biologiquement actif du NO a inhibé de façon concentration-
dépendante l'expression de P-sélectine et de GpIIb/IHa induite par la thrombine et un

analogue de TxAz. 606 L'utilisation d'un donneur de N0, le nitroprusside de sodium, a
également réduit l'adhésion de plaquettes stimulées à la thrombine aux neutrophiles. 607
De plus, l'administration d'un donneur de N0, le SIN-1, a permis de réduu-e l'adhésion de
plaquettes et de neutrophiles aux sites de dommage vasculaire par angioplastie chez le

porc. 117 En conditions de flots, les liens entre la P-sélectine plaquettaire et le PSGL-1
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des neutrophiles permettent le roulement des neutrophiles sur les plaquettes 458,603 gy^e

à la formation et la dissociation rapide de ces liens; 608,609 ce^tg liaison ne peux
supporter la formation d'une adhésion ferme. L'adhésion ferme de neutrophiles à une

surface de plaquettes serait dépendante de liaisons médiées par des intégrines.

444,461,602,603

J

2.4.2 Liaison via des intégrines

L'activation des leucocytes, directement par les plaquettes ou via un métabolisme

transcellulaire, amène également l'activation des intégrines (Î2 leucocytaires avec un

changement de conformation et une augmentation de l'afFinité de l'intégrine pour son

ligand. La stimulation d'une suspension de plaquettes et de neutrophiles par de la

thrombine et du fMLP se traduit par une plus grande formation de liaisons entre des

neutrophiles et des plaquettes comparativement à la stimulation d'un seul type cellulaire.

444 L'ajout de fMLP comme activateur des neutrophiles dans la suspension cellulaire

mixte produit, comparé à l'utilisation de la thrombine, une augmentation des neutrophiles

liant des plaquettes. L'utilisation d'anticoqîs bloquant la P-sélectine et Mac-1 permit une

diminution plus marquée des liaisons plaquettes-neutrophiles qu'avec l'utilisation simple

d'un ou l'autre des anticoq)s. 4^ L'adhésion des plaquettes aux neutrophiles dépend donc

de la P-sélectine et de l'intégrine Mac-1, quand les cellules sont activées. Le ligand

plaquettaire de cette intégrine n'est pas encore identifié. Toutefois, il serait possible qu'un

pont de fibrinogène, exogène ou provenant des granules a des plaquettes après activation,

relie les plaquettes aux neutrophiles via une interaction entre l'intégrine GpIIb/IIIa activée

des plaquettes et l'intégrine Mac-1 des neutrophiles. 444,490,610
Donc, le recrutement de neutrophiles par des plaquettes activées adhérées à la matrice

extracellulaire est dépendant, dans un premier temps, de l'interaction entre la P-sélectine

des plaquettes et le PSGL-1 des neutrophiles permettant l'approche du neutrophile et son

roulement. L'interaction entre la P-sélectine et le PSGL-1 se traduit aussi par l'activation

du neutrophile. 5^2 Cette adhésion permet également, dans un mécanisme juxtacrine,

1'action du PAF produit par les plaquettes qui peut activer les neutrophiles. Cette

activation contribue au développement d'une adhésion ferme entre les plaquettes et les
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neutrophiles via principalement Mac-1 460^ ga stabilisation dépendant du recrutement de

nouvelle molécules de cette intégrine provenant du pool intracellulaire des neutrophiles.

602,611 Le fibrinogène peut agir comme ligand à la fois de Mac-1 des neutrophiles et de
l'intégrine GpIIb/IIIa des plaquettes, tel que démontré par Weber et coll. dans une étude

d'adhésion in vitro en condition de flot variable ^^.

J

2.4.3 Autres mécanismes possibles de liaisons plaquettes/neutrophiles

2.4.3.1 La thrombospondine

La thrombospondine est une glycoprotéine trimérique d'environ 450 kDa,

retrouvée essentiellement dans les granules a des plaquettes, mais qui est synthétisée

également par les cellules endothéliales, cellules musculaires lisses et fîbroblastes; elle est

donc présente dans la matrice extracellulaire. ^^ Se retrouvant à la surface des plaquettes
activées, elle participe à la stabilisation de l'agrégation plaquettaire, notamment par la

formation de liens avec le fîbrinogène 612 plusieurs récepteurs plaquettaires pourraient

reconnaître la thrombospondine, notamment la GpIV (CD36), a2Pi, GpIIb/IHa et avp3, via

la reconnaissance d'un site RGD. 528,613,614 L'adhésion de plaquettes à une surface de

thrombospondine est dépendante du niveau des forces de cisaillement, étant optimale à

des forces de cisaillement de l'ordre de 300-1600 s . ^^ La thrombospondine est capable

de médier une liaison plaquettes-monocytes via la glycoprotéine GP ÎV (CD36) des

monocytes et des plaquettes. ^^ Les neutrophiles peuvent également lier la
thrombospondine, via deux récepteurs différents sur les neutrophiles activés ou non, un

liant la région N-terminale de la thrombospondine (via son site HBD) et l'autre se liant

avec la région C-terminale. L'activation des neutrophiles par le fMLP entraîne une

augmentation marquée de l'expression de ces récepteurs. Cette liaison ne serait pas

dépendante de la reconnaissance d'un site RGD par les neutrophiles. ^^ La liaison de la
thrombospondine avec les neutrophiles potentialise leur production de RLO après

activation avec le fMLP et peut également moduler leur adhésion. La thrombospondine

pourrait donc contribuer à la stabilisation de la liaison plaquettes-neutrophiles.
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2.4.3.2 Liaison via ICAM-2/LFA-1

Les plaquettes expriment de façon constitutive ICAM-2 à leur surface. 493
L'utilisation d'un anticorps dirigé contre LFA-1 ou contre ICAM-2 a permis de réduire
l'adhésion de plaquettes à la surface de lymphocytes T exprimant LFA-1. 493 ICAM-2
des plaquettes pourrait donc être impliqué dans une liaison avec LFA-1 exprimé par les
neutrophiles.

2.4.3.3 Liaison via les récepteurs Fey

Les récepteurs Fcy sont une famille de récepteurs qui reconnaissent la portion Fc

des anticorps de type IgG. 616,617 Les plaquettes expriment seulement le récepteur
FcyRH alors que les neutrophiles expriment de façon constitutive FcM, FcRIIa, FcRHc et
FcRÏÏIb. 616,618 Lorsque l'agrégation des plaquettes ou des neutrophiles est induite par
des anticorps, les récepteurs Fcy sont impliqués dans ces réactions d'agrégations. En efifet,
l'utilisation d'anticoq)s dirigés contre le récepteur Fc/RIIa a permis d'inhiber l'agrégation
plaquettaire induite par des anticorps anti-héparine.^^9 Dçs anticorps dmgés contre les
récepteurs FcyMI et FcyRHI inhibent l'agrégation des neutrophiles activés par des
complexes d'anticoqïs IgG. ^20 L'utilisation d'un anticorps dirigé contre FcyRIII ou
contre l'intégrine GpIIb/IIIa des plaquettes a réduit la liaison des neutrophiles aux
plaquettes, soulignant le rôle potentiel des récepteurs Fcy dans les interactions

plaquettes/neutrophiles. ^^

L'importance relative de ces autres mécanismes de liaison dans les interactions
plaquettes/neutrophiles reste toutefois à déterminer.

J
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2.5 Sélectines et intégrines dans l'adhésion et l'agrégation

2.5.1 Adhésion des neutrophiles sur l'endothélium

Le recrutement des leucocytes de l'espace vasculaire vers un site inflammatoire a
fait l'objet de nombreuses études. Ce processus, dont les étapes se déroulent en séquence
et non en parallèle, débute par le roulement (rolling), principalement sous dépendance des
sélectines, suivie de l'adhésion ferme, dépendant de l'action d'intégrines, et de la
diapédèse avec extravasation vers le milieu extravasculaire, facilitée par des intégrines et
certaines autres molécules d'adhésion dont PECAM (platelet-endothelial cell adhésion
molecule). Voyons donc brièvement l'importance des sélectines et des intégrines dans ce

processus.

J

2.5.1.1 Le roulement

Le roulement comme tel d'un neutrophile est fonction de conditions minimales de
flot (force de cisaillement supérieure à 0.5 dyn/cm ) permettant la dissociation de liens
entre le neuti'ophile et la paroi et également d'un taux similaire de formation et de
dissociation des liaisons neutrophiles/paroi vasculaire. Donc, alors que des liens se créent
à l'avant du leucocyte, des liens se libèrent à l'arrière, amenant, en condition de flot, un

phénomène de roulement. ^22 La vitesse du roulement des neutrophiles serait dépendante
des sélectines impliquées.

La L-sélectine, exprimée par les leucocytes non activés, est impliquée dans les liaisons
initiales entre les leucocytes et l'endothélium. Suite à l'activation de l'endothélium et
1'expression rapide de P-sélectine endothéliale, la L- et la P-sélectine contribuent au

roulement des leucocytes. ^^ La L-sélectine permet une vitesse de roulement supérieure
aux autres sélectines, les liaisons neutrophiles-endothélium médiées par la L-sélectine
permettraient la capture et le ralentissement des neutrophiles ^^^ de façon à ce que les
liaisons via la P- et la E-sélectine, produisant un roulement plus lent, puissent s'établir et

ainsi contribuer à l'arrêt éventuel du neutrophile. 464,624 L'importance de la L-sélectine
a été démontrée dans plusieurs études in vitro qui, soit en utilisant des anticorps pour
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bloquer la liaison entre la L-sélectine et ses ligands endothéliaux ou en stimulant la perte
de la L-sélectine par les neutrophiles (shedding) ont produit une réduction du roulement

des neutrophiles. 625-627 Dgg études m vivo, employant des polysaccharides interférant
avec les liaisons des sélectines avec leur ligands, 628,629 ^ç \^ L-sélectine soluble 630 ou
des anticoq)s dirigés contre la L-sélectine 631,632 ge sont traduit par une diminution du
roulement des leucocytes 628,629,631 g^^ qu'une réduction de la taille de l'infarctus
myocardique post-ischémie, ^^ lésion reliée à l'infiltration de neutrophiles dans le
myocarde.

La P-sélectine endothéliale est aussi capable de supporter la capture et le roulement

des neutrophiles via des interactions avec le PSGL-1 des leucocytes. 608,633 gy^e à son
expression par les cellules endothéliales, elle est la principale responsable du roulement

des leucocytes, 423 \ç roulement étant surtout dépendant de la L-sélectine par la suite.
631,634 L'importance de la P-sélectine dans ce processus fiit suggérée dans une étude in
vitro, où l'utilisation d'un anticorps monoclonal dirigé contre le PSGL-1 réduisit

l'adhésion de neutrophiles à une surface de P-sélectine. 457 L'adhésion de neutrophiles à
des veinules mésentériques fut également réduite par l'utilisation de cet anticorps anti-

PSGL-1 chez le chat. 5^^ L'utilisation d'un anticorps anti-P-sélectine dans un modèle
experimental d'ischémie-reperfiision du myocarde chez le lapin permit de diminuer la

taille de l'infarctus. ^^ L'importance de la présence de L- et de P-sélectine dans le
recmtement des leucocytes lors de réactions inflammatoires aiguës fut soulignée par

l'utilisation de souris modifiées génétiquement. En efifet, dans le modèle murin

d'inflammation de la cavité péritonéale, des souris déficientes (knockout) en P- ou en L-
sélectine présentent un retard d'environ 2 à 4 heures dans l'entrée des leucocytes dans la

cavité péritonéale. 636,637 L'absence des deux sélectines entraîne une inhibition quasi

totale du recrutement des leucocytes. 638-640
La E-sélectine ne semble pas être critique pour permettre le roulement. En efifet, de par

le temps requis pour son expression (environ 4 heures), elle ne peut participer au
recrutement aigu des leucocytes. De plus, des anticorps bloquant la E-sélectine ne
diminuent le roulement que si des anticorps dirigés contre la P-sélectine sont également

présents. 641,642 Des souris déficientes (knockout) en E-sélectine seulement ne
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démontrent pas de réduction du recrutement des leucocytes, sauf suite à l'utilisation d'un
anticorps anti P-sélectine. 423,643 Qç façon analogue, le roulement des leucocytes dans
les veinules mésentériques de souris déficiente (hîockout) en P-sélectine est totalement
aboli par l'utilisation d'un anticorps anti E-sélectine. ^^ D'ailleurs des souris déficientes
(knockout) en P- et E-sélectine présentent une neutrophilie importante et développent des
infections cutanées parfois léthales. ^45 ces souris démontrent un roulement et
recmtement des leucocytes fortement diminué dans divers modèles d'inflammations
cutanées et abdominales. 639,640,646 ççia souligne la redondance des mécanismes
permettant le roulement et le recmtement des leucocytes lors de réactions inflammatoires.
Toutefois, bien qu'une diminution du roulement des leucocytes n'est pas observée chez
des souris déficientes en E-sélectine, une réduction de l'adhésion ferme des leucocytes est

notée. ^^ La E-sélectine pourrait donc contribuer à amplifier et à soutenir le recrutement
des leucocytes lors d'inflammation, ^^ possiblement via une augmentation de
l'expression d'intégrines p2 des leucocytes. ^^

Les leucocytes, et particulièrement les neutrophiles, sont également capables de rouler
sur une surface de plaquettes activées qui recouvrent une surface vasculaire endommagée.
Ce roulement sur des plaquettes activées est médié par des liaisons entre la P-sélectine
plaquettau-e et le PSGL-1 et/ou la L-sélectine des neutrophiles 458,567,604 ^ ç^ yn
mécanisme majeur du recrutement des neutrophiles suite à un dommage vasculaire. ^^
D'ailleurs, l'adhésion de neutrophiles aux plaquettes recouvrant une surface artérielle
endommagée a été réduite par l'utilisation d'un anticorps anti P-sélectine. 183,648,649

Le roulement de neutrophiles sur des neutrophiles déjà adhères à un endothélium ou à
une surface de plaquettes a aussi été décrit. Cela impliquerait des interactions entre le
PSGL-1 des neutrophiles adhères et la L-sélectine des neutrophiles circulants. 650,651 Cg
mécanisme pourrait également contribuer à la capture et au recrutement de neutrophiles
lors de dommages vasculaires.

J

2.5.1.2 Adhésion ferme

Le roulement des neutrophiles permet un contact étroit et prolongé avec la surface
endothéliale; ce roulement peut être suivi de leur activation et de leur adhésion ferme.
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Cette adhésion est dépendante des intégrines, particulièrement une intégrine ps, Mac-1

652,653 via une liaison avec IGAM-1 exprimée par les cellules endothéliales. 4^4
L'activation des neutrophiles peut se produire soit suite à un signal intracellulaù-e

dépendant de l'adhésion et/ou suite à l'action de médiateurs. La liaison entre le PSGL-1 et
une forme recombinante de P-sélectine se traduisit par une augmentation de l'adhésion
ferme des neutrophiles de souris, mais non d'origine humaine, à une surface de ICAM-1,
via une augmentation de l'expression d'intégrines Pz des neutrophiles. 565 çe^e
discordance de résultats ente les neutrophiles humains et de souris souligne que la liaison
entre la P-sélectine et le PSGL-1 des neutrophiles ne serait pas suflfisante chez l'humain
pour amener une activation de ces intégrines ^2. 566,567 L'activation du neutrophile se
traduit par un changement de conformation du leucocyte, avec bipolarisation éventuelle de
la cellule présentant un uropode et un pseudopode, ainsi qu'une redistribution du PSGL-1
vers l'uropode, pouvant faciliter l'arrêt du roulement, ^^ L'activation se traduit aussi par
un clivage de la L-sélectine et une augmentation de la teneur membranaire en intégrines
Pî, particulièrement Mac-1 et pl50,95 ainsi qu'une modification de la cônfomiation des
intégrines pz, augmentant l'afïînité pour leurs ligands.

On a déjà mentionné dans une section précédente l'activation des neutrophiles suite à
leur interaction avec des plaquettes via une liaison P-sélectine/PSGL-1. De plus, la liaison
entre la L-sélectine et son ligand endothélial participe à l'activation des neutrophiles. En
eflfet, Crockett-Torabi et coll. remarquent qu'un anticorps dirigé contre la L-sélectine
amène une augmentation de la teneur membranaire en Mac-1 et la production de RLO par
les neutrophiles. 422 Tel que démontré par Gopalan et coll., l'utilisation d'anticorps
dirigés contre la L-sélectine, à des forces de cisaillement entre 400 et 800 s-l, réduit
l'adhésion des neutrophiles à une surface d'ICAM-1. 654 Cela suggère qu'au-delà d'un
certain seuil de conditions de flot, le roulement des leucocytes est critique pour permettre
leur adhésion ferme subséquente et que la L-sélectine est importante dans ce processus, à
la fois comme ligand adhésif, mais aussi comme activateur des leucocytes.

L'activation des leucocytes est aussi consécutive à l'action de substances activatrices
et/ou chémoattractives produites par les cellules endothéliales. Par exemple, l'U--8 et le
PAF sont retrouvées à la surface des cellules endothéliales activées. ^^ L'ÎL-S est une
puissante chémokine pour les neutrophiles, capable aussi de les activer, se traduisant entre
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autres, par un changement de conformation des intégrines LFA-1 et Mac-1 et d'une
augmentation de la teneur membranaire en Mac-1. 423

L'adhésion ferme des neutrophiles est dépendante principalement de liaisons entre
Mac-1 et LFA-1 et leur ligand endothélial principal, ICAM-1 (LFA-1 peut aussi se lier à
ICAM-2). L'importance des intégrines Pî dans l'adhésion ferme des neutrophiles est
soulignée chez les patients atteint de LAD-1, où une déficience innée en intégrine ?2 se
traduit par un taux circulant élevé de neutrophiles mais un recrutement extravasculaire
réduit, favorisant l'apparition d'infections bactériennes récurrentes. ^^ De plus, des
souris dont l'expression d'intégrine Pi est réduite par modification génétique, démontrent
une adhésion et un recrutement de neutrophiles aux sites inflammatoires fortement
diminués. ^^

Comme mentionné précédemment, les neutrophiles sont capables de rouler sur une
surface de plaquettes adhérant à une paroi artérielle endommagée. ^°^ L'arrêt de ce
roulement est dépendant de l'activation des intégrines Mac-1 déjà exprimées à la surface
des neutrophiles activés. La stabilisation de cette adhésion est dépendante de la génération
de nouvelles molécules d'intégrine Mac-1 recrutées du pool intracellulaire suite à
1'activation des neutrophiles. 602,611 Lg ligand plaquettaire de Mac-1 pourrait être le
fibrinogène, qui par l'entremise de l'intégrine GpHb/IIIa activée, peut former un pont
entre les neutrophiles et les plaquettes. ^^ La production de PAF par les plaquettes
activées peut activer les neutrophiles amenant une activation de leurs intégrines P; et la
consolidation subséquente des liens plaquettes-neutrophiles. 460 Cette activation
juxtacrine des neutrophiles est similaire au mécanisme d'activation des leucocytes par la
production de PAF par l'endothélium activé. ^^

J

2.5.1.3 Transmigration des neutrophiles
La transmigration des leucocytes vers le milieu extracellulaire est largement

effectuée par leur passage dans les jonctions intercellulaires. Cette diapédèse est
dépendante d'interactions entre des intégrines ^2 des neutrophiles et ICAM-1 des cellules
endothéliales et également d'interactions homotypiques entre des molécules de PECAM-
l, exprimées par les leucocytes et les cellules endothéliales. L'utilisation d'anticoq)s



100

^
dirigés contre LFA-1, Mac-1, ICAM-1 658 ou contre PECAM-1 659,660 a permis
d'inhiber in vitro ou in vivo 659 la transmigration de leucocytes.

2.5.2 Agrégation des neutrophiles

Les sélectines et les intégrines sont également impliquées dans l'agrégation des
neutrophiles. Deux étapes dans ce processus ont été décrites. D'abord, une première phase

de contact qui serait dépendante d'une liaison entre la L-sélectine et le PSGL-1. 661,662
D'ailleurs, des anticorps dirigés contre la L-sélectine peuvent réduire l'agrégation des

neutrophiles. ^^ Cette première phase est suivie d'une consolidation des liens entre les
neutrophiles par les intégrines Pî activées. 663-665 Simon et coll., ^^ en utilisant des
neutrophiles provenant de patients atteint de LAD-1 et des neutrophiles normaux ont
démontré que l'agrégation neutrophilique reposait sur la présence de L-sélectine à la

surface des neutrophiles déficients en intégrines p2 et d'intégrines Ps activées à la surface

des neutrophiles normaux.

J

2.5.3 Adhésion plaquettaire à la matrice extracellulaire

L'adhésion des plaquettes à la paroi vasculaire endommagée est secondaire à
l'exposition d'éléments retrouvés dans le tissu sous-endothélial, principalement le facteur
de von Willebrand (vWf) et le collagène. Le vWf est une glycoprotéine composée de
plusieurs répétitions d'isomères qui est retrouvée dans les granules a des plaquettes et les
coqîs de Weibel-Palade des cellules endothéliales. Chaque isomère contient plusieurs

domaines différents disposés dans une séquence spécifique. ^^ Le vWf, produit par les
cellules endothéliales, adsorbé du plasma ou relâché par les plaquettes activées 668^
permet l'interaction des plaquettes à la matrice subendothéliale par l'entremise de la
glycoprotéine GpIb-DC-V qui reconnait le domaine Al du vWf. 440,498 La glycoprotéine
Gpïb-DC-V est un complexe formé de 4 glycoprotéines transmembranaires riches en
leucine. ^^9 La Gplb est composée d'une chaîne a d'environ 135 kDa et d'une chaîne P
d'environ 25 kDa unies par un lien disulfure près de la surface extracellulaire. La région
extracellulaire de la chaîne a contient une répétition de 7 séquences riches en leucine ainsi
qu'une région riche en tyrosine. La queue cytoplasmique de la chaîne a est associée avec
le cytosquelette plaquettaire via des protéines se liant à l'actine (actin binding protein).
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^,o/u,o/i La région extracellulaire de la chaîne P, plus courte, contient une séquence

riche en leucine, sa queue cytôplasmique reirferme des sites de phosphorylation pour une

protéine kinase dépendante de l'AMPc. ^^ La stmcture de la GpIX est similaire à celle
de Gplbp, exceptée une queue cytoplasmique plus restreinte. GpV, dont la portion

extracellulaire contient 15 séquences riche en leucine, complète ce complexe. La présence

de GpV, Gplbp et Gplba est requise pour stabiliser le complexe. 6^2 Ce§ glycoprotéines
seraient disposées de façon à ce que deux molécules de Gplba, dont les portions

extracellulaires convergent vers l'intérieur pour fonner une région globulaire, sont

disposées de chaque côté d'une unité de GpV. Les Gplba sont elles-mêmes flanquées de

Gplbp et de GpIX. 667

Une séquence située dans la portion extracellulaire de Gplba près de la région N-

terminale contient les sites dé liaison avec le vWf. En plus de se lier avec le vWf, le

complexe Gplb-DC-V peut aussi servir de récepteur pour la thrombine, via une interaction

avec Gplba. Cela pourrait favoriser soit une activation directe de la plaquette via un

signal intracellulaire médié par GpIb-DÎ-V ou faciliter l'activation de la plaquette via

l'interaction de la thrombine avec son récepteur plaquettaire de plus grande affinité, PAR-

l 667

Les plaquettes ainsi localisées au site de dommage vasculaire peuvent interagir, par

exemple, avec le collagène via leur intégrine a2pi (constitutivement active) et leur

glycoprotéine GPVI. 498,673 ^[\çs peuvent interagù- également avec la fibronectine et la
laminine via leurs intégrines asfti et aePi. Ces interactions, par l'entremise d'un signal

intracellulaire, principalement dans le cas de 02^1 et du complexe GpIb-IX-V via

l'entremise d'influx calcique et de tyrosine kinases, 674-676 ^Q^ activer les plaquettes.
Cela va résulter en l'activation de l'intégrine GpHb/IIIa déjà exprimée à sa surface et,
dépendant de la nature de l'activation, amener la mobilisation d'un pool intracellulaire

d'intégrines GpIIb/IHa présentes à la surface du système canaliculaire des plaquettes

(OCS) et dans la membrane des granules a. ^^ Cette intégrine une fois activée, en
presence de forces élevées de cisaillement, produit une adhésion ferme des plaquettes à la
matrice extracellulaire, entre auti'es via des liens irréversibles avec la séquence RGD

reti-ouvée dans le domaine Cl du vWf. 440,524 L'activation des plaquettes se traduit aussi
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par un changement de forme de la plaquette (formation de projections épineuses de taille
variable) et, selon l'agoniste, du relâchement de divers médiateurs contenus dans ses
granules ou néoformés. En condition de flot et de forces de cisaillement élevées, le
ralentissement préalable des plaquettes par d'autres intégrines ou glycoprotéines est
nécessaire pour permettre à la GpHb/IIIa d'établir ses liens avec le vWf ou des éléments

de la matrice extracellulaire. 673,677-680 Comme mentionnée précédemment, la
GpIIb/IIIa est également responsable de l'agrégation plaquettaire, principalement par
l'entremise de liens avec les chaînes y de la molécule de fibrinogène. 524,681

J

2.6 Importance des sélectines comme cible thérapeutique

Etant donné l'implication des sélectines dans divers processus biologiques
d'importance, comme les interactions plaquettes-leucocytes et l'adhésion leucocytaire, des
composés pouvant interférer avec la liaison entre ces molécules d'adhésion et leur ligands
furent utilisés dans le cadre de divers modèles de pathologies cardiovasculaires,
principalement d'ischémie-reperfusion. Voyons brièvement quelques-uns de ces
composés.

2.6.1 Analogues du sLe1
Des analogues du sLe ont été utilisés dans des modèles d'ischémie-reperiusion chez

le chien et le lapin. L'efficacité de ces analogues est variable, dépendant à la fois du
composé et de l'espèce étudiée et probablement aussi de la faible affinité de liaison du
sLex. Alors que l'utilisation du GM1380 permet de réduire la taille de l'infarctus du

myocarde chez le lapin, 682 l'emploi du CY1503 ne démontre pas chez cette espèce
d'effet bénéfique dans un modèle d'ischémie-reperfusion. 683 Toutefois, le CY1503, dans
des modèles d'ischémie-reperfiision chez le chien, 684 le chat685 et le rat686 a permit de
réduire l'infiltration de neutrophiles et la taille de l'infarctus. Récemment, l'efficacité du
CY1503 fut vérifiée dans un modèle aigu d'angioplastie carotidienne chez le porc. 687
Une diminution d'environ 60% de l'adhésion des neutrophiles à la paroi anérielle
endommagée fut observée, sans effet sur l'adhésion des plaquettes. Une étude in vitro
avec perfusion de plaquettes et/ou de neutrophiles en présence ou non de CY1503
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confirma que la réduction de l'adhésion neutrophilique sur une paroi artérielle

endommagée était dépendante de la présence de plaquettes. Etant donné l'importance des

plaquettes dans le recrutement des neutrophiles 97,98 yia une liaison P-sélectine/PSGL-1,
ces résultats soulignent l'importance des sélectines et des interactions plaquettes-

neutrophiles dans les événements aigus post-angioplastie.

J

2.6.2 La fucoïdine

La fucoïdine est un polysaccharide complexe fucosylé extrait de l'algue Fucus

vesiculosus. 688 ^\\Q ç^ essentiellement constituée d'un squelette de chaînes de fucose

auquel s'ajoute des branches latérales de fucose avec un nombre variable de groupements

sulfate. ^89 La taille et le degré de sulfation ont un impact sur les propriétés de la

fucoïdine; les chaînes les plus courtes et les plus riches en groupement sulfate présentent

le plus de propriétés anticoagulantes. 690-692 La fucoïdine est capable d'interférer, de
façon similaire à un analogue du sLe , avec le roulement des leucocytes sur une surface

endothéliale, tel qu'observé dans des veinules mésentériques. 629,693 L'utilisation de

fucoïdine dans un modèle d'ischémie-reperfusion chez le rat 694 et l'agneau, 695 s'est

traduite par une diminution de la taille de l'infarctus. Une réduction de l'extravasation des

neutrophiles fut aussi notée suite à l'emploi de fucoïdine dans des modèles de méningite

^96 et d'inflammation pulmonaire ^^ chez le lapin. Ces résultats soulignent l'importance
des sélectines dans le recrutement des leucocytes, notamment des neutrophiles, aux sites

d'inflammations.

La fucoïdine serait également capable de réduire la coagulabilité du sang en diminuant

la formation de fibrine. Cet effet pourrait être secondaire soit à une augmentation de

l'action de l'antithrombine III et/ou du rofacteur de l'héparine (héparine cofactor IF),

diminuant l'action de la thrombine et la formation de fibrine. 698-700 Tel que sugggéré

par Grauffel et coll., 701 on ne peut aussi exclure la possibilité d'un effet direct de la
fucoïdine interférant avec la formation de fibrine à partir du fîbrinogène. En plus de

diminuer la formation du thrombus, la fucoïdine démoRtre aussi une propriété

profibrinolytique qui serait reliée à une diminution de l'activité de PAI-1, ^99 g yng

diminution de l'inhibition de la plasmine par l'az-antiplasmine 691,699 ^ ^ yng
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augmentation de la conversion du plasminogène en plasmine par l'activateur tissulaire du

plasminogène ou par l'urokinase 691,699,702

2.6.3 PSGL-1 soluble

Bien que les analogues du sLex et des polysaccharides comme la fucoïdine ont permis
de confirmer l'importance des sélectines, ces composés ne sont pas très spécifiques. Tel

que mentionné précédeinment, le PSGL-1 est le principal ligand leucocytaire de la P-

sélectine; il est aussi capable de liaison, mais de moindre affinité avec la L- et la E-

sélectine. ^°^ L'administration de PSGL-1 soluble dans des modèles expérimentaux
d'ischémie-reperfusion et de transplantation rénale chez le rat a permis de diminuer

l'infiltration de neutrophiles et de prévenir les dommages tissulaires. 686,704
Le rPSGL-Ig est une forme recombinante chimérique soluble de PSGL-1. Il comprend

les 47 premiers acides aminés de la région N-terminale du domaine extracellulaire du

PSGL-1 de souris fiisionnés à la région charnière d'un anticorps IgGl humain. ^°^ Des
mutations dans la portion immunoglobuline du rPSGL-Ig en réduisent la liaison avec les

récepteurs Fcy ^0^ et prolongent sa demie-vie plasmatique. L'administration de rPSGL-Ig

dans des modèles expérimentaux d'ischémie-reperfusion myocardique ^^ et

mésentérique ^°^ a permis de diminuer le recmtement de neutrophiles et les dommages
tissulaires subséquents. Ce composé fiit aussi employé lors de transplantations hépatiques,

^^9 diminuant les dommages tissulaires associés à l'ischémie-reperfusion. Ces résultats
soulignent l'importance du PSGL-1 dans le recrutement des neutrophiles via une

interaction avec la P-sélectine endothéliale. Un effet profibrinolytique du rPSGL-Ig a

également été noté dans un modèle expérimental de thrombose artérielle chez le porc ^^
et chez le rat ^10 gjçn qyg l'efficacité du rPSGL-Ig fut démontré dans de nombreux
modèles d'ischémie-reperiusioa, à ce jour le bénéfice potentiel de son utilisation dans des

modèles expérimentaux d'angioplastie reste à évaluer.

Relativement peu d'études se sont attardées au rôle des sélectines et à l'efïïcacité de
bloqueurs des sélectines dans les événements aigus suite à un endommagement vasculaire

par angioplastie. L'implication des sélectines et des interactions plaquettes-neutrophiles
dans le développement de la resténose post-angioplastie, principale complication

chronique de l'angioplastie, est très peu étudiée. Nous avons donc voulu, dans un premier
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^ temps, confirmer l'importance des sélectines dans un modèle aigu d'angioplastie

carotidienne chez le porc. Par la suite, de façon à se rapprocher de la situation clinique,

développer et caractériser un modèle de dommage répété par angioplastie carotidienne

chez le porc, particulièrement en ce qui a trait à l'adhésion plaquettaire et neutrophilique

de même qu'au développement de la resténose. Finalement, en utilisant ce modèle

chronique, vérifier l'impact d'un bloqueur spécifique du PSGL-1, le rPSGL-Ig, sur les

interactions des plaquettes et des neutrophiles avec la paroi artérielle endommagée et sur

le développement de la resténose post-angioplastie.

J



106

^
CEtAPÏTRE TROIS : CONTMBUTIONS ORIGmALES

3.1 Inhibition of PlateIet-Neutrophil Interactions by Fucoidan Reduces Adhesion
and Vasoconstriction After Acute Arterial Injury by Angioplasty in Pigs

J

Résumé ;

Les molécules d'adhésion de la famille des sélectines contribuent largement aux

interactions des leucocytes et des plaquettes au site d'un dommage vasculaire. Ces

interactions augmentent les réactions inflammatou-es ainsi que la formation de thrombi
lorç de la réponse vasculaire suite à l'endommagement. La présente étude analyse les

efifçts d'un bloqueur des sélectines, la fucoïdine, sur les interactions des plaquettes et des

neutrophiles suite à un endommagement artériel créé par angioplastie chez le porc. La
déposition de plaquettes-Cr^1 ainsi que l'adhésion de neutrophiles-In111 a été mesurée sur
des segments artériels carotidiens intacts, légèrement ou sévèrement endommagés. Les
dommages ont été produits par gonflement d'un cathéter-ballon chez 7 porcs témoins
(saline) et 11 porcs traités (I.V.; l mg/kg, n=6, 5 mg/kg, n=5). Dans le groupe témoin, la
déposition plaquettaire (xl06/cm2) a été dépendante de la sévérité de la lésion. En effet,
elles'est accrue signifîcativement (P<0.05) de 0.06 ± 0.06 sur l'endothélium intact à 3.8 ±

0.6 sur des lésions légères, puis à 33.6 ± 4.9 sur des lésions sévères. Le traitement à la

fucoïdine à l mg/kg n'a eu aucun effet significatif sur la déposition plaquettaire.
Cependant, le traitement à 5 mg/kg a réduit la déposition plaquettaire sur les lésions
sévères de 73%. Le niveau d'adhésion neutrophilique (xlO /cm ) a également été
influence par la sévérité de la lésion (P<0.05) augmentant dans le groupe témoin de 8.8 ±

2.5 sur l'endothélium intact à 226.6 ± 45.5 sur des lésions légères à 397.4 ± 61.3 sur des

lésions sévères. Une fois de plus, le traitement à l mg/kg n'a eu aucun eflFet, mais le
traitement à 5 mg/kg a réduit l'adhésion des neutrophiles de 92% et de 84% sur les
segments avec lésions légères et sévères, respectivement. De plus, la fucoïdine a induit
une réduction de 51% de la réponse vasoconstrictrice au site de lésion vasculaire. La
fucoïdine n'a pas démontré d'efFet significatif sur l'agrégation plaquettaire induite par
l'ADP de même que sur le temps de coagulation activée (ACT). Lors d'études de
perfusion avec des suspensions purifiées de plaquettes et de neutrophiles, nous avons
observé que la fucoïdine inhibe l'adhésion de chaque type cellulaire aux surfaces
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endommagées. Cette inhibition est encore plus marquée lors de la perfusion de
suspensions mixtes indiquant que la fucoïdine interfère avec les interactions plaquettes-
neutrophiles. Cette éUide souligne l'importance des sélectines lors des réactions
pathophysiologiques impliquant les interactions plaquettes-neutrophiles suivant un
dommage vasculaire artériel.

J
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^ Summary: The selectin family of cell adhesion molecules contributes to the interactions
of leucocytes and platelets at the site of vascular injury. Such interactions enhance
inflammatory reactions and thrombus formation during the arterial response to injury. In
this study, we investigated the effects of a selectin inhibitor (Fucoidan) on platelet and
neutrophil interactions following arterial injury produced by angioplasty in pigs. Cr-
platelet dqïosition and In-neutrophil adhesion were quantified on intact, mildly, and
deeply injured carotid arterial segments, produced by balloon dilation in control (saline, n
= 7) and Fucoidan-treated (I.V.; l mg/kg, n = 6; 5 mg/kg, n = 5) pigs. In the control
group, platelet dqwsition (xlO /cm2) was influenced by the severity of injury and
increased significantly (p < 0.05) fi-om 0.06 ± 0.06 on intact endothelium to 3.8 ± 0.6 and
33.6 ± 4.9 on mildly and deeply injured segments, respectively. Fucoldan, l mg/kg, had
no significant effect, although doses of 5 mg/kg reduced platelet deposition by 73% on
deepty injured segments. The level ofneutrophil adhesion (xlO /cm ) was also influenced
by the severity of injury : it increased in the control group from 8.8 ± 2.5 on intact
endothelium to 226.6 ± 45.5 and 397.4 ± 61.3 on mildly and deeply injured arterial
segments, respectively (p < 0.05). Again, l mg/kg Fucoidan had no efifect, although doses
of 5 mg/kg reduced neutrophil adhesion by 92% and by 84% on mildly and deq?ly injured
segments, respectively. The effects ofFucoidan were associated with a 51% decrease in
the vasoconstrictive response at the site of arterial injury. However, Fucoidan had no
significant efifect on either platelet aggregation or activated clotting time (ACT). In vitro
perfusion experiments, Fucoidan inhibited both isolated platelet, and neutrophil, adhesion
to damaged arterial surfaces. This inhibition was more pronounced in experiments using
mixed cell preparations, indicating that Fucoidan interferes with platelet and neutrophil
interactions. These results highlight the importance of selectins in the acute
physiopathological reactions related to platelet-neutrophil interactions following arterial
injury.

J
Key Words: Platelets-Neutrophils-Fucoidan-Selectins-Angioplasty.
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The arterial response to injury involves many pathophysiological reactions that can
lea4 to clinical complications such as thrombosis, vasospasm, and restenosis. Platelets
and leucocytes, normally responsible for maintaining vascular homeostasis, are implicated
in the major reactions that lead to these pathological states (1-3). After balloon
angioplasty, the subendothelial matrix is exposed to flowing blood and circulating
platelets are activated by contact with the thrombogenic surface. The ensuing response is
influenced by a variety of local conditions, including shear forces, the severity of the
lésion, as well as platelet- and neutrophil-derived products. Cell adhesion molecules are
responsible for physical interactions leading to activation and adhesion of platelets and
neutrophils to the matrix (4). Under pathological conditions, excess activation and
adhesion of platelets and neutrophils may cause acute occlusive thrombosis,
vasoconstriction, and further vascular injury through the release of damaging products
such as Oa-radicals and proteolytic enzymes (5). Previous studies have shown that P-
selçctin, present in the a-granules and expressed on the surface of activated platelets (6),
may increase interactions between platelets and neutrophils at the site of arterial damage
(7-9), a critical step in the evolution of the vascular lesion (10-12). This adhesive
interaction appears to be mediated by platelet P-selectin and neutrophil surface Sialyl
Le^visx. Indeed, we have shown that an analog of Sialyl Lewisx can successfully inhibit
neutrophil recruitment by adherent and activated platelets, at the site of deep arterial
injury, in a porcine model of carotid angioplasty (13).

Fucoidaa, a al-3-linked fucosylated polysaccharide extracted fi-om the marine
algae Fucus vesiculolus (14), has been extensively used as a selectin blacker. In fact,
Fucoidan's molecular structure seems to be a close analog of natural ligands recognized
by the selectins, such as Sialyl Lewis (15); in addition, various studies have shown that
Fucoidan can block L and P-selectins in vitro (15-17) as well as in vivo (18-20). Research
on Fucoidan has focused mainly on inhibiting leukocyte rolling on endothelial cells.
Leukocyte rolling is essential for adhesion and subsequent migration. Fucoidan was
accordingly found to interfere with the inflammatory response (19,20), to inhibit intimai
hyperplasia in rats subjected to balloon-catheter injury (21) and to protect against
ischemia and reperfusion (22-24). Furthermore, Fucoidan was found to inhibit Factor Xa-
induced thrombosis in rabbits (25) and to possess anticoagulant and fibrinolytic activities
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(26^29). However, Fucoidan has never been used in an acute model of anerial injury,
where selectins may play an active role in the onset of vascular pathologies (1,3,30).

Our hypothesis is that selectin-mediated interactions between platelets and
neutrophils increase their activation and adhesion at the site of arterial injury and are
implicated in thrombosis and the associated vascular responses after angioplasty. This
study therefore focused on inhibiting acute platelet-neutrophil interactions mediated by
selectins, and the associated vasoconstrictive response, at the site of carotid arterial injury
induced by balloon angioplasty in pigs.

METHODS

Animal preparation

Eighteen normal cross-bred Yorkshire pigs of either sex were prepared as
previously described (12,31), in accordance with the guidelines of the Canadian Council
on Animal Care regulations. The animals were sedated by I.M. injection of 20 mg/kg
ket^mine (Rogarsetic, Rogar/STB Inc., Montreal, Quebec, Canada) and 3 mg/kg
azaperone (Stresnil, Janssen Phannaceuticals, Mississauga, Ontario, Canada). 50 ml of
blood were sampled fi-om the right jugular vein and anticoagulated with 1:5 acid-citrate-
dextrose (ACD) for platelet and neutrophil isolation and radiolabeling. Pigs were
intubated, ventilated mechanically with Os (30-35%) and medical air (65-70%), and
maintained under anesthesia with 0.5-1% halothane (Fluothane, Ay erst, Monti-eal,
Quebec, Canada). The right femoral artery and vein were cannulated. Heart rate, arterial
blood pressure, and body temperature were continuously recorded and hematological
parameters detennined in each group.

J

Platelet and neutrophil isolation and radiolabeling
Platelet and neutrophil isolation and radiolabeling were perfonned as described

previously (12,31). In brief, ACD-anticoagulated blood was centrifuged 15 min at 500 g.
Platelet-rich plasma (PRP) was collected, fi-om which platelets were obtained at 1200 g.
Platelet-poor plasma (PPP) was saved. Platelets were resuspended in HBSS-Hepes EDTA
(Hank's balanced salt solution with 0.15 g/1 ethyl diamin tetracetic acid (EDTA), pH: 6.5)
and incubated for 40 min with 300 [ici of Cr (Amersham International, UK) at room
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teniperature. After a final centrifiigation to remove unbound Cr, platelets were
resyspended in 5 ml ofPPP and reinjected into the pig.

After PRP removal during platelet isolation, leucocytes were obtained from the
same blood by sedimentation with 4% dextran and washed in HBSS-Hepes citrated buffer
(3.$ g/1 sodium citrate, pH: 7.4). Neutrophils were isolated on a Ficoll-Paque gradient, 30
min at 400 g. Red blood cells were lysed, and the neutrophils resuspended m HBSS-
Hepes-citrate. They were then incubated with 250 [id of1 "In Oxine solution (Amersham
International, UK) for 15 min, centrifuged, resuspended in 5 ml PPP, and reinjected.

J

Treatment and carotid angioplasty procedure

One hour after platelet and neutrophil réinjections, animals received at random an
IV infusion of either Fucoidan (1 mg/kg or 5 mg/kg, Sigma, US) or saline, at a rate of 1
ml/min for 20 min. Ten min after injection, the pigs were given (100 RJ/kg heparin I.V)
and allowed to rest for 5 min prior to angioplasty procedure. An 8F guiding catheter was
introduced into the femoral artery, guided under fluoroscopic control to the left common

carotid artery, and replaced by a 7F balloon dilation catheter (size : 8 mm x 3 cm,

Meditech Inc., US). The balloon was positioned between the fourth and fifth cervical
vertebrae and inflated five times, to 6 atmospheres for 30 sec, with 60-sec intervals
between inflations. The procedure was then repeated for the right common carotid artery.
In order to measure local vasoconstrictive responses and the balloon-to-artery ratio,
angiograms of each of the common carotid arteries were taken before, during, and after
diUtion (12,31,32).

At the end of the dilation procedure, approximately 30 min after angioplasty, the
carotid arteries were perfusion-fixed in situ as previously described (1 1-13). The common
carotid arteries were then excised, cleaned, and divided into nondilated segments (selected
distally to the injured area) and dilated segments (3 fi-om the site of injury); each was
approximately 1 cm in size. Next, each segment was measured for internal surface area
and processed through a gamma-counter to determine ulln-neutrophil and 51Cr-platelet
radioactivity. Total platelet and neutrophil adhesion levels were deduced by comparison
with the radioactivity of reference blood samples of known platelet and neutrophil
content, as detailed previously (33,34).



~^

113

Histological and morphometric analyses
Stained Movat-tissue sections were prepared fi-om representative sections of each

segment in order to determine the severity of injury. Nondilated segments were also
checked for the absence of injury. Mild injury occurs when the internal elastic lamina is
exposed to the arterial lumen in the absence of endothelium. Deep arterial injury occurs
when the internal elastic lamina is ruptured and the subjacent media exposed. The type of
injury as well as the inner circumference and length of the mptured sections of the internal
elastic lamina were determined with the use of a Sony DXC-970 MD color camera
mounted on a Leitz Wetzlar microscope, linked to a Power Macintosh computer loaded
with Scion Image 1.60 imaging software. The ratio of fi-acture length to internal
circumference was calculated to correct for vessel size, as described previously (35).

Hepiatologic and hemodynamic monitoring
Heart rate and blood pressure were monitored throughout all experiments. Blood

samples were collected in EDTA vacutainer tubes for the detennination of hématologie
parameters using a T-890 cell counter (Coulter Corporatioii, FL, US). The activated
clotting time (ACT) was detennined on 2 ml offi-esh venous blood collected in FTCA 510
Hemochron tubes and coagulated in an Hemochron 801 (Technidyne, NJ, US). For
platelet aggregation, 500 [d of jfreshly drawn venous blood were heparinized (5 U/ml),
diluted with 490 [i\ saline, and activated with 10 p.1 ADP (10 (AM): Platelet aggregation
waç detennined in a whole blood aggregometer (Chrono-Log 5 60-VS, PA, US) and
expressed in ohms after 5 min of activation.

J

In vitro isolated platelet and neutrophil adhesion assays
To further examine the importance of the selectin-mediated platelet-neutrophil

interactions on platelet and neutrophil adhesion, we perfonned in vitro assays using
isolated platelet and neutrophil suspensions. These suspensions were treated with the
selectin inhibitor, and perfused-over denuded arterial segments in Plexiglas perfusion
chambers in a controlled environment, as described previously (12). Briefly, excised pig
aortas are cleaned of all surrounding tissue and preserved at 4°C in Krebb's Ringer buffer.
A section is cut transversely into a ring, which is then opened longitudinally. The media
is exposed by peeling off the intima. The strip is then carefully cut into four segments that
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fit »nto the four Plexiglas chambers. Two parallel sets of two chambers are connected
with flexible tubing (R-1000 Tygoa, Norton, US) and submerged in a circulating
waterbath maintained at 37°C. Platelets and neuti'ophils are isolated and radiolabelled as
described above but, finally, are resuspended in HBSS-Hepes buffer pH: 7.4 with calcium
(0.14 g/1 calcium chloride) and magnesium (0.1 g/1 magnesium sulfate). Platelet (250 x
10 /nil) and/or neutrophil (5 x 10 /ml) suspensions are incubated (37°C, 5 min) with or
without Fucoidan. They are then perftised for 5 min through the chambers, thereby
allowing cells to come in contact with the media through a 1 cm x 0.2 cm window. The
system is connected to a peristaltic pump (model 7520-35, Cole Farmer Instrument Co.,
US), which maintains flow conditions of 10 ml/min. Platelet deposition (xlO /cm ) and
neutrophil adhésion (xl03/cm2) are quantified in the gamma counter by comparison with
50 p.1 reference samples taken prior to perfusion.

Statistical analysis

Results are expressed as mean ± SEM. Student's paired and unpau'ed t tests were
performed for intragroup and intergroup comparisons, respectively. One-way analysis of
variance (ANOVA) was performed when appropriate. Differences were considered
statistically significant at the 95% confidence level (p < 0.05).

RESULTS

Hématologie and hemodynamic parameters
As shown in Table 1, the hematological parameters of the animals -including

platelets, leucocytes, and red blood cell counts, activated clotting time (ACT), and whole
blood platelet aggregation in response to ADP- as well as the hemodynamic parameters
were within the normal range for pigs and were not influenced significantly by either of
the Fucoidan doses.

J

Characteristics of the arteries

As shown in Table 2, neither the diameter of the arteries before angioplasty nor the
balloon/artery ratios differed among the groups. Also, the severity of the arterial damage,
as indicated by the relative percentages of mildly and deeply injured segments and by the
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fi-açture length/intemal elastic lamina ratio in the case of deeply injured segments, was
sin^ilar between groups. Interestingly, treatment with Fucoidan 5 mg/kg reduced
vasoconstriction of injured arteries fi-om 36.3 ± 4.7 in the control group to 17.7 ± 3.4 (p <
0.05), corresponding to a 51% reduction. However, the arterial vasoconstriction was not
modified by 1 mg/kg Fucoidan when compared to the œntrol group.

In vivo platelet and neutrophil adhesion
Fig. 1 shows platelet deposition on intact, mildly injured, and deeply injured

carotid segments in control and treated pigs. In control animals, the level of platelet
deposition (xl06/cm2) depended on the severity of injury, increasing fi-om 0.06 ± 0.06 on
intact endothelium, to 3.84 ±0.59 on mildly injured segments, and to 33.61 ± 4.88 on
deeply injured segments. While 1 mg/kg had no effect, 5 mg/kg Fucoidan reduced
platelet deposition by 73% on deeply injured arterial segments, going from 33.61 ± 4.88 to
8.75 ±2.51 (p < 0.05). Neutrophil adhésion (xl03/cm2) also depended on the severity of
injury; as shown in Fig. 2, it increased in control animals fi-om 8.75 ± 2.45 on intact
endothelium, to 226.56 ±45.46 on mildly injured segments, to 397.4 ± 61.63 on deeply
injured segments. Fucoidan (5 mg/kg) reduced neutrophil adhesion on mildly injured
segments by 92% (18.91 + 4.43), and on deeply injured segments by 84% (65.04 ± 10.81).
Again, Fucoidan l mg/kg had no significant efiTect on neutrophil adhesion.

J

In vitro adhésion assays
In order to detennine the direct effects of Fucoidan on platelet and neutrophil

interactions with the arterial media, adhesion assays were performed with isolated cells.
As shown in Fig. 3, platelet deposition (xl06/cm2) increased (p < 0.05) with the presence
of neutrophils fi-om 2.49 ± 0.42 to 8.34 ± 1 .26. When platelets were perfused in the
absence of neutrophils, Fucoidan at 20 and 100 ug/ml reduced platelet deposition by 50%
and 75%, respectively. When platelets were perfused in the presence of neutrophils,
platelet deposition was reduced by 71% and by 89%, respectively. As shown in fig. 4,
neutrophil adhésion (xl0 /cm ) to arterial media increased significantly in the presence of
platelets as well, going fi-om 26.56 ± 2.36 to 122.12 ± 17.37. In addition, Fucoidan at
both dosages (20 and 100 ug/ml) inhibited neutrophil adhesion in the presence and
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absence of platelets. However, when neutrophils were perfused alone, Fucoidan reduced
(p < 0.05) adhésion by 30-40%. When neutrophils were perfused with platelets, Fucoidan
reduced neutrophil adhesion by 60-80%.

J

DISCUSSION

The arterial response to injury involves platelet deposition, via several adhesive
proteins on the exposed arterial surface as well as cell adhesion molecules on platelets
(36). Neutrophils may then roll and adhere to these platelets and take part in the
inflammatory response (7-9,37). These reactions are closely influenced by the
coagulation pathways, cellular mediators, the local flow conditions (38), and the nature of
the arterial lesion. Under pathological conditions, dysregulation of hemostasis may lead
to recruitment of large numbers of platelets and leucocytes at the site of arterial injury,
thereby enhancing thrombus fonnatioa, vascular occlusion, vasospasm, and restenosis
(1,2,4,39).

As demonstrated previously (11), and again in this stidy, vascular injury is
associated with both platelet and neutrophil adhesion. The extent of neutrophil adhesion
is ipfluenced by platelets (33), which support the adhesion of neutrophils to damaged
artçrial surfaces in a concentration dependent manner (12). In addition, we have shown in
perfusion experiments with isolated platelets and neutrophils that adhesion of both cell
types is increased when they are perfused in mixed suspensions, stressing the importance
of ^n interplay between platelets and neutrophils at the site of injury. Together, these
findings indicate that platelets can modulate neutrophil adhesion on damaged arteries.
This reaction involves cell-cell adhesive interactions that appear to be mediated by at least
platelet P-selectin. In fact, P-selectin has been shown to mediate the binding of
neutrophils to platelets in a vessel-wall injury model in vitro (8,37,40), in a thrombosis
model in vivo (7), and after angioplasty (13). These observations are consistent with our
present findings that Fucoidan dramatically reduced both in vitro and in vivo platelet and
neutrophil adhésion at the site of arterial injury.

Our in vitro perfusion experiments showed that isolated platelets can adhere to
arterial media when perfused alone, but that their adhesion is increased in the presence of
neutrophils. Platelet deposition to the subendothelial matrix mainly involves adhesive
interactions of Von Willebrand Factor with platelet GPIb and GPIIb/IHa (4l) and of
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collagen with GPIa/Da (42). Activated adherent platelets may also be responsible for
increased recruitment of other platelets, through aggregation mediated by platelet
GPIIb/HIa, fibrinogen (36), and thrombospondin (43,44). It has been reported that
Fucoidan can bind to adhesive proteins such as laminin (45) and fibronectin (46), thereby
reducing platelet deposition and thrombus growth by inhibiting aggregation mediated by
thrombospondin (15,45). In addition, Fucoidan has anticoagulant and fibrinolytic
properties, including potentiation of HCII (25,26,47), activation of plasminogen, and
inhibition of a2-antiplasmin (27). However, since Fucoidan had no effect on ACT at the
doses used in our study, its effects in our experiments appear unrelated to its potential
anticoagulant properties.

The adhesion of neutrophils to adherent activated platelets mainly involves L-
selectin, Sialyl Lewisx, and PSGL-1 via binding to platelet P-selectin (48-50). These
interactions slow neutrophil rolling, induce their activation, and allow their firm adhesion
via 63 integrin (Mac-1) (51), that integrin, in turn, also binds fibrinogen and platelet
GPIIb/HIa (8,9). In our study, the effect ofFucoidan on neutrophil adhesion appears to be
linked to its capacity to block selectins. Previous studies have shown that Fucoidan can
block L and P-selectins in vitro (15-17) as well as in vivo (18-20). Recently, we have
observed in flow cytometry studies that Fucoidan inhibits the binding of activated
platelets expressing P-selectin to neutrophils (unpublished observation). The findings of
Patankar et al. (15) support this observation by demonstrating that Fucoidan seems to be a
clo?e structural analog of Sialyl Lewis , one of P-selectin ligand on neutrophils. This
finding is also m agreement with our recent study (13) showing that a structural analog of
Sialyl Lewis (CY-1503) inhibits neutrophil. adhesion to platelets at the site of arterial
injury. However, whereas CY-1503 was without any significant effect on platelet
deposition, Fucoidan interfered with both platelet and neutrophil adhesion. These results
may explain the greater effect observed with Fucoidan on both the adhesion and
vasoconstrictive responses. It has been reported, moreover, that thrombospondin may
contribute to platelet-leukocyte binding (52) and that Fucoidan may inhibit this binding by
an interaction with thrombospondin (45). As well, our perfusion experiments have shown
that Fucoidan inhibits the adhesion of isolated neutrophil in the absence of platelets.
Perhaps, this effect is related to an inhibition of neutrophil-neutrophil interactions and
adhesion via L-selectin (16,53). However, Fucoidan, in the presence of platelets,
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coTRpletely inhibited neutrophil adhesion increase, thus indicating that Fucoidan's major
effect is related to inhibition ofneutrophil-platelet interactions through P-selectin.

Engagement of these cell adhesion molecules causes platelet and neutrophil
activation through intracellular signaling pathways (54,55). Activated platelets and
neutrophils release potent vasoactive substances such as thromboxane A2, serotonin, PAF,
leulcotrienes, elastase, and Oa-radicals that increase vascular injury and vasoconstriction
(5). Inhibition ofneutrophil adhesion and interaction with platelets may reduce the release
of these vasoactive substances and, thereby, the arterial vasoconstrictive response.

Platelet-neutrophil interactions at the site of vascular injury play an important role
in the pathophysiology of thrombosis and the vasoconstrictive response. Furthermore,
increased platelet and neutrophil activation and interactions have been reported in patients
following angioplasty (56,57). Our study has shown that inhibition of this specific
intçraction by a selectin blocker, Fucoidan, can reduce platelet-neutrophil complex
formation, platelet-neutrophil coactivation at the site of deep arterial injury, and both
platelet and neutrophil adhesion to injured arterial surfaces. These adhesive interactions
through selectins may well be a therapeutic target in our attempts to limit post-
angioplasty complications such as acute thrombosis and vasospasm, thereby reducing
chronic restenosis.
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TABLE l. Hématologie and hemodynamic parameters of the control and Fucoidan-u'eated groups

Control
Saline

Fucoidan

l mg4g
Fucoidan

5mg4g
Platelets (x 106/ml)
Leucocytes (x 10 /ml)
Red blood cells (xl09/ml)
Activated dotting time (s)
Platelet aggregation (ohms)
Heart rate (bpm)
Mean arterial BP (mm Hg)

332 ± 37
17.7 ± 6.5
4.9 ±0.1
110±6
13.5 ±2.5
128 ± 15
58 ±2.1

338 ± 23
10.2 ±1.6
4.5 ± 0.2
92 ±3

14.6 ± 1.8
121 ± 19
63 ±3

296 ± 26
9.0 ± 1.5
4.6 ± 0.2
119 ±9

10.9 ± 2.5
109 ± 11
55 ± 4.7
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TABLE 2. Characteristics of the animals and dilated arteries in the control and

Fucoidan-treated groups

Control Fucoidan

l mg/kg
Fucoidan

5mg/kg
No. of animals

Weight (kg) 17.7 ±1.1 18.9 ±1.3 18.9 ±1.8
No. arteries successfiilly dilated 14 11 10
Diameter of arteries before dilation (mm) 4.06 ±0.09 4.08 ±0.09 4.08 ±0.14
Vasoconstriction (% reduction of diameter) 36.3+4.6 24.8 ±4.3 17.7 ±3.2*
Balloon/artery ratio 1.12 ±0.02 1.19 ±0.04 1.1610.03
No. of mildly injured segments (%) 20(48%) 21(64%) 16(55%)
No. of deeply injured segments (%) 22(52%) 12(36%) 14(45%)
Cja-cumference of internal elastic lamina (mm) 7.17 ± 0.35 6.7 ± 0.26 6.63 ± 0.51
Fracture length (mm) 1.0 ±0.1 l.3 ±0.2 0.8 ±0.1
Fracture length/internal elastic lamina ratio (%) 13.7 ± 1.3 19.5 ± 2.7 13.3 ± 2.8

*p< 0.05 vs control
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. Platelet deposition to intact, mildly injured, and deeply injured arterial
segments in control and Fucoidan-treated groups. Platelet deposition
increased with the severity of injury in the control group. Treatment with
Fucoidan 5 mg/kg reduced platelet deposition to deeply injured segments by
73%.

Figure 2. Neutrophil adhesion to intact, mildly injured, and deeply injured arterial
segments in control and Fucoidan-treated groups. Neutrophil adhesion
increased with the severity of injury in the control group. Treatment with
Fucoidan 5 mg/kg reduced neutrophil adhesion to mildly injured segments
by 92% and to deeply injured segments by 84%.

Figure 3. Effect ofFucoidan on platelet deposition to arterial media in perfusion flow
chambers, in the absence and presence ofneutrophils. Both doses of
Fucoidan reduced platelet deposition to arterial media.

Figure 4. Effect ofFucoidan on neutrophil adhesion to arterial media in perfusion
flow chambers, in the absence and presence of platelets. Both doses of
Fucoidan reduced neutrophil adhesion to arterial media.

l
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FIGURE 1
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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~) 3.2 Relationship between platelets and neutrophil adhesion and neointimal growth
after repeat arterial wall injury mduced by angioplasty in pigs

J

Résumé

Les interactions des plaquettes et des neutrophiles avec la paroi artérielle endommagée
peuvent contribuer à la resténose. Même si des modèles expérimentaux ont surtout utilisés
l'endommagement par cathéter ballon d'artères saines, la dilatation d'artères
pathologiques est cliniquement plus pertinente et pourrait se traduire par différentes
interactions cellulaires. Cette étude a pour but d'analyser la relation entre l'adhésion des
plaquettes et des neutrophiles, l'étendue de la formation du néointima et l'expression de
P-sélectine après dommage artCTiel répété. Dans le cadre d'un modèle aigu (simple
angioplastie), 11 porcs ont été soumis à une dilatation carotidienne bilatérale et sacrifiés
une heure plus tard. Dans un modèle chronique (angioplastie répétée), 19 porcs ont été
soumis à une angioplastie carotidienne bilatérale. Un mois plus tard, 9 porcs ont subi une
angioplastie similaire aux mêmes sites alors que 10 porcs ne furent pas redilatés mais
plutôt utilisés pour étudier le néointima l mois post-angioplastie. Après une simple
angioplastie, l'adhésion de plaquettes-Cr (xlO /cm2) s'est accrue significativement
(P<0.^5) de 3.8 ± 0.6, sur des segments légèrement endommagés, à 45.9 ± 6.5 sur des
segments sévèrement endomagés. Des résultats statistiquement similaires sont observées
après angioplastie répétée. Après une simple angioplastie, l'adhésion des neutrophiles-
Inul (xl03/cm2) a augmentée de 226.6 + 45.5 sur des segments légèrement endommagés à
512.5 ± 70.3 sur des segments sévèrement endommagés (P<0.05). Cependant, après
angioplastie répétée, l'adhésion des neutrophiles était significativemeiit accrue (P<0.05)
dans des segments légèrement (1289.05 ± 227.9) et sévèrement endommagés (2411.8 ±
333.9) par rapport à l'adhésion observée après une simple angioplastie. Un mois après
angioplastie, le néoendothélium exprimait de la P-sélectine; la production de néointima et
l'adhésion des neutrophiles était plus importante après un dommage sévère que suite à un
dommage léger. Ces résultats qui suggèrent la présence d'un processus inflammatoire
persistant l mois après angioplastie, soulignent que les neutrophiles pourraient participer à
la progression de la resténose post-angioplastie.
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^ Abstract

Platelet (PLT) and neutrophil (PMN) interactions with injured vascular wall may contribute
to restenosis. Although animal models have mainly focused on balloon injury of intact
arteries, dilation of pathological arteries is clinically more relevant and may elicit different
cellular responses. This study aims to investigate the relationship between the adhesion of
PLT and PMN, the extent of neointima fomiation and the expression of P-selectin after
repeat arterial injury. In an acute single-injury model, eight pigs were subjected to bilateral
balloon dilation of carotid arteries and sacrificed l h later. In a chronic model, 19 pigs
were subjected to similar angioplasty procedures and allowed to recover for 1 month; then
9 pigs were redilated at the same previously injured sites (double injury) while the
reniaining 10 pigs were not redilated and used to investigate the extent and the adhesive
properties of the neointima. After single injury, 51-Cr-PLT adhesion (x 106/cm2) increased
significantly from 3.8 ± 0.6 to 45.9 ± 6.5 (P < 0.05) on mildly and deeply injured segments,
respectively; these values were statistically similar to those observed after double injury.
After single injury, lnIn-PMN adhesion (x 103/cm2) increased fi-om 226.6 ±45.5 to
512.5 ±70.3 (P < 0.05) on mildly and deeply injured segments. However, after double
injury, PMN adhesion was significantly higher (P < 0.05) on both mildly and deeply
injured segments (1289.05 ± 227.9 and 2411.8 ± 333.9) than PMN adhesion observed after
single injury. As well, the neo-endothelium expresses P-selectin at 1 month and neointimal
grpwth was more abundant on deeply injured segments and was associated with more PMN
adhesion than mildly injured segments. These results, which indicate ongoing
proinflammatory processes 1 month post-angioplasty, suggest that PMNs may participate in
the progression ofrestenosis.
Keywords: Neutrophils; Platelets; Neointima; Angioplasty; Repeated injury
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Introduction

Silice its clinical introduction nearly 20 years ago, percutaneous transluminal coronary
angioplasty (PTCA) has increased in popularity as a clinically efiTective method for
improving blood flow through stenosed or occluded arteries. However, over the next 3 to
6 ninths, restenosis (recurrent stenosis) occurs in approximately 30% of patients, thereby
constituting a significant limitation to the long-term success of this procedure [1-3]. A
number of trials using dmgs efifective in animals for reducing restenosis have produced
negative clinical results [4,5]. The complexity of the restenosis process, species
particularities, and suboptimal drug dosing may partially explain these differences [6,7]. In
addition, most experimental studies evaluating the pathophysiology of restenosis have used
animal models in which the arteries were superficially injured or were fi-ee of previous
atherosclerosis or other vascular insults. However, clinical PTCA frequently induces a
more severe and deeper injury that would expose to the blood flow a neointima composed
of ^ mixture of smooth muscles cells and inflammatory cells within an extracellular matrix.
Cellular reactions and interactions can be quite difiFerent in the two settings [8-10].
Previous studies have demonstrated the importance of platelets and neutrophils in the
response to arterial injury produced by angioplasty [11-16]. Briefly, the injured arterial
luminal surface is rapidly covered with a layer of adherent platelets and leukocytes.
Platelets and neutrophils adhere to the damaged arterial wall in proportion to the degree of
injury [12]. Activated platelets release constituents, such as thromboxane Â2, fibrinogen,
serotonin, and platelet-derived growth factor (PDGF), all of which promote mural thrombus
formation, vasoconstriction, and restenosis [11,12,17,18]. As well, neutrophils are
activated after PTCA [19-23] and released biologically active products such as oxygen-free
radicals, vasoactive arachidonic acid metabolites, and proteolytic enzymes, while
contributing to up- or down-regulation of platelet reactivity [14,24,25]. Most of these
interactions are facilitated by cell adhesion molecules mainly members of the selectin,
integrin and immunoglobulin families [26].

P-selectin is a cell adhesion glycoprotein of the selectin family, found in the Weibel-Palade
bodies of the endothelial cells and in the alpha-granules of platelets [27]. It is rapidly
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expressed at the ceH surface within minutes after cellular activation [28,29]. P-selectin is
involved in the initial rolling of leukocytes on the stimulated endothelium [30,31]. It
interacts with carbohydrates and its principal ligand, P-selectin glycoprotein-1 (PSGL-1),
on neutrophils and other leukocytes [32-34]. P-selectin is also necessary for platelet-
leufcocyte interactions [35-37] where it allows tethering ofneutrophils by activated platelets

[17,38,39].
Few data, however, exist regarding the interactions of platelets and neutrophils with
damaged arterial wall after repeated injury. Therefore, we performed this study to
investigate, in the carotid arteries of swine, after single or repeated injury by balloon
dilation, the interactions of platelets and neutrophils with damaged arterial wall. We also
sought to determine the relationship between the adhesion of platelets and neutrophils, the
extent of neointima formation and the expression of P-selectin by the reendothelialized
injured arterial wall.

J
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Materials and methods

Animal preparation

We performed experiments on 27 normal cross-bred Yorkshire swine (mean weight: 20.6 ±

0.7 kg), prepared according to the Canadian Council on Animal Care regulation. The study
design is summarized in Fig. 1. Animals were sedated with an intramuscular injection of

ketamine (Rogarsetic, 15 mg/kg, Rogar/STB Inc.) and azaperone (Stresnil, 3 mg/kg,

Janssen Pharmaceuticals). The pigs were intubated, mechanically ventilated with medical

air and 02, and anesthetized with 0.5% to 1% halothane (Fluothane, Ayerst), as previously

described [12,13,40].

Arterial injury by angioplasty

As previously described, [12,13,40] intravenous heparin (100 U/kg) was given

approximately 5 min before beginning the angioplasty procedure. The angioplasty

procedures involved the following steps. First, through the right femoral artery, a 7F

polyethylene balloon dilation catheter (size, 8 mm x 3 cm, Meditech Inc., US) was

positioned, under fluoroscopic control, into the left and right common carotid arteries,
between the fourth and the fifth cervical vertebrae. Seœnd, in each artery, five 30-sec

inflations were performed at a pressure of 6 atm, with resting intervals of 60 sec between

each inflation. Angiograms were obtained immediately before, during, and after dilation in

order to determine the balloon/artery ratio.

As resumed in Fig. 1, animals were either sacrificed l h after the dilation procedure (acute,

single-injury model, n = 8) or allowed to recover and kept for 4 weeks (chronic, repeated-
injury model, n = 19). At 4 weeks, nine of these latter animals were subjected to a second

angioplasty procedure at the same previously injured sites and sacrificed l h later, while 10

were sacrificed without redilation. In each animal, heart rate, blood pressure, and basal

hematological parameters were determined. Platelet aggregation by impedance was
measured in a whole-blood aggregometer (Chrono-Log 560-VS). Aggregation was induced

in 500 |j.l ofheparinized (5 U/ml) blood, diluted with 490 ^1 of saline and activated with 10

J
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^ \û ADP (10 pM). Activated clotting time (ACT) was detennined in the 2 ml blood samples
collected in FTCA 510 Hemochron tubes and placed in an Hemochron 801 (Technidyne).

Isolation and labeling ofneutrophils and platelets

On the day of sacrifice, autologous blood, collected in acid-citrate-dextrose (ratio 5:1) was
used, for the isolation and radiolabelling of neutrophils and platelets with indium-oxine
an4 51chromium, respectively, as detailed elsewhere [12,13,40,41]. Briefly, a low-speed
centrifugation yielded a bottom portion rich in red blood cells and in leukocytes and a
platelet-rich plasma. Platelet suspension extracted from this plasma was then incubated
wit^i 300 [id of 51Cr (Amersham International) for 30 min. Next, the suspension was
centrifijged to remove unbound 51Cr, resuspended in platelet-poor plasma, and reinjected
into the animal. Neutrophil isolation was performed with the bottom portion obtained after
the first blood centrifiigation. A leukocyte-rich suspension, obtained after red blood cells
sedimentation with 4% dextraa, was then layered on Ficoll-Paque (Pharmacia LKB)
gradient and centrifuged for 30 min at 300 g to obtain a neutrophil-rich bottom. Next,
contaminating red blood cells were lysed and neutrophils were incubated with 250 [id of
In (Amersham International) for 15 min. Finally, the suspension was then centrifuged to
remove unbound In, resuspended in platelet-poor plasma, and reinjected into the animal.

Quantification ofneutrophil and platelet adhesion

At the end of the experiments, we fixed the carotid arteries in situ, using an anterograde
perfusion of a buffered fonnalin solution (Tissufix #2, Laboratoires Grilles Chaput). The
fixed common carotid arteries were then removed and cleaned of all adventitial tissue. The

dilated section as well as the proximal and distal nondilated areas were each divided into
three segments. After length and internal surface measurements, these segments as well as
reference blood samples were placed in a gamma counter equipped with a multinuclide
analysis program for n'In and 51Cr radioactivity determination. The amount ofneutrophils
and platelets per square centimeter adhering to arterial segments was calculated from the
segment's radioactivity, and the cellular count and radioactivity of a reference blood
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^) sample, corrected for the luminal surface of the arterial segment, as described
previously [40,42].

Histopathology

Representative transversal sections fi'om each dilated segment, as well as fi'om proximal
an4 distal areas of all arteries, were stained with hematoxylin-phloxin-safran (HPS) and
Mçvat's pentachrome; thus allowing for identification of the internal elastic lamina (IEL)
and of the delimitation between the neointima and the media, as reported previously [43].
The degree of injury produced by angioplasty was determined by light microscopy.
Whereas a mild injury was characterized by an exposed but not breached ffiL, a deep injury
wa? characterized by a breached IEL and a lacerated media. To evaluate the extent of the
reendothelialization, we selected representative injured segments of nonredilated carotid
arteries from five swine in the chronic model for a scanning electron microscopy (SEM)
procedures.

Morphometry

We subjected all sections of the injured segments from nonredilated arteries in the chronic
model to morphometric analysis, using computer-assisted histomorphometry and the NIH
Image l. 60 imaging software. Measurements were made of the lengths of the external
elastic lamina (EEL) and IEL, the surface areas within the EEL and IEL, and the neointimal
and lumen areas. In sections where the IEL was breached or missing, the dimensions of the
neointima overlying the intact IEL and in the area. of medial repair were added together
[44,45]. The medial area was calculated by the differential between the EEL and the ŒL
areas, while the percent luminal stenosis was calculated as follows: neointimal
area/(neointimal area + lumen area) x 100 [44].

J

Imrftunohistochemistry

We evaluated the presence of endothelial cells on the neointima of nonredilated segments
in the chronic model, using peroxidase-labeled Dolichos bifloms lectin [46] (DBA, Sigma
Chemical). Sections were incubated for 30 min at room temperature with 5 p.g/ml solution
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^ of PBA lectin in phosphate buffer saline (PBS). The color was developed using 0.05%
3.3'-diaminobenzidine and 0.03% hydrogen peroxide in PBS. Sections were then
counterstained with Mayer's hematoxylin. In the aforementioned nonredilated arteries, we
assessed the expression ofP-selectin by the neoendothelium in parafiRn-embedded sections,
usipg a rabbit polyclonal antibody to human P-selectin (Phanningen) that has been shown
to cross-react with porcine P-selectin. After inactivation of endogenous peroxidase activity
by incubation in a solution of methanoVhydrogen peroxide, and prevention of nonspecific
protein binding by incubation in normal goat serum, arterial sections were exposed to the
primary antibody and incubated with a secondary biotinylated antibody directed against
rabbit IgG (goat anti-rabbit. Sigma). The avidin-biotin complex (ABC) immunoperoxidase
technique was then employed and the reaction was developed and counterstained as
described previously. The following immunohistochemistry controls were performed: (1)
replacement of the primary antibody with nonnal goat serum or with nonspecific rabbit
IgÇ; (2) examination of naïve carotid arteries; (3) examination of dilated carotid arteries;
(4) and examination of segments distal to the injured areas. The degree of staining was
graded, on a semi-quantitative scale, as follows: 0 == no staining; 1 = <25% section
circumference positive; 2 = 25% to 50% section circumference positive; 3 = 50% to 75%
section cu-cumference positive; 4 = 75% to 100% section circumference positive; and 5 =
100% section circumference positive. Results were recorded as average score per segment.
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^)
Statistical analysis

Results are reported as mean±SEM. Intergroup diflferences were compared using the
unpaired student's / test or, when applicable, the one-way ANOVA test with Bonferroni
corrections for all comparisons. Ordinal data were compared using Kruskal-Wallis and
Dupn's test for multiple comparisons. A P value of < 0.05 was considered statistically
significant.

Results

Animal characteristics

Sw^ae from both acute and chronic models had similar initial body weight (17.64 ± 1.93
and 16.92 ± 0.36, respectively). In addition, no significant differences were found in the
terminal hématologie and hemodynamic parameters measured (Table l). As seen in
Table 2, which summarizes arterial characteristics in each group, the extent of injury was
similar between groups. Figure 2 shows representative histological sections of deeply
injvred arteries from the acute and the chronic model.

Platelet and neutrophil adhesion after single and repeated injury
As illustrated in Fig. 3, platelet adhesion after either the single or repeated injury was
sigoificantly liiglier in the deeply injured arterial segments (45.9 ± 6.5 x 106/cm2 and
32.8 ±9.3 x 106/cm2, respectively) than in the mildly injured (3.8 ± 0.6 x 106/cm2 and
4.6 ± 1.0 x 106/cm2) or intact segments (0.08 ± .06 x 106/cm2 and 0.39 ± 0.20 x 106/cm2).
However, the extent of platelet adhesion in the two models did not dififer significantly.
Neutrophil adhésion after either the single or repeated injury was significantly higher in
deeply injured arterial segments, as compared to mildly injured or intact segments (Fig. 4).
Moreover, compared to the acute model (single injury), neutrophil adhesion in the chronic
model (repeated injury) was significantly higher for both mildly (1289.1 ± 227.9 x 103/cm2
versus 226.6 ± 45.5 x 103/cm2) and deeply injured segments (2411.8 ± 333.9 x 103/cm2
versus 512.5 ± 70.3 x 103/cm2).
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n
Platelet and neutrophil adhesion on neointima of nonredilated arteries

Figs. 5 and 6 show neutrophil and platelet adhesion on intact arterial segments and on

neointima following mild and deep injury 4 weeks after the first angioplasty. Neuti-ophil

adhesion is significantly higher on the neointima of deeply injured segments

(32.9 ± 4.8 x 103/cm2) than in mildly injured or intact arterial segments (7.5 ± 0.8 x 103/cm2

and 7.3 ± 1.6 x 103/cm2, respectively). Platelet adhesion is also higher on the neointima of

deeply injured segments than in mildly injured or intact arterial segments. Both platelet

and neutrophil adhesions were found to be correlated with the neointimal surface in deeply

injured segments (P < 0.001, r = 0.77 and 0.83, respectively).
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Morphometric and immunohistochemical studies

The extent of neointima formation, reendothelialization, and P-selectin expression was

assessed in 18 arteries, that were subjected to an angioplasty but were not redilated 4 weeks

later. As shown in Table 3, there was significantly more neointimal surface in the deeply

injured than the mildly injured segments. This neointima (Figure 7) is characterised by

various amount of spindle-shaped cells and organised mural thrombus in a more or less

extracellular matrix. This neointima was often eccentric in deeply injured segments; was

correlated with the fi-acture length, as expressed as a percentage ofIEL length (r = 0.86,

P< 0.01); and was associated with a significantly higher vascular stenosis (16.8 ± 3.6 %

versus 4.5 ± 0.10%, after deep and mild injury, respectively). Surface analyses by SEM

showed a neoendothelium covering the neointima (Fig. 7A). The densely packed

endothelial cells, protmded into the lumen with a cuboidal to polygonal moqîhology, were

mostly irregularly oriented. Staining for the lectin Dichlorus biflorus (DBA), showed that,

by 4 weeks after the first angioplasty, almost complete reendothelialization had occurred on

the injured arterial segments (Fig. 7C). Deeply injured segments, however, showed a less

complete reendothelialization than mildly injured segments, with mean scores of 3.95 and

4.61, respectively (P < 0.01, Kruskall-Wallis and Dunn's tests). As well, whereas the

endothelium of naïve carotid arteries showed no P-selectin or showed scant single cells

expression of P-selectin, the redilated arteries were deendothelialized and showed a
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-^ plat^let-rich mural thrombus with positive expression of P-selectin. In the mildly and
deeply injured nonredilated arterial segments, multifocal expression of P-selectin by the
neoendothelium (Fig. 7C) was observed with a mean score of 2.13 and 1.9, respectively.

Discussion

In this study, we investigated first the reactions of platelets and neutrophils
post-angioplasty in a chronic porcine model involving repeated angioplasty to the carotid
arteries, in comparison with an acute model involving single angioplasty; and second we
assessed the relationship between these reactions and the extent of neointimal formation,
P-selectin expression and reendothelialization.
In the chronic model (repeated injury), we showed that, as for the acute model after single
injury, platelet and neutrophil adhesion was fiinction of the severity of the injury.
However, the level of platelet adhesion after the second angioplasty was similar to that
observed after the first angioplasty, whereas neutrophil adhesion was much increased after
the second angioplasty. We have previously shown that the level of platelet and neutrophil
adhesion that occurs after angioplasty of normal arteries (single injury) is a fi^nction of the
severity of injury [12,13,40,41]. After single injury, we have already shown that platelets
cai^ modulate neutrophil adhesion to damaged arteries [12], via a selectin dependent
mechanism [40]. The importance of selectin in platelet binding to neutrophils was recently
highlighted by many investigators showing that platelet P-selectin modulates neutrophil
adhesion to surface-adherent platelets [37-39,47,48]. However, despite a similar level of
platelet adhesion after single or repeated injury, neutrophil adhesion was significantly
increased after the second injury. These results suggest that, after repeated angioplasty
which involves dilation of newly fanned neointima, a platelet-independent mechanism of
ne^trophil adhésion is also involved. This finding may be related to the presence of
neointima that induces neutrophil activation followed by upregulation ofneutrophil MAC-1
(CDllb/CDlS). This concept is supported by many findings showing that neutrophil
activation is enhanced following PTCA [19-23]. MAC-1 mediates the finn adhesion of
neutrophils to endothelial ICAMs [49,50], and constitutes the principal integrin involved in
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neutrophil adhésion to components of the extracellular matrix, such as collagen,
fibronectin, fibrinogen, and laminin, present in neointimal tissue [49,51,52]. Activated
neutrophils, in turn, may release various inflammatory mediators such as oxygen radicals,
proteolytic enzymes, cytokines, chemokines, PAF, and leukotrienes that amplify the arterial
response to injury and contribute further to neutrophil recruitment at the sites of injury [53].
In addition, neutrophils, through the release and activation of metalloproteases [54],
participate in the degradation of the extracellular matrix leading to enhanced inflammatory
reactions. These results, collectively, suggest that this increased neutrophil adhesion after
the second angioplasty could be related to ongoing inflammatory reactions, during
necintima formation in the restenotic process, 1 month after the first angioplasty.
In our study 4 weeks post-angioplasty, we observed a significantly more abundant
neointimal tissue in deeply injured than in mildly injured arteries. This indicates, as
meptioned by others [16,44,55], that neointimal production may be a fijnction of the
degree of arterial injury induced by angioplasty. This result is in agreement with
observations made in human pathological samples where neointimal tissue was found to be
more abundant at site of medial tears [56]. In addition, these arteries showed a nearly
completed reendothelialization. These results are in agreement with previous reports
indicating that reendothelialization following angioplasty in pig carotid arteries, as
evaluated by immunohistochemistry using DBA lectin, can be largely achieved 21 days
post-injury [45,57]. However, the extent of reendothelialization was significantly less
important in deq)ly injured than in mildly injured arterial segments. On the other hand,
neytrophil adhésion to this neoendothelium was more important in deeply injured arterial
segments as compared to mildly injured segments, suggesting that severity of the injury,
even 4 weeks after an angioplasty, could still influence the level of neutrophil adhesion to
the arterial wall. Moreover, in these deeply injured arterial segments, neutrophil adhesion
was found to be correlated with the extent of the neointima formation. These results
suggest that the neoendothelium and/or neointima may exhibit an increased
adhesion/attraction towards neutrophils.
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"^ Three distinct molecular signals regulate the emigration of neutrophils from the
vasculature: selectin-carbohydrate, chemoattractant-receptor, and integrin-immunoglobulin
family interactions; these signals act in sequence, not in parallel [58]. Selectins are
involved in the initial transient interactions between leukocytes and endothelial

cells [30,31]. P-selectin can participate in both inflammation and thrombogenesis

following tissue injury [30,59,60] as it mediates leukocyte adhesion to both endothelial

cells and platelets. In addition, P-selectin is involved in chronic inflammation and in the

processes leading to cell proliferation associated with vascular remodelling [61]. In this
regard, we evaluated the expression of P-selectin by the neoendothelium 4 weeks after
an^ioplasty. Although P-selectin is not or weakly expressed by the naïve carotid artery
endothelium, we noted its expression by the arterial neoendothelium in examined injured
segments. This finding supports those reported in an immunohistochemical study of human

athCTOsclerotic carotid and coronary arteries [62]. This suggests that the regenerating

en4othelium is functionally different fi-om the normal arterial endothelium, which could
partially explain the increased neutrophil adhesion. In addition to P-selectin, ICAM-1,
whose expression was reported to be increased in regenerating endothelium following

an^ioplasty [63] and wliich was coexpressed with P-selectin in endotlielium covering
atherosclerotic plaques [62], may participate in this phenomenon.

In summary, we showed that repeated dilation of damaged arteries produced a much

increased neutrophil adhesion to the injured wall, as compared to single dilation of normal
artçries, and demonstrated that the neointima exhibited an ongoing inflammatory process,
4 ^eeks after angioplasty. The use of damaged arteries rather than normal vessels in
experimental angioplasty studies may result in a better understanding of the relative
involvement of leukocytes, platelets, and the arterial wall in post-angioplasty events.
Further studies are needed to ascertain the importance of the neutrophils in the restenotic

process.
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Figure legends

Figure 1 Schematic of experimental design in single-injury and repeated-injury
angioplasty models. Hematological and hemodynamic (^) parameters and
angiographie measurements ( -t- ) detenninations.

Figure 2 Histological section of deeply injured arteries after single (A) or repeat(B)
injury. Note the fi-acture of the internal elastic lamina and the presence of
neointima (n) in the chronic repeat injury and thrombus (*) at the site of

injury.

Figure 3 Platelet adhesion to intact, mildly, and deeply injured arterial segments after
single or repeated injury by angioplasty. Platelet adhesion increased with the
severity of the injury but was of a similar level after single or repeated injury.
*. P< 0.05 versus MUd and Intact

Figure 4 Neutrophil adhesion to intact, mildly, and deeply injured arterial segments
after single or repeated injury by angioplasty. Neuu-ophil adhesion increased
with the severity of the injury and was much higher after repeated injury.
*: P< 0.05 versus Mild and Intact; ^: P< 0.05 versus Intact; f : P < 0.05
versus Single.

Figure 5 Neutrophil adhesion to intact, mildly, and deeply injured arterial segments
4 weeks after injury by angioplasty. Neutrophil adhesion was still increased in
deeply injured segments. Insert: Correlation between neutrophil adhesion and
neointimal surface 4 weeks after deep injury. *: P< 0.05 versus Mild and
Intact.

Figure 6 Platelet adhesion to intact, mildly, and deeply injured arterial segments 4
we^cs after injury by angioplasty. Platelet adhesion, although higher in
deqîly injured segments, was very low. Insert: Correlation between platelet
adhesion and neointimal surface 4 weeks after deep injury. *: P< 0.05 versus
Mild and Intact.

Figure 7 General moq)hology and expression ofP-selectin by neoendothelium 4 weeks
after angioplasty.

A. Histological section showing the neointima (n) ofnonredilated artery.
B. Scanning electron microscopy (SEM) photomicrograph ofneoendothelium
x 200.
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C. Lectin (DBA) immunohistochemistry identification ofendothelial cells

x 600. Endo: Endothelium.

D. Immunohistochemistry detection ofP-selectin. x 200.

Endo: Endothelium.

J
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Table 1

Terminal hematological and hemodynamic parameters in the acute and chronic model

Acute model Chronic model

Leucocytes (x 10 6/ml)

Neutrophils (x 106/ml)

Platelets (x 10 6/ml)

Hematocrit

Activated clotting time (sec)

Heart rate (bpm)

Mean arterial pressure (mmHg)

Whole blood aggregation (ohms)

17.3i5.2

11.0±5.3

361 ±41.5

0.272 ±0.011

112±2.7

124+14.9

59 ± 1.4

14.03 ±2.12

18.7±1.2

10.7+1.1

398 ±26.0

0.254 ± 0.005

109 ±2.9

120 ±5.9

67 ±2.7

17.23 ± 1.5

J
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Table 2

Characteristics of the arteries in the acute and chronic model

Acute model Chronic model

First angiq>lasty Second angiqplasty

Animals, a

Dilated arteries, n

Occluded arteries, n

Noaredilated arteries, n

Redilated arteries, n

Balloon/artery ratio

Mildly injured segments, n (%)

Deq)ly injured segments, n (%)

Fracture length (mm)

Fracture length/IEL length (%)

8

16

19

38

1.1610.03

20 (42)

28 (58)

1.10 ±0.08

14.89 ±0.97

l.1610.02

*P < 0.05 versus first angioplasty; IEL, internal elastic lamina.

2

18

18

1.31 ±0.05*

28(47)

32(53)
1.09±0.11

15.53 ± 1.47

J



157

-}
Table 3

Htstomorphological data 4 weeks after the first angioplasty in the chronic model

Mild Deep

ffiL length (mm)

Fracture length (mm)

Fracture length / ŒL (%)

Neointimal surface (mm )

IEL surface (mm2)

Vascular stenosis (%)

7.76+0.19

0.0210.01

4.67 ±0.21

0.45 ±0.10

8.50+0.33*

2.04 ±0.36

23.72 ±4.22

1.04+0.27*

5.58 ±0.40*

16.8 ±3.6*

*P < 0.05 versus mild; BEL, internal elastic lamina.

J
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NCURE 3

PLATELET ADHESION (x 106/cm2)
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FIÇURE4

NEUTROPHIL ADHESION (x 103/cm2)
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FIGURES

NEUTROPHIL ADHESION (x 103/cm2)
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FIGURE 6

PLATELET ADHESION (x 106/cm2)
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3.3 Platelet Activation and Binding to Neutrophils Following Perfusion Over Intact and

Damaged Arterial Surfaces: Importance ofP-Selectin and PSGL-1

Résumé

Le PSGL-1 ( P-sélectin-glycoprotein-Ugand-l) des neutrophiles permets le roulement initial et

l'a^hésion des neutrophiles à la P-sélectine exprimée par l'endothélium et les plaquettes activés

lors de réactions inflammatoires et thrombotiques. Ces interactions sont accrues chez les patients

soufifi'ant de maladies coronariennes, suggérant qu'un dommage artériel conduit à l'activation des

plaquettes et à leur liaison avec des neutrophiles. Nous avons donc vérifié l'influence de

l'intégrité de la surface endothéliale sur l'expression de la P-sélectine plaquettaire, la liaison des

plaquettes aux neutrophiles et l'importance du PSGL-1 dans ces interactions.

L'expression de P-sélectine par des plaquettes humaines et leur liaison avec des neutrophiles

furent déterminées par cytométrie en flux. Des mesures furent effectuées avant (basai) et après

stimulation par la thrombine de même qu'après l'exposition de ces cellules pour 15 minutes sur

unç paroi artérielle intacte ou endommagée dans des chambres de perfusion. L'expression de la

P-sélectine par les plaquettes après perfusion sur des surfaces intactes était de 12.7±1.8%

(pourcentage de plaquettes positives) et s'est accrue significativement (P<0.05) à 19.7±1.8%

après perfiision sur des surfaces artérielles endommagées. Suite à l'utilisation de suspensions

cellulaires mixtes plaquettes/neutrophiles, le pourcentage de neutrophiles liant des plaquettes, tel

que déterminé par double fluorescence, a augmenté significativement (P<0.05) de 10.8±1.6

(basal) à 69.7+2.5 après stimulation par la thrombine et à 39.7±2.9 après perfiision sur des

surfaces artérielles endommagées. Cette liaison fut inhibée par l'utilisation d'une fonne

recombinante chimérique et soluble du PSGL-1, le rPSGL-Ig, par un anticorps monoclonal anti

PSGL-1 et par un anticorps monoclonal anti P-sélectine. De plus, une corrélation significative

(r=0.98, P<0.001) fut notée entre la liaison du rPSGL-Ig avec les plaquettes et son inhibition de

la liaison plaquette/neutrophile.

Ces résultats indiquent que les plaquettes sont activées après perfusion sur des surfaces artérielles

endommagées, augmentant leur interactions adhésives avec les neutrophiles par un mécanisme

impliquant la P-sélectine et le PSGL-1.

J
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Summary

Neutrophil P-Selectin-Glycoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) mediates the initial rolling and

adhesion ofneutrophils to P-selectin on activated endothelium and platelets in inflammatory and

thrombotie reactions. These interactions are increased in patients with coronary diseases

suggesting that arterial damage leads to platelet activation and binding to neutrophils. We

therefore investigated the influence ofendothelial surface integrity on the expression of platelet

P-selectin, the binding of platelets to neuu-ophils, and the importaiice ofPSGL-1 in these

interactions.

Expression ofP-selectin on human platelets and their binding to neutrophils were deteraiined by

flow cytometry. Measurements were done at baseline, after thrombin activation and after

exposure for 15 min to intact and damaged arterial surfaces in perfusion flow chambers. The

expression of platelet P-selectin after perfusion over intact endothelium averaged 12.7 ± 1.8%

and increased significantly to 19.7 ± 1.8% (p <0.05) after perfusion over damaged arterial

surfaces. In mixed neutrophiVplatelet suspensions, the percentage ofneutrophils that bind

platelets, as assessed by double labeling, increased significantly as well fi-om 10.8 ± 1.6 at

baseline, to 69.7 ± 2.5 and 39.7 ± 2.9 after thrombin activation and after perfusion over damaged

arteries, respectively (p <0.05). This binding was inhibited by a recombinant soluble PSGL-1

moteeule (rPSGL-Ig) and anti-P-selectin and anti-PSGL-1 monoclonal antibodies. In addition,

inhibition ofplateWneutrophil binding with rPSGL-lg correlated well with its binding to

platelets (r = 0.9&, p <0.001)

These results indicate that platelets are activated upon contact with damaged arterial surfaces,

thereby enhancing their adhesive interactions with neutrophils via a mechanism involving P-

selectinandPSGL-1.
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Introduction

Platelets and leukocytes interact with endothelial cells and the subendothelial matrix via their

relative cell adhesion molecules (CAMs), thus playing a role both in the maintenance of vascular

homeostasis and in modulation ofthrombotic and inflammatory reactions (1-3). These

interactions are mediated by three major families ofCAMs; integrins, selectins and

immunoglobulins which mediate homotypic and heterotypic interactions between platelets,

neutrophils, and the blood vessel wall (4-6).

The selectin family includes E-selectm (endothelium), L-selectin (leukocytes) and P-selectin

(platelets and endothelium) (7-8). P-selectm is present in the a-granules of resting platelets and the

Weibel-Palade bodies ofunstimulated endothelial cells (9). Following cell activation, P-selectin is

Tapidïy ù-anslocated to the cell surface where it can mteract, like the other selectms, with sialylated or

fiicosylated œmpounds such as Sialyl Lewisx(7,8) and P-Selectm-Glycoprotein-Ligand-1

(PSGL-1), a disulfîde-linked 240-kDa homodimer protein expressed on myeloid cells that is highly

0-glycosylated and rich in serine and threonine (10,11). PSGL-1 is the high-afïinity ligand for

P-selectm. It mediates the initial rolling and adhesion ofneutrophils on activated endothelial cells,

immobilized P-selectm, and activated platelets leading in turn to enhanced neutrophil recruitment in

inflammatory and thrombotic reactions (12-15).

The arterial response to injury following angioplasty or atherosclerotic plaque rupture

involves the exposure of the subendothelial matrbt which contains inflammatory mediators and

potent platelet binding and activating proteins that induce platelet activation in the circulation and

enhance their adhesion and aggregation at the site of injury (16, 17). This leads to a new set of

possible interactions between flowing platelets, neutrophils, and the thrombogenic arterial

surfaces. Our previous studies showing that neutrophil accumulation at the site of vascular injury

J
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is time-, shear-, and platelet-dependent have revealed the importance of platelets in neutrophil

adhesion to damaged arterial surfaces (18, 19). Recently, we denionstrated in a porcine model of

angioplasty that neutrophil adhesion to adherent and activated platelets at the site of arterial

injury is mediated, at least, by P-selectin (20). In addition to these interactions at the site of

arterial injury, platelet activation and binding to neutrophils have been reported in the circulation

of patients after coronary angioplasty, myocardial infarction, and with unstable angina (21-27).

Furthermore, activation of platelets has been detected in flowing blood through stenosed arteries

(28) or over growing thrombi as demonstrated by P-selectin expression, fibrinogen binding and

integrin GPIIb/IIIa activation (29). These cardiovascular diseases are associated with endothelial

dysfunction or damage highlighting the importance ofendothelial integrity in these interactions.

Our hypothesis was, therefore, that platelets may be activated after perfusion over damaged

arterial surfaces, express P-selectin and increasingly interact with neutrophils to form conjugates.

Indeed, we designed this study to investigate the influence of the endothelial surface integrity and

arterial damage on flowing platelet activation, platelet binding to neutrophils, and the possible

mechanism of these interactions.

J

Methods

Preparation of Platelets

Venous blood (25 to 50 ml) was obtained from healthy volunteers (free from medication

knpwn to interfere with platelet or neutrophil functions for at least 10 days before the
experiments). The blood obtained from the antecubital vein through a 19-gauge butterfly needle

was collected in syringes containing acid citrate dextrose (ACD) in a ratio of five parts blood to

one part ACD. Platelets were prepared as previously described (18, 20, 30, 31). Briefly, Platelet

Rich Plasma (PRP) was prepared by centrifugation of whole blood at 500 g for 15 min. Platelets
were then obtained by centrifugation ofPRP at 800 g for 10 min and resuspended in Hanks

balanced salt solution-HEPES bufifer with 0.4 mM: ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)
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(HBSS-EDTA) pH 6.5 free from Ca2+and Mg2+. After removal of red blood cells by a low

centrifugation, the isolated platelets were resuspended in a HBSS-HEPES buffer pH 7.4 with

Ca2+ (Cad; 1.3 mM) and Mg2+ (MgSÛ4 0.81 mM) and adjusted to a final concentration of 250 x

106/ml, using an automated cell counter (T890, Coulter).

Preparation of Neutrophils

Neutrophil preparation was carried out as previously described (18, 20, 30, 31). After PRP

collection, during the platelet preparation procedure, the lower phase was treated with an equal

volume ofHBSS-HEPES citrate (dihydrate sodium citrate 12.9 mM) buffer pH 7.4 without Ca2+
and Mg2+ that contained 4% dextran (MW 260 kDa, Sigma Chemical Co). After 35 to 40 min

sedimentation, the leukocyte-rich suspension was washed, layered over an equal volume of

Ficoll-Paque gradient separation medium (Pharmacia Biotech), and centrifuged at 400 g for

30 min. After hypotonie lysis of red blood cells, the isolated neutrophils were resuspended in

HBSS-HEPES with Ca and Mg and adjusted to a final concentration of 5 x 10 /ml, using an

automated cell counter.

Static Experiments

In the first set of experiments, the expression ofP-selectin, CD41, and CD61 on isolated

platelets (250 x 10 /ml) was assessed using saturating concentrations of the following mouse

anti-human monoclonal antibodies (Mabs) fluorescein isothiocyamate (FITC) or phycoerythrin

(PE) conjugated: anti- CD62P-PE (clone AK6, Serotec), anti- CD41-FITC (clone 5B12, Dako)

and anti- CD61-FITC (clone Y2/S1, Dako) or an isotype-matched IgG control. Experiments

were done at baseline and after 5 min activation with thrombin (0. l U/ml) at room temperature

(RT). In other experiments, the binding of platelets to neutrophils was detennined in mixed cell

preparations (250 x 10 /ml and 5 x 106/ml, respectively), using a dual-labeling technique (26, 27)

with mouse anti-human Mabs directed against platelet P-selectin PE-conjugated (AK6) and

neutrophil Mac-1 FITC-conjugated (anti- CD1 Ib, clone ICRF44, Serotec). The binding was

assessed in the presence ofrecombinant soluble PSGL-1 molecule (32) (rPSGL-Ig, 0 to 40 ^g/ml,

Genetics Institute) and anti-P-selectin function blocking Mab (0 to 5 pg/ml, clone WASP 12.2,

Endogen) and anti-PSGL-1 fiinction blocking Mab (0 to 0.5 |4g/ml, clone KPL-1 Pharmingen).

Platelets were treated for 10 min at RT, before adding neutrophils at baseline, and prior to
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thrombin activation. Five minutes after the addition ofneutrophils, the cells were fixed in

phosphate bufifer saline (PBS) with 1% paraformaldehyde for 2 hours at 4 °C in the dark. After

being washed with PBS-0.1% sodium azide, the cells were labeled with saturating concentrations

of the relevant Mabs or isotype matched controls IgG for 30 min at 4 °C in the dark. They were

then washed again with PB S and fixed with PB 8-1% paraformaldehyde for flow cytometry

analyses.

In other experiments, the binding ofrPSGL-Ig to platelets was assessed by incubating resting

and thrombin activated platelets with increasing concentrations ofrPSGL-Ig (0 to 40 ^g/ml) for

10 min followed by a second treatment with a goat F(ab')2 anti-human IgG, R-PE polyclonal

antibody (Biosource International) for flow cytometry analyses.

J

Perfusion Experiments

We have used four plexiglas perfusion chambers that mimic the tube-like cylindrical shape

of blood vessels (19, 31, 33). Each chamber contains a window (2.0 mm ID), allowing direct

exposure of arterial segments to isolated platelet suspensions mixed (or not) with neutrophils.

These arterial segments were prepared from porcine aortas, which had been dissected fi'ee of

surrounding tissues, cut into rings, and longitudinally opened. Arterial segments with intact

endothelium were cut to fit within the perfusion flow chambers. The actual preparation of intact

endothelial segments were done with great care in order to avoid direct contact with the luminal

surface and to maintain endothelial integrity. Damaged arterial segments were prepared by

lifting and peeling off the intima, together with a thin portion of the subjacent media; we then cut

them to fit within the perfusion flow chambers, as previously described (18, 19, 31). The flow

within the chambers was adjusted at 10 mVmin with a peristaltic pump, which yield a shear stress

of approximately 424 a~l. The chambers were placed in parallel (2 per side) in a thermostatically

controlled water bath (at 37 °C), thus permitting simultaneous parallel, pairwise perfiision over

arterial tissues of treated or untreated cell suspensions. In these experiments, platelets (250 x

106/ml) or mixed plateleVneutrophil (5 x 106/ml) suspensions were perfused and recirculated over

the arterial segments, for 15 min in the flow chambers as described previously (18). In the

mixed suspensions, platelets were pretreated (or not) for 10 min with rPSGL-Ig (40 ^g/ml), the

anti-P-selectin blocking Mab (2 ^g/ml) or the anti-PSGL-1 blocking Mab (0.5 ^g/ml) followed

by the addition of neutrophils prior to perfusion. Samples were taken after 15 min exposure time
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and immediately fixed in PB S-1% paraformaldehyde. They were then processed with the
relevant Mabs for flow cytometry as described in the static experiments.

Flow Cytometry

All samples were analyzed within 6 hours after sample preparation on a Coulter Epics XL
cytometer. For one-color analyses, platelet populations were identified and discriminated fi-om
the debris by their scatter profile. Debris was excluded fi-om analysis by setting an appropriate
scatter electronic gate or threshold. For two-color analyses, the fluorescence threshold was set to
analyze only dual FITC- and PE-labelled cells, corresponding to neutrophils exhibiting platelet-

CD62P fluorescence from 5,000 cells in each sample.

Statistics

Results are expressed as mean ± SEM. The expression ofCAMs on platelets was compared

using Student / test. One-way analysis of variance (ANOVA) was used for multiple comparisons
and followed, when appropriate, by Bonferroni / tests. Values of p <0.05 were considered

significant.

Results

J

Platelet Activation

As shown in Fig. 1, the percentage of platelets expressing P-selectin increased five-fold,

fi-om 13.8 ± 1.2% at baseline, to 72.8 ± 3.5% after thrombin stimulation (p <0.001). The mean

fluorescence intensity (MFI) ofP-selectin expression increased as well from 2.3 ± 0.1 to3.3 ± 0.2

(p <0.001) after platelet activation. In contrast, CD41 and CD61, which are nonnally expressed

on resting platelets, remained unchanged after thrombin activation (Fig. 1).

Fig. 2 presents the expression of platelet P-selectin at baseline and after perfusion for 15 min

over either normal arterial segments with intact endothelium or damaged arterial surfaces without

endothelium. Perfusion over intact endothelium showed no significant effect on the expression of

platelet P-selectin (12.7 ± 1.8% as compared to 13.8 ± 1.2% at baseline). However, perfusion of
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resting platelets over damaged arterial surfaces induced a 55% significant mcrease in P-selectin

expression, to 19.7 ± l .8% (p <0.05). These results confirm the thrombogenic properties of the

subendothelial matrix and the thromboresistant properties ofendothelial cells.

Platelet Binding to Neutrophils

Platelet adhesive interactions with neutrophils occurred when platelets were activated by

thrombin or after perfusion of resting platelet/neutrophil suspensions over damaged arterial

surfaces. At baseline, few neutrophils exhibited platelet-bound fluorescence (10.8 ± 1.6%),

whereas thrombin activation of platelets increased the binding to 69.7 ± 2.5%. Perfiision of

resting cells over damaged arterial surfaces was also associated with a significant increase

(almost four fold) in neutrophil/platelet binding to 39.7 ± 2.9% (Fig. 4).

Inhibition of Platelet/Neutrophil Binding

Having shown that thrombin and damaged arterial surfaces induced platelet P-selectin

surface expression, as well as the binding of platelets to neutrophils, we investigated the

importance of platelet P-selectin and neutrophil PSGL-1 in this binding.

Fig. 3A shows the effect ofrPSGL-Ig, a recombinant, soluble PSGL-1 chimera, on thrombin

activated platelet binding to neutrophils. We found that rPSGL-Ig prevents in a concentration-

dq)endent manner the binding of activated platelets to neutrophils with an ICso of approximately

5 tig/ml. We also obtained complete inhibition of activated platelet/neutrophil binding using a

blocking P-selectin or PSGL-1 monoclonal antibodies (Figs. 3B and 3C). In addition, rPSGL-Ig and

the anti-P-selectm and PSGL-1 treatments were found to be associated with complete inhibition of

platelet binding to n^itrophils after perfusion over damaged arterial surfaces, as shown m Fig. 4.

J
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^ rPSGL-Ig Binding to Platelets

Fig. 5 shows the binding ofrPSGL-Ig to thrombin-activated platelets and the expresskin of

P-seleetin in the same experiments. P-selectin expression was constant (50 to 60%) and

unaffected by increasing concentrations ofrPSGL-Ig. We found that whereas the binding of

rPSGL-Ig to platelets increased with rising concentrations ofrPSGL-Ig, the binding was maximal

at 40 |^g/ml (53%), which represents 100% of platelets expressing P-selectin. In contrast,

rPSGL-Ig binding to resting platelets remained less than 10%, unaffected by increasing

concentrations ofrPSGL-Ig. In addition, the percentage bindmg ofmcreasmg concentrations of

rPSGL-Ig (0 to 40 4g/ml) to plateletswas found to correlate well (r = 0.98, p <0.001) with its

effect on platelet binding to neutrophils (Fig. 6).

Discussion

In this study, we demonstrated that platelets were activated in contact with damaged arterial

surfaces, thu& increasing their adhesive interactions with neutrophils, by a mechanism involving

platelet P-selectin and neutrophil PSGL-1. Our findings are in agreement with previous studies

showing the importance ofP-selectin in platelet interaction with neutrophils under static

conditions (34, 35). However, studies under flow conditions have mainly examined rolling

velocities and adhesion on surface-bound CAMs, extracellular matrix components, or monolayers

of platelets (36-38). In the present study, we accordingly examined flowing platelet activation

and binding to neutrophils after perfusion over intact and damaged arterial surfaces. These

experiments were designed to be more physiopathologically relevant to the in vivo situations in

the presence of cardiovascular diseases, where platelet activation and binding to neutrophils have

J
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been reported in the cu-culation of patients with unstable angina, stable coronary artery disease,

and previous myocardial infarction or angioplasty (21-27).

Our first finding was that platelets are activated upon perfusion over damaged arterial

surfaces but not nonnal surfaces with intact endothelium, as demonstrated by a significant

increase in the expression of platelet P-selectin. These results confirm the thromboresistant

properties of the intact endothelium, properties attributed to the secretion ofprostacyclin and

nitric oxide which is well known to inhibit platelet activation and aggregation and P-selectin

expression (39-41). In addition, the endothelium covers the adhesive glycoprotein ligands for

platelet integrins in the subendothelium, thus preventing platelet activation in the absence of

vascular damage. However, perfusion over injured arterial surfaces, prepared by the removal of

the intima and exposure of the tunica media leads to platelet activation and expression of P-

selectin. This situation is relevant to many clinical conditions after atherosclerotic plaque mpture

or balloon angioplasty, and are associated with ongoing inflammatory reactions and thrombus

growth at the site of arterial injury.

Since platelet and neutrophil activation and platelet binding to neutrophils have been

reported in many cardiovascular diseases, we investigated the ability of damaged arterial surfaces

to induce such platelet/neutrophil interactions. We found that perfusion ofplatelet/neutrophil

suspensions over damaged arterial surfaces induced a significant increase in platelet binding to

neutrophils after 15 min of perfusion. This binding is attributed to platelet activation, as

demonstrated by enhanced P-selectin expression after 15 min exposure to damaged arterial

surfaces. In addition, this increased binding was completely abolished by a function blocking

Mab to P-selectin, thus confirming the importance ofP-selectin in these interactions.

The selectin family ofCAMs is characterized by adhesive interactions that involve fuœsylated

and sialylated oligosaccharides, such as the Sialyl Lewis and PSGL-1, the latter being the
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physiological high-aflRnity ligand for P-selectin on the surface ofleukocytes (14,15). Indeed, the

binding of platelets to neutrophils following thrombin activation under static conditions or after

perfusion over damaged arterial surfaces was abolished by rPSGL-Ig (the recombinant soluble

PSGL-1 molecule), and by an anti PSGL-1 blocking monoclonal antibody thus highlighting the

importance ofPSGL-1 in mediating neuu-ophil adhesion to platelet P-selectin under dynamic flow

conditions. The specificity ofrPSGL-Ig to P-selectin was demonsu-ated by its increased binding to

activated platelet suspensions with no binding to resting platelets. In addition, increased binding of

rPSGL-Ig to platelets was associated with increased inhibition ofplatelet/neutrophil binding.

Incidentally, rPSGL-Ig is a dimer fonn that comprises the first 47 amino acids fi-om the N-terminal

end of the extracellular domain of mature PSGL-1. Dimerization is essential for ftinctional

recognition ofP-selectin (42).

The importance of platelets in neuti-ophil adhesion to damaged arterial surfaœs has been

documented in many experimental studies. Involvement ofP-selectin in these interactions has been

rqîorted in both in vitro vessel wall injury models (36-38) and in vivo thrombosis and angioplasty

models (20,43). In fact, platelets and neutrophils interact with each other not only at the site of

arterial injury, but also in the circulation of patients with arterial disease and possible vascular

damage (21,27). Their adhesive interactions may contribute to mutual activation and to the

secretion of potent vasoactive substances which, in turn, may enhance the arterial response to injury.

Under such conditions, the engagement ofP-selectin with neutrophil PSGL-1 may lead to tyrosine

phosphorylation (44,45), cytokine expression (46), and generation of reactive oxygen species (47,

48). Also, neutrophil cathq)sin G and elastase can activate platelets via an adhesive interaction

involving P-selectin (49, 50). In addition, platelet/neutrophil adhesive interactions via P-selectin

enhance the transcellular metabolism and secretion of potent vasoactive substances such as

thromboxane As (51), leukotrienes (52), and platelet-activating factor (53). This cross-talk between
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platelets and neutrophils provides many pathways to increase their recruitment and their deleterious
effects in many pathologies. Inhibition of this binding, using soluble PSGL-1 ti-eatment, has proved
successful in reducing hepatic ischemia/reperfusion injury (54), kidney graft rejection (55), and

cardiac dysfunction after ischemia/reperfusion (56), and in accelerating thrombolysis in a porcine

model (32).

Our study provides strong evidence of circulating platelets activation upon contact with

damaged arterial surfaces and their binding to circulating neutrophils by a mechanism involving
platelet P-selectin and neutrophil PSGL-1. Blockade ofP-selectin or its major ligand PSGL-1
may constitute an eventual target in the treatment of many inflammatory reactions and in the

management ofthrombotic events following arterial injury.

J



178

Acknowledgment

This study was supported by grants fi-om the Heart and Stroke Foundation and the Medical Research

Council of Canada.

J



179

^
References

1. Marcus AJ. Thrombosis and inflammation as multicellular processes: Pathophysiologic

significance of transcellular metabolism. Blood 1990,76:1903-7.

2. Faint RW. Platelet-neutrophil interactions: Their significance. Blood Rev 1992;6:83-91.

3. Nash GB. Adhésion between neutrophils and platelets: A modulator ofthrombotic and

inflammatory events? Thromb Res 1994; 74 (suppl l): S3-S11.

4. Springer TA. Adhésion receptors of the immune system. Nature 1990,346:425-33.

5. Jang Y, LincofF AM, Plow EF, Topol E J. Cell adhésion molecules in coronary artery

disease. J Am Coll Cardio! 1994; 24: 1591-601.

6. Frenette PS, Wagner DD. Molecular medicine: Adhésion molecules. N Engl J Med

1996; 334:1526-9.

7. Bevilacqua MP, Nelson RM. Selectins. J Clin Invest 1993; 91: 379-7.

8. Kansas GS. Selectins and their ligands: Current concepts and conu-oversies. Blood

1996;88:3259-87.

9. McEver RP, Beckstead JH, Moore KL, Marshall-Carlson L, Bainton DF. GMP-140, a

platelet a-granule membrane protein, is also synthesized by vascular endothelial cells and is

localized in Weibel-Palade bodies. J Clin Invest 1989; 84: 92-9.

10. Moore KL, Stults NL, Diaz S, Smith DF, Cummings RD, Varki A, McEver RP.

Identification of a specific glycoprotein ligand for P-selectin (CD62) on myeloid cells. J Cell

Biol 1992; 118: 445-56.

11. Sako D, Chang XJ, Barone KM, Vachino G, White HM, Shaw G, Veldman GM, Bean KM,

Ahern TJ, Furie B, Camming DA, Larsen GR. Expression cloning of a functwnal glycoprotein

ligand for P-selectin. Cell 1993; 75: 1179-86.

!

t

i

J

l



^

ISO

12. Nomian KE, Moore KL, McEver RP, Ley K. Leukocyte rolling in vivo is mediated by P-

selectinglycoproteinligand-1. Blood 1995; 86: 4417-21.

13. Moore KL, Patel KD, Bruehl RE, Fugang L, Johnson DA, Lichenstein HS, Cummings RD,

Bainton DF, McEver RP. P-selectin glycoprotein ligand-1 mediates rolling of human neutrophils

on P-selectin. JCellBiol 1995; 128: 661-71.

14. McEver RP, Cummings RD. Role ofPSGL-1 binding to selectins in leukocyte recruitment.

J CKn Invest 1997; lOO(suppl): S97-S103.

15. Yang J, Furie BC, Furie B. The biology of P-selectinglycoproteiniïgand-1: Its role as a

selectin counterreceptor in leukocyte-endothelial and leukocyte-platelet interaction. Thromb

Haemostl999;81: 1-7.

16. Hyne&RO. Thecomplexity of platelet adhésion to extracellular matrices. Thromb

Haemost 1991; 66: 40-3.

17. RuggeriZM. Mechanisms of shear-induced platelet adhésion and aggregation. Thromb

Haemost 1993; 70: 119-23.

18. Merhi Y, Provost P, Guidoin R, Latour JG. Importance of platelets in neutrophil adhésion

and vasoconstriction after deep carotid arterial injury by angioplasty in pigs. Arterioscter

ThrombVascBiol 1997; 17: 1185-91.

19. Merhi Y, Lam TYT, Lacoste LL, Latour JG, Guidoin R, Waters D. Effects of

thromboeytopenia and shear rate on neutrophil and platelet deposition on endothelial and medial

arterial surfaces. Arterioscler Thromb 1993; 13: 951-7.

20. Merhi Y, Provost P, Chauvet P, Théorêt JF, Phillips ML, Latour JG. Selectin blockade

reduces neutrophil interaction with platelets at the site of deep arterial injury by angioplasty in

pigs. Arterioscler Thromb Vase Biol 1999;19:372-7.

J



181

21. SeharfRE, Tomer A, Marzec UM, Teirstein PS, Ruggeri ZM, Harker LA. Activation of

platelet in blood perfusing angioplasty-damaged coronary arteries. Fk>w cytometric detection.

Arterioscler Thromb 1992; 12: 1475-87.

22. Gawaz M, Neumann F J, Ott I, Schiessler A, Schômig A. Platelet fiinction in acute

myoeardial infarction treated with direct angioplasty. Circulation 1996,93: 229-37.

23. Neumann F J, Ott I, Gawaz M, Puchner G, Schômig A. Neutrophil and platelet activation at

baltoon-injured coronary artery plaque in patients undergoing angioplasty. J Am Coll Cardiol

1996; 27: 819-24.

24. Serrano CV, Ramires JAF, Venturinelli M, Arie S, D'Amico E, Zweier IL, Pileggi F,

da Luz PL. Coronary angioplasty results in leukocyte and platelet activation with adhesion

motecule expression. J Am Coll Cardiol 1997; 29: 1276-83.

25. Mickelson JK, Lakkis NM, Villarreal-Levy G, Hughes BJ, Smith CW. Leukocyte

activation with platelet adhesion after coronary angioplasty: A mechanism for recurrent disease?

J Am Coll Cardiol 1996; 28: 345-53.

26. Ott I, Neumann FJ, Gawaz M, Schmitt M, Schomig A. Increased neutrophil-platelet

adhesion in patients with unstable angina. Circulation 1996,94: 1239-46.

27. Furman MI, Benoit SE, Barnard MR, Valeri CR, Borbone ML, Becker RC, Hechtman HB,

Michelson AD. Increased platelet reactivity and circulating monocyte-platelet aggregates in

patients with stable coronary artery disease. J Am Coll Cardiol 1998;31: 352-8.

28. Holme PA, Orvim U, Hamers MJAG, Solum NO, Brosstad FR, Barstad RM, Sakariassen

KS. Shear-induced platelet activation and platelet microparticle formation at blood flow

conditions as in arteries with a severe stenosis. Arterioscler Thromb Vase Biol 1997;17: 646-

53.

l

l

J



^

182

29. Hagberg IA, Roald HE, Lyberg T. Platelet activation in flowing blood passing growing

arterial thrombi. Arterioscler Thromb Vase Biol 1997,17:1331-6.

30. Merhi Y, Lacoste LL, Lam m. Neutrophil implications in platelet deposition and

vasoconstriction after deep arterial injury by angioplasty in pigs. Circulation 1994;90:

997-1002.

31. Provost P, Merhi Y. Endothelium-derived nitric oxide decreases polymorphonuclear

leukocyte interaction with the deeply injured arterial wall under intermediate and high shear

conditions. Thromb Haemost 1997; 78: 939-46.

32. Kumar A, Villani MP, Patel UK, Keith JC Jr, Schaub RG. Recombinant soluble fomi of

PSGL-1 accelerates thrombolysis and prevents reocclusion in a porcine model. Circulation

1999;99:1363-9.

33. Badimon L, Turitto V, Rosemark JA, Badimon JJ, Fuster V. Characterization of a tubular

flow chamber for studying platelet interaction with biologic and prosthetic materials: deposition

of indium 111-1abeled platelets on collagen, subendothelium, and expanded

polytetrafluoroethylene. J Lab Clin Med 1987; 110: 706-18.

34. Jungi TW, Spycher MO, Nydegger UE, Baradun S. PIatelet-leukocyte interaction: selective

binding ofthrombin-stimulated platelets to human monocytes, polymorphonuclear leukocytes,

and related cell lines. Blood 1986; 67: 629-36.

3 5. Hamburger SA, McEver RP. GMP-140 mediates adhésion of stimulated platelets to

neutrophils. Blood 1990; 75: 550-4.

36. Yeo EL, Sheppard JAI, Feuerstein IA. Role ofP-selectin and leukocyte activation in

polymoq)honuclear cell adhesion to surface adherent activated platelets under physiologic shear

conditions (an injury vessel wall model). Blood 1994; 83: 2498-507.

J



183

~)

J

37. Kuijper PHM, Torres HIG, Lammers JWJ, Sixma JJ, Koenderman L, Zwaginga JJ. Platelet

and fibrin deposition at the damaged vessel wall: Cooperative substrates for neutrophil adhesion

under flow conditions. Blood 1997; 89: 166-75.

38. Kirchhofer D, Riederer MA, Baumgartner HR. Specific accumulation ofcircukting

monoeytes and polymorphonuclear leukocytes on platelet thrombi in a vascular injury model.

Blood 1997;89:1270-8.

39. Provost P, Tremblay J, Merhi Y. The antiadhesive and antithrombotic eflfects of the nitric

oxide donor SIN-1 are combined with a decreased vasoconstriction in a porcine model ofbaltoon

angioplasty. Arterioseler Thromb Vase Biot 1997; 17: 1806-12.

40. Michelson AD, Benoit SE, Furman MI, Breckwoldt WL, Rohrer MJ, Barnard MR,

Loscalzo J. Effects of nitric oxide/EDRF on platelet surface glycoproteins. Am J Physiol

1996; 270: H1640-H8.

4l. Murohara T, Parkinson S J, Waldman SA, Lefer AM. Inhibition of nitric oxide biosynthesis

promotes P-selectin expression in platelets. Role of protein kinase C. Arterioscler Thromb Vase

Bioï 1995; 15: 2068-75.

42. Snapp KR, Craig R, Herron M, Nelson RD, Stoolman LM, Kansas GS. Dimerizatk>n of

P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) required for optimal recognition ofP-selectin. J Cell

Biol 1998; 142: 263-70.

43. Palabrica T, Lobb R, Furie BC, Aronovitz M, Benjamin C, Hsu YM, Sajer SA, Furie B.

Leukocyte accumulation promoting fibrin deposition is mediated in vivo by P-selectin on

adherent platelets. Nature 1992; 359: 848-51.

44. Hidari Kl, Weyrich AS, Zimmerman GA, McEver RP. Engagement ofP-selectin

glycoprotein ligand-1 enhances tyrosine phosphorylation and activates mitogen-activated protein

kinases in human neutrophils. J Biol Chem 1997; 272: 28750-6.



^

184

45. Evangelista V, Manarini S, Sideri R, Rotondo S, Martelli N, Piccoli A, Totani L, Piccardoni

P, Vesfrweber D, de Gaetano G, Cerletti C. Platelet/polymoq)honuclear leukocyte interaction:

P-seleetin triggers protein-tyrosme phosphorylation-dependent CD 1 lb/CD18 adhesion: Role of

PSGL-1 as a signaling molecule. Blood 1999; 93: 876-85.

46. Neumann FJ, Marx N, Gawaz M, Brand K, Ott I, Rokitta C, Sticherling C, Meinl C, May A,

Schômig A. Induction ofcytokine expression in leukocytes by binding ofthrombin-stimulated

platelets. Cu-culation 1997; 95: 2387-94.

47. DeLano FA, Forrest MJ, Schmid-Schonbein GW. Atténuation of oxygen fi-ee radical

formation and tissue injury during experimental inflammation by P-selectin blockade.

Microcirculation 1997; 4: 349-57.

48. Bonomini M, Stuard S, Carreno MP, Settefi'ati N, Santarelli P, HaefFner-Cavaillon N,

Albertazzi A. Neutrophil réactive oxygen species production during hemodialysis: Role of

activated platelet adhesion to neutrophils through P-selectin. Nephron 1997; 75: 402-11.

49. Cerletti C, Evangelista V, Molino M, de Gaetano G. Platelet activation by

polymorphonuclear leukocytes: Rôle ofcathepsin G and P-selectin. Thromb Haemost 1995; 74:

218-23.

50. Evangelista V, Piccardoni P, White JG, de Gaetano G, Cerletti C. Cathepsin G-dependent

platelet stimulation by activated polymorphonuclear leukocytes and its inhibition by

antipi-oteinases: Role of P-selectin mediated ceU-cell adhésion. Blood 1993; 81: 2947-57.

51. Maugeri N, Evangelista V, Piccardoni P, Dell'Elba G, Celardo A, de Gaetano G, Cerletti C.

Transcellular metabolism ofarachidonic acid: Increased platelet thromboxane generation in the

presence of activated polymorphonuclearleukocytes. Blood 1992; 80: 447-51.

J



185

52. Marcus AJ, Broekman MJ, Safier LB, Ullman HL, Islam N. Formation of leukotrienes and

other hydroxy acids during platelet-neutrophil interactions in vitro. Biochem Biophys Res

Commun 1982; 109: 130-7.

53. Coeffier E, Delautier D, Le Couedic JP, Chignard M, Denizot Y, Benveniste J.

Cooperation between platelets and neutrophils for PAF-acether (platelet-activating factor)

formation. J Leukoc Biol 1990; 47: 234-43.

54. Dulkanchainun TS, Goss JA, Imagawa DK, Shaw GD, Anselmo DM, Kaldas F, Wang T,

Zhao D, Busuttil AA, Kato H, Murray NGB, Kupiec-Weglinski JW, Busuttil RW. Reducttôn of

hepatk; ischemia/reperfusion injury by a soluble P-selectin glycoprotein ligand-1. Ann Surg

1998;227:832-40.

55. Takada M, Nadeau KC, Shaw GD, Marquette KA, Tilney NL. The cytokine-adhesion

molecule cascade in ischemia/reperfusion injury of the rat kidney. Inhibition by a soluble P-

seleetin ligand. J Clin Invest 1997; 99: 2682-90.

56. Lefer AM, CampbellB, Scalia R, Lefer DJ. Synergism between platelets and neutrophils in

provoking cardiac dysfunction after ischemia and reperiusion. Role ofselectins. Cu-culation

1998;98:1322-8.

J



186

~^
Figure Legends

Figure 1 Bar graph showing the expression ofP-selectin (CD62P, n = 16), CD41 (n = 6-9) and
CD61 (n = 4-6) before (baseline) and after thrombin activation of isolated platelets.
*p <0.001 versus baseline.

Figure 2 Bar graph showing the expression of platelet P-selectin at baseline (conti-ol, n = 16)
without perfusion, and after perfusion for 15 min over normal arterial segments with
intact endothelium (n = 11) or over damaged arterial segments without endothelium
(n=16).*p<0.05.

Figure 3 Dose-response curves showing the effect ofrPSGL-Ig (A, n = 6-12), anti-P-selectin
function blocking monoclonal antibody (B, n = 6) and anti-PSGL-1 function blocking
monoclonal antibody (C, n = 5) on thrombin-activated platelets binding to
neutrophils. Results are presented as percent of residual binding, where maximum
binding with thrombin was set at 100%. *p <0.05 versus 0.

Figure 4 Bar graph showing the percent ofneutrophils with platelet-bound fluorescence at
baseline (n = 12), and after perfusion for 15 min over damaged arterial surfaces
(n = 20), as well, the effects ofrPSGL-Ig at 40 ^g/ml (n = 5), anti-P-selectin at
2 |^g/ml (n = 4) and anti-PSGL-1 at 0.5 ^g/ml (n = 5) on this binding. *p <0.05
versus control.

Figure 5 Bar graph presenting the expression ofP-selectin and the binding ofrPSGL-Ig to
thrombin-activated platelets in the presence of increasing concentrations ofrPSGL-Ig
(n =2-5).

Figure 6 Correlation between the percent binding ofrPSGL-Ig (0-40 (^g/ml) to platelets and
the percent inhibition of platelet binding to neutrophils (n = 2-5).
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^ 3.4 rPSGL-Ig Reduces Restenosis via Inhibition of PlateIet-NeutrophiI Adhesion After

Double Angioplasty in Swine

Résumé

La P-sélectine permet le recrutement des leucocytes sur les plaquettes et les cellules endothéliales

activées par des interaction avec son récepteur de haute affinité, le PSGL-1. L'adhésion des

plaquettes, l'activation des leucocytes et la fonnation de complexes plaquettes/leucocytes ont été

rapportées suite à une angioplastie coronaire et étaient associées avec l'apparition de resténose.

L'utilisation d'antagonistes des sélectines ou une déficience en P-sélectine dans des modèles de

dommage artériel ou de remodelage vasculaire ont résulté en une réduction de la sténose

vasculaire. Cette étude a pour but d'évaluer l'efFet de l'utilisation d'une forme recombinante

chimérique et soluble de PSGL-1, le rPSGL-Ig, sur le développement de la resténose 4 semaines

après un dommage vasculaire répétée par angioplastie.

Une angioplastie par cathéter ballon fiit pratiquée dans les carotides communes des porcs suivie

d'une période d'attente d'un mois aucours de laquelle un tissu néointimal se développa aux sites

endommagés. Par la suite, une seconde angioplastie, aux mêmes sites, fut pratiquée après une

administration intraveineuse du véhicule ou de rPSGL-Ig (dose de l mg/kg, demie-vie

plasmatique de 10 jours chez le porc). Les animaux furent sacrifiés soit l heure, 4 heures, l

semaine ou 4 semaines plus tard. L'adhésion de plaquettes-Cr et de neutrophiles-In111

autologues a été déterminée et des analyses histologiques et histomorphométriques ont été

efiffectuées. Le rPSGL-Ig a réduit significativement l'adhésion des plaquettes (50% à 4 heures et

85% à l semaine) et des neutrophiles (50% à 4 heures et 78% à l semaines) aux segments

artériels sévèrement endonimagés après la seconde angiôplastie mais n'a pas influencé l'adhésion

de ces cellules l heure après le dommage. A 4 semaines, la lumière vasculaire résiduelle des

segments sévèrement endommagés était de 60% plus importante chez les animaux traités avec le

rPSGL-Ig comparés avec les contrôles (6.1+0.6 vs 3.8±0.1 mm ; P<0.002) alors que la surface
néointimale était légèrement réduite par l'administration du rPSGL-Ig (de 0.7 mm à 0.5 mm ).

Un ratio de la surface délimitée par la lame élastique externe des segments endommagés par

rapport à des segments de référence > l chez les animaux traités mais <1 chez les contrôles

suggère que le rPSGL-Ig réduit la resténose en favorisant un remodelage vasculaire positif.
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Ces résultats indiquent que l'antagonisme de la P-sélectine par l'utilisation de rPSGL-Ig inhibe

l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles au sites de donimage artériels et réduit la resténose

en permettant un remodelage vasculaire positif. Le rPSGL-Ig pourrait donc être potentiellement

bénéfique dans la prévention de la resténose.
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Abstract

Background — P-selectin mediates leukocyte recruitment to activated platelets and endothelial

cells via its high-afifinity counter-receptor P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1).

Platelet and leukocyte activation, and formation ofplatelet/leukocyte complexes have been

reported following coronary angioplasty; and were correlated with restenosis. This study

investigates the effect of a recombinant soluble PSGL-1 molecule (rPSGL-Ig) on the

adhesion of platelets and neutrophils and the development ofrestenosis after double arterial

injury by angioplasty.

Methods and Results — Four weeks after balloonangioplasty of both carotid arteries in pigs, a

second angioplasty was performed at the same sites, 15 minutes after a single

admmistration of either vehicle or rPSGL-1 (Img/kg IV). Animals were euthanized at

1 hour, 4 hours, 1 week or 4 weeks later. Adhesk>n ofautologous Cr-platelets and

In-neutrophils was quantified and histologic/morphometric analyses were performed.

Although rPSGL-Ig did not affect adherence of these cells 1 hour post-injury, it

significantly reduced the adhesion of platelets (50% at 4 hours and 85% at 1 week) and

neutrophils (50% at 4 hours and 78% at 1 week) to deeply injured arterial segments. At

4 weeks,, the residual lumen was 63% larger in rPSGL-Ig-treated arteries as compared to

controls (6.1±0.6 versus 3.8±0. 1 mm2; P<0.002). The neointimal surface area was slightly

reduced (0.5 in rPSGL-Ig versus 0.7 mm2 in control). The ratio of external elastic lamina

surface of injured to uninjured reference arterial segments was >1 and <1 in treated and

control arteries respectively.

Conclusions — These results indicate that P-selectin antagonism using rPSGL-Ig inhibits early

platelet/leukocyte adhésion at the site of arterial injury and reduces restenosis through a
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positive impact on vascular remodeling. Hence rPSGL-Ig may have potential in the

prevention ofrestenosis.

J

Key Words: restenosis • remodeling • neutrophils • platelets • PSGL-1
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Condensed Abstract

We investigated the eflfects of a soluble recombinant P-Selectin GlycoproteinLigand-1 molecule

(rPSGL-Ig) on thrombotic and inflammatory reactions and restenosis in a porcine model after

double carotid angioplasty. rPSGL-Ig significantly reduced adhesion of platelets and neutrophils

at the sites of injury 4 hours and 1 week post-injury. At 4 weeks, rPSGL-Ig-treated arteries

showed a significant larger lumen as compared to control. Although not related to neointimal

surface reduction, this inhibition ofrestenosis was highly correlated with the ratio of external

elastic lamina surfaces of injured to reference uninjured segments, suggesting an effect on

compensatory remodeling. P-selectin antagonism using rPSGL-Ig may have potential in the

prevention ofrestenosis.
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Restenosis following successful coronary angioplasty constitutes a significant limitation to the

long-term success of this procedure. Shortly after injury to the vessel wall, elastic recoil

thrombotic and inflammatory responses, and secretion ofcytokines and growth factors, contribute

to thrombus organization. These early reactions are followed, in turn, by medial cell proliferation

and migration towards the intima with formation of extracellular matrix and eventual reduction in

vascular lumen or restenosis.1'2 The excessive reduction in vascular lumen, previously thought to

be secondary to neointimal hyperplasia, is now recognized to mvolve chronic and adaptative

changes in vascular structure in response to alterations in hemodynamic conditions and locally

mediated vasoactive and growth factors with production/degradation of extracellular matrix

resulting in changes to arterial size or remodeling.3'8

The acute response to arterial injury induced by angioplasty involves the adhesion of

platelets and leukocytes, which react with the damaged arterial wall in proportion to the de@-ee of

injury. Activated platelets promote mural thrombus formation, vasoconstriction, and

restenosis.12'13 Neutrophils are also activated after PTCA,14'17 and contribute to the up-regulation

of platelet reactivity.18 These interactions between platelets and neutrophils are facilitated by

platelet P-selectin and its high-affinity counter-receptor leukocyte P-Selectin Glycoprotein

Ligand-1 (PSGL-1).19

P-selectin is necessary for platelet-leukocyte interactions20'22 where it allows tethering of

neutrophils by activated platelets facilitating metabolic cooperation and mutual activation.

Increased platelet-leukocyte activation and interactions have been reported in unstable mgina,

after myocardial ischemia aswell ascoronary angioplasty.16'17'26'27 Indeed, inhibition of

plateleVneutrophil binding with anti P-selectin antibodies or a recombinant soluble fonn of

PSGL-1 has been beneficial in animal models of deep vein thrombosis;28 myocardial, ischemia-

reperfusion; '30 intimai hyperplasia following angioplasty;31 and arterial thrombosis.
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In the present study, we sought to demonstrate that administration of rPSGL-Ig would

reduce platelet-leukocyte interactions at the sites of injury, which in turn may contribute to

reduce restenosis in a porcine model involving double arterial angioplasty.

Material and IMethods

Animal Preparation

Fourteen cross-bred Yorkshire swine (mean weight: 17.3±0.3 kg) were prepared .according to the

Canadian Council on Animal Care regulations. The study design is summarized in Figure l. As

described previously,1041'34 the animals were sedated with an intramuscular injection ofketamine

(Rogarsetic, 15 mg/kg) and azaperone (Stresnil, 3 mg/kg). They were then intubated,

mechanically ventilated with medical au- and 02, and anesthetized with 0.5% to 1% halothane.

Intravenous hepM-in (100 U/kg) was given prior to the angioplasty procedure.

Double Arterial Injury by Angioplasty and Experimental Groups

Carotid injury was performed using a TF-polyethylene balloon dilation catheter (size, 8 mm x

3 cm), as previously described.34 The balloon was positioned, under fluoroscopic control, into

the left and right common carotid arteries, between the fourth and the fifth cervical vertebrae.

Five 30-second inflations were perfonned at a pressure of 6 atm, with resting intervals of

60 seconds between each inflation. Angiograms were obtained immediately before and during

dilation.

The animals were allowed to recover for 4 weeks during which time neointimal lesions

developed at injury sites. They were then subjected to a second angioplasty procedure at the

previously injured sites. Approximately 15 minutes before the second angioplasty, a single

intravenous bolus of vehicle (formulation buffer) or rPSGL-Ig33 (Genetics Institute, USA), which
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has a half-life of 10 days in pigs, was administered at a dose of 1 mg/kg. As shown in Figure 1,

animals were euthanized 1 hour, 4 hours, 1 week, or 4 weeks following the second injury. Before

and within 10 minutes of treatment administration, heart rate, blood pressure, and hematological

parameters as well as activated dotting time (ACT) and platelet aggregation were determined in

each animal as described previously.34

Isolation and Labeling of Neutrophils and Platelets

Autokîgous blood was used for the isolation and radiolabelling ofneutrophils and platelets with

lllindium-oxine (nlln) and 51chromium (51Cr), respectively, as detailed elsewhere.10111'34 Briefly,

a low-speed centrifugation yielded platelet rich plasma (PRP) on the top and a bottom portion

rich in red blood cells and leukocytes. Platelets were isolated from the PRP and incubated with

300 f^Ci of51Cr for 30 minutes. Next, the suspension was centrifuged to remove unbound 51Cr,

resuspended in platelet-poor plasma (PPP), and reinjected into the animal.

Neutrophils were isolated from the bottom portion obtained after the first blood

centrifugation. A leukocyte-rich suspension, obtained after red blood cells sedimentation with

4% dextran, was then layered on Ficoll-Paque gradient and centrifuged for 30 minutes at 300 g to

obtain a neutrophil-rich bottom. Next, contaminating red blood cells were lysed, and neutrophils

were incubated with 250 p,Ci of In for 15 minutes. Finally, the suspension was centrifuged to

remove unbound In, resuspended in PPP, and reinjected into the animal.

Quantification of NeutrophU and Platelet Adhesion

At the end of the experiments, the carotid arteries were fixed in situ with a buffered formalin

solution. The fixed arteries were then removed and cleaned of surrounding tissue. The dilated

injured sections as well as the distal uninjured areas were each divided into four segments. After

length and internal surface measurements, these segments as well as reference blood samples

J



^

202

were placed in a gamma counter equipped with a multinuclide analysis program for nlln and 51Cr

radioactivity determination. The amount ofneutrophils and platelets per square centimeter

adhering to arterial segments was calculated from the segment's radioactivity, and fi-om the

cellular count and radioactivity of a reference blood sample, corrected for the luminal surface of

each arterial segment, as described previously.34 The results are presented as platelet and

neutrophil adhésion values from injured segments minus the adhésion on uninjured distal

reference segments.

Histopathology

Representative transverse sections fi-om each arterial segment were stained with

hematoxylin-phloxin-safran and Movat's pentachrome, thereby allowing for identification of

both the internal elastic lamina (IEL) and the demarcation between the neointima and the media,

as reported previously. All specimens were evaluated microscopically for the presence of mild

or deep arterial wall injury, which is characterized by a breached IEL and a lacerated media.

Results from deeply injured arterial segments are reported.

Morphometry

Sections fi-om the injured arterial segments, as well as the uninjured, distal (reference) segments

were analysed, using computer-assisted histomorphometry and the NIH Image 1.60 imaging

software. The circumferences of the external elastic lamina (EEL) and IEL, as well as the surface

areas within the EEL, IEL, and residual lumen were measured. Neointimal area was obtained by

subtracting the residual lumen area fi'om the area circumscribed by the IEL.37 Vascular stenosis

was calculated as follows: [(reference luminal surface - dilated luminal surface)/reference

lummal surface] x 100. Restenotic segments were defined as those with vascular stenosis >50%.

To minimize animal-to-animal variations, normalized data were obtained by dividing the
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measurement of the dilated injured segments by the corresponding distal, uninjured reference

segment values.

Immunohistochemistry

In the 4-week group, we showed the presence ofendothelial cells on the neointima of the arterial

segments using peroxidase-labeled Dolichos biflorus lectin.38 In addition, we assessed the

expression ofP-selectin by the neoendothelium in paraffin-embedded sections, by

immunostaining using a rabbit polyclonal antibody to P-selectin (Pharmingen) that has been

shown to cross-react with porcine P-selectin (unpublished data, 1996).

Statistical Analysis

Results are reported as mean±SEM. Intragroup and intergroup differences were compared using

paired and unpaired student's t test respectively and followed, when applicable, by one-way

ANOVA test with Bonferroni comparisons. A P value of<0.05 was considered statistically

significant.

Results

Animal Characteristics

Both control and rPSGL-Ig treated animals had similar initial body weights (17.6±1.9 and

16.910.4 kg, respectively). Their hematological and hemodynamic parameters were within the

normal range both before and after the injection of either rPSGL-Ig or the vehicle. As shown in

Table 1, which summarizes the characteristics of the dilated arteries in each group, one artery was

occluded in each of the control groups at 4 hours, 1 week, and 4 weeks. No such occlusion was

noted in the arteries of treated animals. For each time point, the extent of injury was similar in

control and treated animals.
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Effect of rPSGL-Ig on Platelet and NeutrophU Adhesion

The adhesion of platelets and neutrophils to uninjured distal arterial segments (reference,

non-dilated) was low and similar for the control and rPSGL-Ig-treated animals (platelets

xl06/cm2: 0.54±0.15 versus 0.5110.17, neutrophils xl03/cm2: 19.5±3.2 versus 14.1±2.8,

respectively).

As shown in Figures 2A and 3 A, 1 hour after the second angioplasty, rPSGL-Ig treatment did not

significantly influence platelet and neutrophil adhesion to the injured arteries. However, 4 hours

later, the adhesion of both platelets (Figure 2A) and neutrophils (Figure 3A) had increased

significantly in the control group, which was significantly reduced by approximately 50% in the

rPSGL-Ig-treated animais. The effect of rPSGL-Ig was maintained until 1 week post-injury,

when it induced a significant 85% and 78% inhibition of platelet (Figure 2B) and neutrophil

(Figure 3B) adhesion, respectively. At 4 weeks post-injury, the adhesion of platelets and

neutrophils was reduced as well, but not significantly, in rPSGL Ig-treated animals as compared

to control.

Morphometric Analyses and Restenosis

Reference distal-uninjured arterial segments of control and rPSGL-Ig-treated animals in the

4-week groups showed similar morphometric values for both the EEL (7. 1 versus 7.2 mm ) and

IEL (5.1 versus 5.1 mm ) surfaces, and the EEL (9.6 versus 9.3 mm) and IEL (8.2 versus

8.4 mm) lengths. Since the uninjured segments had no neointima, these were considered

reference values. Similarly, the IEL surfaces in each group were considered the reference

vascular lumen.

As shown in Table 2, the vascular lumen was significantly 63% larger in rPSGL-Ig-treated

arteries (6.08±0.58 mm2) as compared to the controls (3 84±0.06 mm ), while the neointima in
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treated arteries (0.52±0.09 mm2) was only 26% smaller than that in control arteries

(0.7±0.09 mm ), In addition, the vascular lumen was reduced by 29% in control arteries,

whereas in treated arteries it was increased by 22%. Moreover, EEL and IEL surfaces and

lengths were also increased in rPSGL-Ig-treated arteries when compared to controls.

As shown in Figure 4A, in bothcontrol and rPSGL-Ig-treated animals, a negative

significant correlation was obtained between vascular stenosis and EEL surface. In addition,

while 43% of the control arterial segments were restenotic (vascular stenosis >50%), none of the

treated arterial segments were restenotic. Figure 4 also indicates that 52% of the arterial

segments in the control group showed inadequate compensatory enlargement (normalized EEL

surface <1), whereas 90% of the arterial segments in the treated group showed adequate

compensatory enlargement (normalized EEL surface >1).

When vascular stenosis is plotted against neointimal surface (Figure 4B), a positive

significant correlation was obtained in the control group,but not in the rPSGL-Ig-treated group.

These results and those of Figure 4A suggest that in the control arteries, both neointimal tissue

fonnation and constrictive remodeling were responsible for the vascular stenosis obseryed 4

weeks after double angioplasty. On the other hand, it seems that rPSGL-Ig treatment induced

positive remodeling of the arterial wall. Furthermore, this positive remodeling likely occurs

between 1 and 4 weeks post-injury, as suggested by the results shown in Figure 5. Although the

normalized values of EEL surface and residual lumen were similar between control and treated

arteries at 1 week, they had increased significantly at 4 weeks in the rPSGL-Ig-treated arteries.

Pathological Analysis and Immunostaining

Neointima in both control and treated arteries was characterized by various amounts of

spindle-shaped cells and organized mural thrombus in the extracellular matrix. As shown in
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Figure 6, the rPSGL-Ig-fa-eated arteries demonstrated a dramatically increased overall vessel size

and vascular lumen, when compared to the control arteries. In addition, immunostaining for the

lectin Dichlorus biflorus (DBA) indicated that complete neointimal reendothelialization was

achieved 4 weeks post-injury in both control and treated arteries. This newly formed

endothelium expressed P-selectin at almost the same level in control and treated arteries.

Endothelium of naïve carotid arteries, however, did not express P-selectin, or showed few

isotated positive cells (data not shown).

Discussion

In thisstudy, we investigated the effects of rPSGL-Ig on platelet and neutrophil adhesion in a

porcine model involving double injury by angioplasty to the carotid arteries. We also assessed

the effect of such treatment on the development ofrestenosis. In this model, a single

administration ofrPSGL-Ig prior to the second angioplasty significantly reduced the adhesion of

platelets and neutrophils during the first 4 hours post-injury. This effect was maintained at

1 week post-injury (Figures 2 and 3). As compared to the adhesion at 1 hour, a sharp increase in

the number of platelets (Figure 2A) and neutrophils (Figure 3 A) adhering to, and within, the

damaged sites of control arteries was noted at 4 hours post-injury. This finding is in agreement

with previous studies reportingconcurrent accretion of platelets and neutrophils within the first

hours after angioplasty. The reactions of platelets are mostly integrin-dependent, involving the

binding of platelet GPIa/IIa to collagen and GPIIb/IHa to fibrinogen that result in shape change,

release of granule contents, and aggregation, leading to thrombus growth at the sites of arterial

injury. The adhesion ofneutrophils, however, is predominantly mediated by their binding to

P-selectin expressed on adherent activated platelets."' '2'40 This adhesive interaction between
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platelets and neutrophils promotes mutual activation and secretion ofvasoactive substances that,

in turn, amplifies the inflammatory and thrombotic responses. Indeed, it has been shown that

platelet and neutrophil activation and binding occur after angioplasty and are predictors of

subsequent restenosis. '41 The blockade ofselectins has been found to be beneficial in reducing

platelet-neutrophil interactions and vascular stenosis in experimental models ofangioplasty.'

In our study, treatment with rPSGL-Ig, a soluble recombinant form ofPSGL-1 (the

high-afiRnity ligand for P-selectin), 15 minutes prior to the second angioplasty, inhibited the

adhesion ofneutrophils and platelets to deeply injured arterial surfaces out to 1 week

post-angioplasty (Figures 2B and 3B). rPSGL-Ig has a long half-life of about 10 days in swine,

and is a 10-fold more potent inhibitor ofP-selectin than E-selectin and an even weaker inhibitor

ofL-selectin. In addition, rPSGL-Ig inhibited, in a concentration dependent-manner, isolated

porcine platelet-neutrophil binding. The inhibitory effect ofrPSGL-Ig on platelet and

neutrophil accumulation at thesite of injury, until 1 week post-injury, when reendothelialization

of the injured arteries is in progress and incomplete, was likely due to its interference with

neutrophil PSGL-1 binding to platelet P-selectin. In addition, P-selectin antagonism using

rPSGL-Ig in conjunction with TPA has been shown to accelerate thrombolysis in a porcine

model.33 It has also been shown to possess both antithrombotic,43 and fibrinolytic44 properties in

rat models where it likely interferes with fibrin accretion. Perhaps, such effects may have

contributed to the reduction in thrombus fonnation at the site of injury. In addition, it has been

recently demonstrated that platelet P-selectin could participate in the stabilization of platelet

aggregate.45 Perhaps this is another mechanism by which rPSGL-Ig, a P-selectin antagonist,

diminishes platelet thrombus formation and, consequently, neutrophil recruitment to injured

arterial sites.
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At 4 weeks post-angioplasty, the level of platelet and neutrophil adhesion to injured arteries

was similar to the levels observed 1 week post-injury. By this time, these injured arteries were

completely reendothelialized in both control and rPSGL-Ig groups. Previous reports have

indicated that reendothelialization following angioplasty in pig carotid arteries, as evaluated by

immunohistochemistry using DBA lectin, can be largely achieved21 days post-injury. In our

study, treatment with rPSGL-Ig still reduced, but not significantly, the adhesion of platelets and

neutrophils to the neointima 4 weeks post-injury as compared to contool. P-selectin expression

was observed on the newly formed endothelium in both control and rPSGL-Ig-treated arteries

(Figure 6), which suggests an ongoing pro-inflammatory state,47 that continues to contribute to

neutrophil and platelet adhesion. Four weeks following a single administration ofrPSGL-Ig, its

plasma concentration (around 2 ^ig/mL) may have been too low to efiRciently block these

reactions.

The early inhibition with rPSGL-Ig of platelet and neutrophil adhesion at the site of injury

was associated with a subsequent 63% increase in vascular lumen in treated arteries as compared

to untreated arteries 4 weeks post-injury (Table 2). In fact, while about 43% of control arterial

segments could be considered restenotic (>50% stenosis), no rPSGL-Ig-treated arteries showed

restenosis (Figure 4A). Restenosis in control arteries was related to both neointimal tissue

production and negative remodeling of the arterial wall. The inhibition ofrestenosis in

rPSGL-Ig-treated arteries was mainly related to positive remodeling, resulting fi'om an adequate

compensatory enlargement of the arterial wall. While constrictive remodeling was considered to

be the main mechanism explaining the occurrence ofrestenosis in control arteries (normalized

EEL surface <1), positive remodeling (normalized EEL surface =1.5) was observed in all

rPSGL-Ig-treated arteries. Furthermore, our results (Figure 5) revealed that the remodeling

process occurred at least 1 week after angioplasty injury. These results are in agreement with

l
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studies in experimental models4'5' '4 and in humans which have suggested that remodeling

may be more important then neointimal growth in the arterial response to angioplasty. Further

studies are needed to assess more precisely, the mechanism through which rPSGL-Ig favors

positive remodeling.

In conclusioii, this study highlights the importance of platelet P-selectin binding to

neutrophil PSGL-1 in platelet-neutrophil interactions at the sites ofaiterial injury produced by

double angioplasty in swine. It indicates, too, that selectin antagonism using rPSGL-Ig reduced

the thrombotic and inflammatory reactions and inhibited restenosis by favoring positive

remodeling of the arterial wall, whichrepresents a unique mechanism of action. Our findings at

the cellular and pathophysiological levels add new insights to the significance of platelet binding

to neutrophils in thrombogenesis and restenosis. They also provide a rationale for exploring the

eflficacy ofP-selectin antagonism using rPSGL-Ig in the clinical management ofrestenosis.
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Figure Legends

Figure 1. Schematic presentation of the experimental design. Hematological and hemodynamic
parameters and angiographie measurements (0). Injection of Cr-platelets and
n In-neutrophils (û-).

Figure 2. Platelet adhesion to deeply injured arterial segments in control and rPSGL-Ig-treated
animals during 1 and 4 hours (A) and at 1 and 4 weeks (B). *P<0.05 versus control.

Figure 3. Neutrophil adhesion to deeply injured arterial segments in control and
rPSGL-Ig-treated animais during I and 4 hours (A) and at 1 and 4 weeks (B).
*P<0.05 versus control.

Figure 4. Correlation between vascular stenosis and (A) normalized external elastic lamina
(EEL) surface values, and (B) neointimal surface 4 weeks after the second
angioplasty.

Figure 5. Normalized external elastic lamina (EEL) surface values (A) and residual lumen
values (B), 1 week and 4 weeks after the second angioplasty.
#: P<0.000 versus control; *: P<0.05 versus 1 week.

Figure 6. Representative histological sections (x 25) and immunostaining (x 500)of
endothelial lectin and P-selectin 4 weeks after the second angioplasty in control (A,
B, C) and rPSGL-Ig-treated (D, E, F) arteries, n: neointima.

J



218

^

)

m

a.

l
i
l
m
(D
M
l-
l
i

m 0 co

Il
l
m
CD-

*<-

l

M^

l
t
s

9 3 ^
"Si.
Q. & 3'

s ^
Q.

l

Il l
H

"^

l l
l l

s

fô
•^

^
e
4>.

~sl

s00
u
U> 0
5

u>

3.
w

l
8
3

0

y>

a;

Ç?1
îi S
§

Is-? -k
<D __ ^
~~i V. ^±^ul l

0)

o»^
ss|

s.

g s &
0

N S

ID
•^ I"
fc °
cn

s
8

•Î5
l
M

^

N

.a>
co

00
o ^s *.
3

N
cn

.M.

0
0 /-? W

3

0

Pl
U1

-J

-oo

0>

OÏ

CD

s

^.

Oî

y

l
g

0
0-^0

0

I
à
>
3
10

i
u"
^

t
l

^
l
(Ô

î
l

^
!
(Q~

^

(C

l
<a

f
£1
<D

l
(Q

Il

•M

il
yi

Il

f^\

(0
(D

^
m

Il
l
s
2.
?

l
?
l
3
a.

3
s
i
l
gl
w

si

0

i
^

l
?c
0

l
j
f



^

219

TABLE 2. Histomorphological Data in Deeply Injured Segments 4 Weeks After the Second

Angioplasty in Control and rPSGL-lg-Treated Animals

Vehide rPSGL-lg

No. examined injured segments

EEL surface (mm2)
Normalized

EEL length (mm)

Normalized

IEL surface (mm2)

Normalized

lEL length (mm)

Normalized

Vascular lumen (mm2)
Normalized

% Vascular stenosis

Neointimal surface (mm )

21

6.9310.60

0.96+0.05

9.38±0.40

0.98±0.03

4.5410.06

0.86±0.08

7.49+0.05

0.91±0.04

3.8410.06

0.71±0.09

29.2±9.5

0.7010.09

28

10.55 ±0.85

1.51±0.10

11.5710.44

1.18±0.03

6.60±0.60

1.3410.09

9.18±0.04

1.10±0.03

6.08±0.58

1.22±0.08

-21.6±8.5

0.52±0.09

EEL indicates external elastic lamina; IEL, internal elastic lamina.

P value

0.002

0.000

0.000

0.000

0.005

0.000

0.000

0.000

0.002

0.000

0.000

NS

f
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DISCUSSION

L'angioplastie par ballonnet représente une alternative très utilisée à la chirurgie
cardiaque lors d'occlusion coronaire. Cette procédure entraîne toutefois des lésions

vasculaires profondes se traduisant par la fonnation d'un thrombus intramural et

intraluminal avec afïïux de cellules inflammatoires et présence d'un vasospasme proximal

et distal à la région dilatée. Suite à l'exposition du tissu sous-endothélial et de la média

artérielle, des plaquettes et des neutrophiles vont adhérer à la paroi artérielle

endommagée, potentialisant la réponse artérielle. L'adhésion des plaquettes et des

ne4trophiles est fonction du degré de dommage causé par l'angioplastie. 96,97 L'adhésion
des plaquettes à la matrice sous-endothéliale est principalement dépendante des intégrines

664 avec activation, sécrétion et agrégation plaquettaire subséquente et activation
concomittante de la cascade de la coagulation se traduisant par la formation de thrombine

et de fibrine et la formation d'un thrombus riche en plaquettes. 102,161,438,664 Lgg
plaquettes vont relâcher une foule de médiateurs dont TxA2, ADP, fibrinogène, sérotonine

et PDGF qui vont potentialiser l'activation plaquettaire, favoriser le développement du

thrombus et l'apparition d'un vasospasme. L'activation plaquettaire se traduit aussi par

1'expression et/ou activation de molecules d'adhésion à la surface des plaquettes, comme

la P-sélectine contenue dans les granules a et l'intégrine GpIIb/IIIa, favorisant

l'agrégation plaquettaire et la formation du thrombus.

La surface endommagée est également rapidement envahie par des leucocytes,

particulièrement des neutrophiles. Bien que les neutrophiles puissent adhérer à la matrice

sous-endothéliale de façon indépendante des plaquettes, 467,471 l'adhésion des
neutrophiles à la paroi artérielle endommagée est principalement dépendante des

plaquettes recouvrant la matrice extracellulaire. 97,101,600,708 Lgg plaquettes supportent

l'adhésion des neutrophiles de façon concentration-dépendante. 97,98 L'adhésion des
neutrophiles aux plaquettes activées implique le sLe , la L-sélectine et principalement le

PSGL-1 des neutrophiles en liaison avec la P-sélectine plaquettaire. 554,709,710 ces
interactions entre les neutrophiles et les plaquettes ralentissent le neutrophile et induisent

son activation pennettant son adhésion ferme via une intégrine ps (probablement Mac-1),

^2 pouvant se lier à l'intégrine GpIIb/IIIa plaquettaire via un pont de fibrinogène.



227

^
459,711 Leg neutrophiles, qui sont activés suite à l'angioplastie, 58,92,93,95 relâchent
divers médiateurs comme des RLO, des enzymes protéolytiques, comme la cathepsine G
et l'élastase et des dérivés de l'acide arachidonique qui vont influencer le tonus vasculaire

et moduler la réactivité des plaquettes. 101-103,560

En plus de ces interactions au site d'un dommage vasculaire, la fonnation de

conjugués hétérotypiques circulants plaquettes-neutrophiles a été rapportée chez des

patients après une angioplastie coronarienne, infarctus du myocarde ou chez des patients

souffi-ant d'angine. 54,58,59,89,93,94,712

Ces interactions sont favorisées par la fonnation d'un micro-environnement 426,428
protégeant les protéases des neutrophiles des antiprotéases plasmatiques et favorisant

également le métabolisme transcellulaire des dérivés de l'acide arachidonique. 426
L'interaction adhesive entre les plaquettes et les neutrophiles est dépendante

principalement de la P-sélectine plaquettaire liant le PSGL-1 à la surface des neutrophiles.

Cette liaison entraîne l'activation du neutrophile, 560 activation potentialisée par la
presence de PAF à la surface des plaquettes, 458 ^ y^e phosphorylation de résidus
tyrosine sur des protéines et un changement de conformatioir et augmentation de

l'expression de Mac-1, stabilisant l'adhésion des neutrophiles aux plaquettes. ^^
L'importance de la P-sélectine dans les interactions plaquettes-leucocytes a été

démontrée dans plusieurs modèles d'endommagement vasculaire m vitro 100,600^ de

thrombose in vivo 182 gi récemment dans un modèle expérimental d'angioplastie. ^4
La fucoïdine, analogue du sLe , est un bloqueur des sélectines qui a été utilisé dans de

nombreuses études expérimentales ayant trait principalement au mécanisme du roulement

des leucocytes sur l'endothélium. ^^ En effet, plusieurs études m vitro ont démontrées

que la fiicoïdine pouvait bloquer la L- et la P-sélectine. 659,686,713 giçn qye ce composé
a démontré des effets bénéfiques in vivo dans des modèles d'ischémie-reperftision

646,691,692 et d'inflammation, 693,694 §on utilisation dans un modèle de dommage
vasculaire par angioplastie n'a pas été rapportée à ce jour. Etant donné l'importance des
interactions plaquettes-neutrophiles et des sélectines dans les événements aigus post-
angioplastie, nous avons voulu vérifier l'impact de l'utilisation de la fiicoïdine sur les

i
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interactions plaquettes-neutrophiles dans un modèle d'angioplastie carotidienne chez le

porc.

Dans cette étude, nous avons confirmé que l'adhésion des plaquettes et des

neutrophiles était fonction de la sévérité du dommage artériel causé par l'angioplastie.

Nous avons observé, dans des expériences in vitro en chambre de perfusion une

augmentation, suite à la présence d'une suspension mixte de cellules, de l'adhésion de

plaquettes et de neutrophiles à la paroi artérielle endommagée, suggérant une coopération

entre les plaquettes et les neutrophiles au site d'un dommage vasculaire. Nous avons aussi
démontré que l'utilisation de fucoïdine (5 mg/kg) se traduisait in vivo par une réduction

importante de l'adhésion des plaquettes (73%) et des neutrophiles (84%) à la paroi

artérielle sévèrement endommagée de même que de la vasoconstriction distale (51%). La

fucoïdine pourrait diminuer le recrutement des plaquettes via des interactions avec la

matrice extracellulaire, comme la laminine, 7^ la fibronectine ^^ st la. thrombospondine

^^ ou en interférant avec l'agrégation plaquettaire. 686,714 L^ réduction de l'adhésion
des neutrophiles est probablement consécutive au blocage des interactions plaquettes-
neutrophiles médiées par les sélectines. En effet, m vitro, la fiicoïdine inhiba

coniplètement l'augmentation de l'adhésion des neutrophiles observée en présence de

plaquettes, soulignant l'importance des plaquettes dans le recrutement des neutrophiles

après dommage vasculaire, phénomène également observé in vivo. 97,98 Toutefois, on ne
peut totalement exclure que la fucoïdine, par le biais de liaisons avec certains éléments de

la matrice extracellulaire, interfère avec l'adhésion des neutrophiles à la matrice

extracellulaire, la fucoïdine in vitro ayant partiellement réduit, en l'absence de plaquettes,
l'adhésion des neutrophiles à la paroi artérielle endommagée.

Cette étude a donc pennis de confinner l'importance des interactions plaquettes-

nei^trophiles et des sélectines après dommage vasculaire par angioplastie. Cependant, cette

étude, ainsi que la majorité des études expérimentales de dommage vasculaire utilisent des

artères saines. L'angioplastie est pratiquée en clinique dans des vaisseaux démontrant une

occlusion vasculaire, principalement suite à la présence d'une plaque athérosclérotique.

Le dommage causé par l'angioplastie expose donc un tissu néointimal composé de

cellules musculaires lisses, de leucocytes et de lipides dans une matrice extracellulaire

plus ou moins riche en protéoglycans et collagène. Les réactions et interactions cellulaires
pourraient donc être différentes dans cet environnement qui se distingue du contexte
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experimental usuel. 223,325,716 Qans le but de se rapprocher de la situation clinique,
nous avons donc développé un modèle chronique de dommage répété par angioplastie

carotidienne où une seconde angioplastie est pratiquée l mois après la première

angioplastie. Ce modèle nous permet d'étudier les interactions plaquettes-neutrophiles

après angioplastie d'une artère présentant un tissu néointimal fonné suite à l'angioplastie

initiale. Dans cette étude, nous avons comparé les interactions des plaquettes et des

aeutrophiles suite à l'angioplastie d'artères saines et d'artères endommagées par une

angioplastie préalable. Nous avons également étudié la formation du néointima et

l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles l mois après angioplastie d'artères saines.

Tout comme après angioplastie d'artères saines (modèle aigu), l'adhésion des plaquettes

et des neutrophiles à la paroi artérielle endommagée immédiatement (l hre) après

angioplastie répétée (modèle chronique) était fonction de la sévérité du dommage causé.

Alors que le niveau de l'adhésion plaquettaire était similaire entre les deux modèles, une

adhésion accrue de neutrophiles fut observée après angioplastie répétée. Plusieurs études

ont souligné l'importance des plaquettes dans le recrutement des neutrophiles via un

mécanisme médié par des sélectines. 97,456,458,599,600,684,717 L'adhésion
neutrophilique accrue sur le néointima, en l'absence d'une adhésion des plaquettes,

suggère qu'un mécanisme indépendant des plaquettes est également impliqué. Le

néointima formé suite à la première angioplastie, contrairement à la paroi artérielle

normale, est riche en collagène et en fibronectine, éléments de la matrice extracellulaire

auxquels le neutrophile peut adhérer via ses intégrines Pi et ^2. Cette dififérence de

substrat adhésif combinée à la présence de leucocytes, de cytokines et de facteurs

chémoattractants dans le néointima pourrait amener une plus grande activation des

neutrophiles et leur adhésion aux sites vasculaires endommagés. Une activation accrue des

neutrophiles, telle qu'évaluée par l'expression de Mac-1 via analyse de cytométrie en flux,

est rapportée chez des patients après angioplastie et serait associée à une incidence plus

élevée de resténose. 191,718 Une réduction de la fonnation du tissu néointimal fut

observée dans un modèle expérimental d'angioplastie ^9 gt dans un modèle de dommage

vasculaire et de sténose, ^^9 g^ite à l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre
une intégrine ^2 des leucocytes (Mac-1). Un résultat similaire fut également obtenu dans

un modèle expérimental de dommage artériel chez des souris déficiente en Mac-1. ^^
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Tel qu'évalué l mois après angioplastie, l'adhésion des neutrophiles au néointima était

significativement plus importante sur des artères sévèrement endommagées que sur des

artères intactes ou légèrement endommagées. Un dommage sévère était aussi associé à un

néointima plus abondant et à une sténose plus importante de la lumière vasculaire. Un

mois après angioplastie, la réendothélialisation du néointima était largement complétée, en

accord avec des études précédentes démontrant que la réendothélialisation est

essentiellement complétée 21 jours après angioplastie d'artères carotidiennes porcines.

400,720 Alors que la P-sélectine est peu ou pas exprimée par l'endothélium d'artères

carptidiennes pordnes saines, nous avons noté son expression à la surface du

néoendothélium l mois après l'angioplastie. L'expression de P-sélectine a d'ailleurs été

rapportée par l'endothélium recouvrant les plaques athérosclérotiques d'artères coronaires

humaines. ^^ Ces résultats suggèrent que le néointima eVou le néoendothélium
démontre(nt) une adhésion et/ou attraction accme(s) pour les neutrophiles.

Nous avons donc démontré par cette étude que l'angioplastie par ballonnet d'un

néointima, formé à la suite d'une angioplastie préalable, se traduisait par une adhésion

accrue de neutrophiles, mais non de plaquettes aux sites vasculaires endommagés.

Toutefois, ces résultats demeurent une évaluation de la situation immédiatement après

l'angioplastie. Il serait intéressant d'étudier revolution temporelle de l'adhésion des

neutrophiles et des plaquettes dans ce modèle d'angioplastie carotidienne répétée. Ce

modèle nous offre également la possibilité d'étudier la resténose et non une simple

sténose. Nous avons donc choisi d'étudier l mois après angioplastie répétée la présence de

resténose. La resténose est la principale complication chronique de l'angioplastie

coronaire; elle est également observée dans des artères périphériques, comme l'artère

carotidienne. 722,723 Alors que la présence d'un tissu néointimal était considéré jusqu'à

réceinment comme la principale raison de la diminution de la lumière vasculaire, le

remodelage vasculaire est maintenant reœnnu comme déterminant dans la resténose post-

angioplastie. Le remodelage est principalement évalué par la quantification de la surface

totale de l'artère. Les mécanismes régissant le remodelage sont peu définis.

De façon à évaluer l'impact des sélectines, principalement de la P-sélectine et des

interactions plaquettes-neutrophiles dans les événements chroniques post-angioplastie,

nous avons utilisé le rPSGL-Ig. Le rPSGL-Ig est une fonne soluble recombinante

chimérique du PSGL-1, le ligand leucocytaire de haute affinité de la P-sélectine. Le
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rPSGL-Ig est un inhibiteur dix fois plus puissant de la P-sélectine que de la E- ou la L-

sélectine. (Aiyali Kumar, observation nonpubliée, 1998) Dans des expériences m vitro,

nous avons démontré que l'activation des plaquettes par la thrombine, en condition

statique, et par le passage sur une surface artérielle endommagée pendant 15 minutes en

chambre de perfiision, se traduisait par l'expression de P-sélectine et par la formation de

conjugués hétérotypiques plaquettes-neutrophiles, tel qu'évalué par cytométrie en flux.

L'ajout d'un anticorps monoclonal anti PSGL-1 ou de rPSGL-Ig, en condition statique

comme en chambre de perfusion, inhiba les interactions plaquettes-neutrophiles. La

spécificité de la liaison rPSGL-Ig-Psélectine fut démontrée par son inhabilité à lier des

plaquettes non activées. De plus, l'augmentation de la liaison du rPSGL-Ig aux plaquettes

activées était associée à une augmentation de l'inhibition des conjugués plaquettes-

neutrophiles. Ces résultats soulignent l'importance du PSGL-1 dans l'adhésion des

neutrophiles à la P-sélectine ptaquettaire en condition de flot et I'eflRcacite du rPSGL-Ig à

inhiber les interactions plaquettes-neutrophiles.

Peu d'études expérimentales de la resténose (et non de sténose) se sont attardées au

rôle des sélectines et des interactions plaquettes-neutrophiles dans le développement de la

resténose post-angioplastie. L'utilisation d'un analogue du sLe a déjà été rapporté comme

pouvant diminuer la production du néointima dans un modèle de sténose après

angioplastie carotidienne chez le lapin. ^^ A notre connaissance, le bénéfice potentiel du

rPSGL-Ig dans un modèle expérimental de resténose post-angioplastie n'a pas été exploré

à ce jour. Contrairement aux analogues du sLex, comme la fucoïdine, le rPSGL-Ig est

beaucoup plus spécifique pour la P-sélectine. De plus, sa demie-vie prolongée chez le porc

(environ 10 jours) en facilite grandement l'utilisation dans un modèle in vivo. Le rPSGL-

Ig ayant diminué l'infîltration des neutrophiles et le dommage tissulaire dans des modèles

d'ischémie-reperfijsion 683,704,705 g^ 535^ syr nos résultats m vitro, il était permis de
croire que l'administration de rPSGL-Ig pourrait réduire les interactions plaquettes-

neutrophiles après angioplastie, contribuant à diminuer la resténose. Nous avons donc

évalué l'impact de l'administration du rPSGL-Ig non seulement sur les interactions

plaquettes-neutrophiles à divers temps suite à l'angioplastie d'artères carotidiennes

préalablement endommagées, mais aussi sur le développement de resténose, l mois plus

tard.
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Une heure après la deuxième angioplastie, le niveau de l'adhésion des plaquettes et

des neutrophiles à la paroi artérielle était similaire au niveau noté dans l'étude in vivo

précédente. L'administration de rPSGL-Ig (l mg/kg) avant la deuxième angioplastie n'a

pas influencée l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles à la paroi artérielle

endommagée l heure après la seconde angioplastie. Une augmentation substantielle de

l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles à la paroi artérielle endommagée sévèrement

avec formation d'un thrombus mural de taille variable a été notée 4 heures après la

seconde angioplastie. Ces observations corroborent des résultats publiés antérieurement

par Pàrsson et coll. qui démontrent que l'accumulation des plaquettes et des neutrophiles à

la paroi artéreille endommagée est surtout importante dans les premières heures suivant

l'angioplastie. 209 L'utilisation du rPSGL-Ig nous a permis de réduire de près de 50% la
presence de plaquettes et de neutrophiles dans les segments artériels sévèrement

endommagés. Etant donné qu'une proportion importante de l'adhésion des neutrophiles à

la paroi artérielle endommagée est dépendante des plaquettes, une inhibition des

interactions plaquettes-neutrophiles par Ie rPSGL-Ig pourrait certainement expliquer la

réduction du nombre de neutrophiles 4 heures post-angioplastie répétée. Un effet

pro^îbrinolytique du rPSGL-Ig a récemment été rapporté, 702,707 accélérant la
thrombolyse dans un modèle de thrombose chez le rat et le porc. De plus, des études

récentes suggèrent que la P-sélectine participe à la stabilisation et à la propagation du

thrombus. ^24 cgg résultats, ainsi qu'une diminution de l'activation des plaquettes suite à
une réduction des interactions plaquettes-neutrophiles, pourraient expliquer la réduction

du nombre de plaquettes observées 4 heures après angioplastie répétée.

A une semaine après la seconde angioplastie, l'adhésion des plaquettes et des

neutrophiles à la paroi artérielle endommagée était grandement diminuée. Toutefois,

mêpie à ce niveau restreint d'adhésion, l'administration de rPSGL-Ig, avant la seconde

angioplastie, se traduisit par une réduction de l'adhésion plaquettaire et neutrophilique.

Tel que rapporté dans des études précédentes, la réendothélialisation suite à l'angioplastie

d'une artère carotidienne est déjà apparente 7 jours suivant un dommage sévère. 85,400
Nous avons noté, par microscopie électronique à balayage, une réendothélialisation

partielle des segments artériels sévèrement endommagés l semaine après la seconde

angioplastie. (observations nonpubliées, 1999) Une étude récente suggère que la P-

sélectine peut se lier avec la GpIb-DC-V des plaquettes, participant au roulement des



233

^
plaquettes sur l'endothélium. ^25 Étant donné la demie-vie prolongée du rPSGL-Ig, il est
possible que la réduction d& l'adhésion des neutrophiles observée une semaine après

l'administration du composé soit consécutive au blocage de la liaison entre la P-sélectine

endothéliale et le PSGL-1 des neutrophiles. Quant à la réduction de l'adhésion des

plaquettes, en plus des éléments de réponse mentionnés précédemment pour expliquer

l'efifet du rPSGL-Ig sur l'adhésion plaquettaire, il est possible que le rPSGL-Ig interfère

avec le roulement des plaquettes sur l'endothélium, contribuant à diminuer le recrutement

de plaquettes. Toutefois, cette dernière possibilité reste à démontrer.

Quatre semaines après angioplastie répétée, l'adhésion des plaquettes et des

neutrophiles était d'un niveau similaire à celui observé l semaine après la seconde

angioplastie. Alors que la réendothélialisation était pratiquement complétée et que ce

néoendothélium exprimait de la P-sélectine à sa surface, l'adhésion des plaquettes et des

neutrophiles 4 semaines après l'angioplastie répétée était comparable avec ou sans

administration préalable de rPSGL-Ig. Etant donné sa demie-vie d'environ 10 jours chez

le porc, un niveau plasmatique insufiRsant de rPSGL-Ig pourrait expliquer, du moins

partiellement, cette absence d'efifet bénéfique 4 semaines après angioplastie répétée.

La resténose demeure la complication chronique majeure de l'angioplastie, le

remodelage vasculaire serait largement responsable de l'apparition de resténose post-

angioplastie. 289,290,293,294,296-298,315,726 Le remodelage reflète un changement
chronique, une adaptation du vaisseau à des changements hémodynamiques et à la

presence d'un néointima. Les mécanismes précis régissant le développement du

remodelage sont mal connus, mais les processus de croissance, de migration et de mort

cellulaire de même que de production et de dégradation de la matrice extracellulaire sont

potentiellement impliqués. 298 Alors que quatre semaines après angioplastie, la resténose,

définie comme une sténose supérieure à 50% de la lumière vasculaire par rapport à un

segment de référence, était présente dans environ 40% des contrôles, aucun animal traité

avec le rPSGL-Ig ne démontrait de resténose. En fait, l'utilisation de rPSGL-Ig se traduisit

par une augmentation d'environ 60% de la lumière vasculaire par rapport aux animaux

contrôles. Tel que suggéré par l'absence de corrélation entre la surface du néointima et la

sténose vasculaire, à la fois la présence de resténose chez les contrôles et son absence chez

les animaux traités n'étaient pas reliées à la présence d'un néointima. De plus, la surface

néointimale était similaire entre les animaux traités ou non avec le rPSGL-Ig. Par contre,



234

^
un remodelage négatif, tel que défini par une diminution de la surface totale de sections

transversales de l'artère (EEL) et par un index de constriction (surface de EEL/surface de

EEL d'un segment de référence) inférieur à l, fut noté chez les artères contrôles

resténotiques. Le développement d'une fibrose adventitielle avec constriction de l'artère a

été proposé comme mécanisme pouvant expliquer le remodelage négatif. 272 Cependant,

l'utilisation du rPSGL-Ig se traduisit par un remodelage positif (index de constriction

supérieur à l), empêchant l'apparition de resténose. Le ou les mécanisme(s) par

le(s)quel(s) le rPSGL-Ig favorise(nt) un remodelage positif demeure(nt) à préciser.

Ces résultats sont particulièrement intéressants dans la mesure où ils démontrent

qu'une simple injection intraveineuse de rPSGL-Ig administrée avant l'angioplastie peut

prévenir le développement de la resténose post-angioplastie. Deuxièmement, ils suggèrent

aussi qu'une diminution des plaquettes et des neutrophiles aux sites d'un dommage

vasculaire, suite à l'utilisation d'un bloqueur de la liaison P-sélectine-PSGL-1, favorise le

remodelage positif, suggérant une avenue de recherche possible pour élucider la

pathogenic de la resténose et du remodelage vasculaire post-angioplastie. Toutefois, c'est

avec circonspection qu'on doit extrapoler ces résultats en clinique. En effet, il demeure à

verifier si le bénéfice du rPSGL-Ig est maintenu plusieurs mois après angioplastie répétée

et ci cet effet est également observé dans d'autres modèles expérimentaux d'angioplastie,

notamment suite à l'angioplastie d'artères coronaires porcines. Néanmoins, il demeure

que nous avons démontré qu'un bloqueur spécifique de la P-sélectine pouvait amener une

réduction substantielle de l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles ainsi que de la

resténose post-angioplastie, suggérant que la P-sélectine est importante non seulement

dans les interactions plaquettes-neutrophiles mais également dans la pathophysiologie de

la resténose.
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