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SOMMAIRE 

L'angioplastie est une procédure fréquemment utilisée afin de rétablir la lumière 

des artères présentant un rétrécissement ou une occlusion de nature athéromateuse. 

Cependant, cette technique invasive comporte des risques et plus de 30% des patients 

développent au foyer d'angioplastie des vasospasmes, une thrombose ou une resténose. 

L'intérêt du présent mémoire est de documenter les phénomènes physiopathologiques 

associés au développement de ces complications. 

Suite à une lésion vasculaire produite par angioplastie, les plaquettes et les 

neutrophiles se déposent à la surface de l'artère afin de maintenir l'intégrité du vaisseau. 

L'adhésion des plaquettes aux surfaces artérielles se fait par l'intermédiaire des 

intégrines, du facteur de von Willebrand ainsi que d'autres protéines adhésives. 

L'adhésion des neutrophiles se fait d'abord par les sélectines (L et P-sélectines) sur 

lesquelles ils roulent, puis par les intégrines qui leur permettent une adhésion ferme. Les 

plaquettes et les neutrophiles peuvent également se lier les uns aux autres via, entre 

autres, la P-sélectine. La P-sélectine se trouvant à la surface des plaquettes activées peut 

lier le PSGL-1 (ligand glycoprotéique de la P-sélectine-1) ou le sialyl Lewis' des 

neutrophiles. Ces interactions favorisent l'activation des neutrophiles qui sécrètent à leur 

tour des substances activatrices des plaquettes. L'activation des plaquettes et des 

neutrophiles augmente le risque de vasospasmes, de thrombose et de resténose au site de 

la lésion vasculaire. Comme les sélectines et leurs récepteurs médient la première étape 

de la liaison plaquette-neutrophile, nous formulons l'hypothèse suivante: les interactions 

plaquettes-neutrophiles médiées par les sélectines contribuent à leur activation et à leur 

recrutement au site de la lésion vasculaire ainsi qu'aux complications pathologiques 

associées à l'angioplastie. 

Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons choisi un modèle porcin qui nous 

permet de mesurer l'adhésion de plaquettes-Cr" et de neutrophiles-In', aux sites des 

lésions artérielles produites par angioplastie, en l'absence ou en présence d'un bloqueur 

des sélectines. Nous avons également mesuré l'effet de ce bloqueur des sélectines sur la 

vasoconstriction artérielle et dans un modèle in vitro de circulation, où des suspensions 
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pures de plaquettes-C? et/ou de neutrophiles-In"' ont été perfusées à la surface de 

segments artériels dénudés. 

Le rôle principal du CY-1503, un analogue du sialyl Lewisx, est de bloquer la 

liaison entre la P-sélectine plaquettaire et le sialyl Lewis' des neutrophiles. Dans notre 

première étude, nous avons démontré que l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles 

augmente avec la sévérité de la lésion artérielle (P<0.05). Le traitement au CY-1503 a 

permis de réduire l'adhésion neutrophilique aux segments présentant des lésions sévères 

seulement. Il n'y a cependant pas eu d'effets sur l'adhésion des plaquettes sur ces mêmes 

segments. Le traitement n'a pas diminué l'adhésion des neutrophiles ni des plaquettes 

aux segments intacts et ceux présentant des lésions légères. Dans les expériences in vitro 

en chambres de perfusion, le CY-1503 inhibe l'adhésion des neutrophiles aux surfaces 

artérielles endommagées seulement lorsqu'ils sont en présence des plaquettes. Ces 

expériences démontrent l'implication de la P-sélectine des plaquettes et des récepteurs 

sialyl Lewisx  neutrophiliques dans le recrutement de neutrophiles par les plaquettes 

adhérées et activées au site de la lésion sévère. 

La fucoïdine est également un analogue du sialyl Lewis' qui a été préalablement 

utilisée pour déterminer l'importance des sélectines dans le processus de roulement et 

d'adhésion des neutrophiles aux surfaces endothéliales intactes dans des conditions 

d'inflammation. Dans notre seconde étude, nous avons de nouveau observé que 

l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles augmente significativement (P<0.05) avec 

la sévérité de la lésion. Cette augmentation n'a pas été influencée par le traitement avec 

1 mg/kg de fucoïdine. Par contre, le traitement avec 5 mg/kg de fucoïdine a eu les effets 

suivants: l'adhésion des plaquettes aux surfaces artérielles sévèrement endommagées a 

diminué de 73%. L'adhésion des neutrophiles aux surfaces artérielles présentant des 

lésions superficielles et sévères a été réduite de 92% et de 84%, respectivement. La 

vasoconstriction artérielle associée à l'endommagement post-angioplastie a été réduite 

de 51%. In vitro, l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles en suspension mixte a 

augmenté par rapport à la perfusion de suspensions seules et cette augmentation a été 

inhibée par les deux doses de fucoïdine testées (20 et 100lig/m1). 

Les conclusions que nous pouvons tirer de ces expériences sont les suivantes: 

1) à la suite d'une lésion légère, les sélectines sont impliquées dans les phénomènes de 
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roulement et de recrutement des neutrophiles par les plaquettes activées adhérées au 

sous-endothélium. 2) À la suite d'une lésion sévère, les sélectines participent à 

l'augmentation de l'adhésion à la fois des plaquettes et des neutrophiles. Cette 

amplification de la réaction thrombotique est probablement due à une potentialisation 

des interactions plaquettes-neutrophiles causée par les conditions locales de flot et la 

présence de substances très thrombogènes provenant de la média. Ces interactions, en 

partie médiées par les sélectines, favorisent la coactivation des plaquettes et des 

neutrophiles. 3) La diminution de l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles après 

endommagement vasculaire limite la réaction vasoconstrictrice associée. 

Ces expériences soulignent l'importance des sélectines dans les phénomènes 

aigus de vasospasmes et de thrombose artérielle post-angioplastie, et suggèrent un rôle 

pour ces molécules dans l'évolution physiopathologique de la resténose. 
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INTRODUCTION 

La compréhension des phénomènes physiopathologiques entourant les maladies 

cardiovasculaires a une importance certaine puisque ces dernières représentent la 

première cause de décès en Amérique du Nord (1). Les pathologies vasculaires 

responsables de l'occlusion partielle ou totale des artères, comme l'athérosclérose et la 

thrombose, peuvent causer l'ischémie des tissus desservis, l'infarctus et la mort (2). Les 

facteurs entraînant ces conditions sont multiples dont la prédisposition génétique, la 

consommation de produits du tabac, le sexe, l'âge et l'alimentation (3). Certains 

traitements, comme l'aspirine (4, 5), peuvent aider à prévenir ces conditions; la 

thrombolyse est couramment utilisée chez les patients en infarctus afin de détruire un 

thrombus occlusif (6), et l'angioplastie permet d'agrandir la lumière d'une artère 

sténosée (7). Le gonflement d'un ballon dans l'artère sténosée est une procédure efficace 

et couramment utilisée pour rétablir la circulation sanguine normale d'une artère. 

Cependant, plus de 30% des patients qui y ont recours développent des complications 

suite à l'endommagement de la paroi vasculaire causée par cette technique (8). Les 

mécanismes cellulaires des multiples phénomènes physiopathologiques qui en résultent 

ne sont pas encore totalement élucidés, mais les plaquettes, les neutrophiles et d'autres 

facteurs sanguins contribuent aux réactions thrombotiques qui augmentent les risques de 

réocclusion et de resténose de l'artère (9). 

Les sélectines et les intégrines sont deux classes de molécules d'adhésion 

hautement impliquées dans les réactions thrombotiques puisqu'elles permettent aux 

plaquettes et aux neutrophiles d'adhérer à la paroi artérielle (10). La présence d'une 

lésion vasculaire expose des protéines de la matrice sous-endothéliale (facteur von 

Willebrand, collagène My, fibronectine) qui sont reconnues principalement par les 

intégrines plaquettaires. Leur liaison entraîne l'adhésion et l'activation des plaquettes 

(11). Cette étape est caractérisée par l'expression de la P-sélectine (12) et l'activation des 

intégrines (GPIIb/IIIa) (13). Les neutrophiles circulants présentent à leur surface la L-

sélectine, le PSGL-1 (ligand glycoprotéique de la P-sélectine), le sialyl Lewis' (sLex) et 

certaines intégrines (CD1 1b/CD18, CD11c/CD18) (14). Les neutrophiles se servent de la 

L-sélectine, du PSGL-1 et du sLex pour rouler sur la P-sélectine des plaquettes et ralentir 
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(15, 16, 17). Ceci permet une adhésion ferme entre les intégrines des neutrophiles et 

celles des plaquettes (18) ce qui entraîne l'activation des neutrophiles (19, 20). Les 

plaquettes et les neutrophiles activés relâchent des substances chemotactiques et 

activatrices puissantes (ADP, sérotonine, prostaglandines, PAF, leucotriennes, élastase, 

radicaux libres) qui amplifient le recrutement ainsi que l'activation (21, 22). Cette 

cascade d'événements permet également l'activation de la coagulation (23) et la 

vasoconstriction de l'artère (24, 25, 26). 

Étant donné que les sélectines sont impliquées dans le phénomène de recrutement 

des neutrophiles par les plaquettes, nous avons tenté d'identifier le rôle des sélectines 

dans les interactions plaquettes-neutrophiles aux sites de lésions vasculaires produites 

par angioplastie. 

Dans le présent mémoire, nous présenterons un survol des pathologies 

vasculaires qui nous intéressent. Nous expliquerons les bénéfices et les limites d'une 

procédure telle que l'angioplastie et nous examinerons les mécanismes présentement 

connus de la thrombose artérielle post-angioplastie ainsi que son implication dans le 

développement de la resténose. Nous présenterons ensuite une série d'expériences qui 

nous permettra de mieux cerner le rôle des sélectines dans les interactions entre 

plaquettes et neutrophiles et de mieux comprendre la physiopathologie de la thrombose. 
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CHAPITRE PREMIER: PATHOLOGIES VASCULAIRES 

1. 	Athérosclérose 

1.1. 	L'artère intacte 

Une artère est composée de trois couches principales. De la lumière de l'artère 

vers l'extérieur on retrouve l'intima, la média et l'adventice. L'intima est composée 

d'abord d'une couche unicellulaire, l'endothélium, qui tapisse l'intérieur du vaisseau. 

Celle-ci repose sur une matrice extracellulaire et une lame élastique interne qui 

composent le sous-endothélium. Sous cette lame se trouve la média, composée 

principalement de cellules musculaires lisses et de tissus fibreux. L'adventice, quant à 

elle, est composée de tissu conjonctif et de nerfs. Elle est délimitée par la lame élastique 

externe. 

L'endothélium est une structure tissulaire qui recouvre l'intérieur de tous les 

vaisseaux sanguins. Bien qu'il ne soit composé que d'une seule couche de cellules, les 

cellules endothéliales, l'endothélium a plusieurs rôles. Il contrôle le tonus vasculaire par 

voie paracrine en relâchant des substances vasodilatatrices ou vasoconstrictrices (27). 

Les vasodilatateurs sont le NO et la P0I2. Les substances vasoconstrictrices sont 

l'endotheline-I, la PGH2, la TXA2  et l'angiotensine-II. L'endothélium est également une 

surface anticoagulante et antithrombotique qui empêche l'accumulation de composantes 

sanguines et de dépôts lipidiques (28). En temps normal, les cellules endothéliales 

présentent peu de molécules à leur surface et donc interagissent peu avec les 

composantes sanguines. Elles relâchent des substances actives en circulation qui ont 

pour effets d'inhiber la coagulation et l'adhésion cellulaire (N0)(29, 30) et d'activer la 

fibrinolyse (activateur du plasminogène de type tissulaire, NO) (31, 32). En cas 

d'activation par un pathogène ou en cas de dysfonction, les cellules endothéliales 

expriment des molécules d'adhésion cellulaire qui favorisent l'émigration des leucocytes 

(monocytes, neutrophiles) vers les sites inflammatoires (33, 34). Elles peuvent 

également relâcher des facteurs stimulant la croissance et le développement des tissus, 

comme l'EDGF (facteur de croissance dérivé de l'endothélium) ou des substances qui 

inhibent la fibrinolyse et favorisent la coagulation comme le PAI-1 (inhibiteur de 

l'activateur du plasminogène-1) (35). Finalement, l'endothélium repose sur une matrice 
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extracellulaire et la lame élastique interne qui lui donnent du support. Cette matrice 

contient plusieurs protéines adhésives qui permettent l'adhésion des plaquettes dans le 

cas d'une lésion endothéliale favorisant ainsi le maintien de l'intégrité du vaisseau. 

Parmi celles-ci on retrouve le facteur von Willebrand, la fibronectine, la vitronectine et 

le collagène (11, 36). 

La média est composée principalement de tissu fibreux, de fibroblastes et de 

cellules musculaires lisses. Le tissu fibreux (Collagène I-Iv, fibronectine), organisé en 

matrice et produit par les fibroblastes, donne une élasticité et une protection contre les 

pressions artérielles élevées. Les cellules musculaires lisses sont responsables de 

moduler les forces qui résistent à ces pressions et contrôlent ainsi le tonus vasculaire. 

Les deux types de cellules sont sensibles aux signaux chimiques et mécaniques et 

peuvent être rapidement stimulés (37). Ils proliférent ensuite très rapidement et 

produisent du collagène, de l'élastine, des proteoglycans ainsi que d'autres facteurs de 

croissance pour réparer des dommages tissulaires (38). Différentes lignées cellulaires 

composent donc la tunica média, ce qui a d'importantes répercussions lors du 

développement de certaines pathologies comme l'athérosclérose ou la resténose (39). 

L'adventice est délimitée par la lame élastique externe et est composée de tissu 

fibroélastique dense et de nerfs. Dans les plus grosses artères, un réseau de petits 

vaisseaux sanguins, le vasa vasorum, parcourt l'adventice avec un réseau lymphatique 

parallèle. Les branches du vasa vasorum s'infiltrent dans la média, et quelquefois jusque 

dans l'intima, afin de nourrir les cellules de la paroi artérielle (40). 

1.2 	Physiopathologie de 1 athérosclérose 

L'athérosclérose est une pathologie caractérisée par la présence de dépôts 

lipidiques au niveau de l'intima. En 1973, Ross et Glomset ont formellement proposé 

l'hypothèse, largement acceptée de nos jours, qui explique le dévelopment de ces lésions 

(41). Selon cette hypothèse du 'Response-to-Injury' (en réaction à l'endommagement 

vasculaire), les lésions athérosclérotiques se développent suite à l'adhésion des 

plaquettes aux sites de lésions endothéliales. Les plaquettes adhérées libèrent ensuite des 

facteurs qui causent la prolifération des cellules musculaires lisses. Selon eux, ces 
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lésions seraient majoritairement induites par l'hypercholesterolémie (42, 43). 

Aujourd'hui, cette hypothèse tient également compte des autres facteurs pouvant causer 

des lésions endothéliales comme la cigarette (44), et prend en considération de nouveaux 

mécanismes cellulaires et moléculaires. Les plaquettes, les neutrophiles et leurs 

médiateurs chimiques (45), la cascade de coagulation et la fibrine (46), le complément 

(47), le facteur tissulaire (48), les molécules d'adhésion (49) et l'apoptose (50) sont tous 

impliqués et interdépendants dans le processus athérosclérotique (9, 28). 

Dans une artère normale, l'endothélium intact retarde le développement de 

l'athérosclérose de par ses propriétées antithrombotiques ainsi que par le relâchement de 

substances antiplaquettaires (NO et PGI2) et antiprolifératrices (NO) (51, 52). Une lésion 

peut cependant se produire si les cellules endothéliales sont attaquées par des infections 

comme le virus de l'herpes (53). Certains agents sont des toxines pour l'endothélium, 

comme les produits de dégradation glycosylés chez les patients diabétiques ou les 

irritants dans la fumée de cigarette (44). Les lésions athérosclérotiques semblent se 

développer préferentiellement aux sites d'embranchements des artères ce qui suggère 

que le stress mécanique causé par le flot sanguin à ces endroits favorise 

l'endommagement endothélial (54). Cependant, la plus importante cause de lésions 

endothéliales en Amérique du Nord serait l'effet des LDL oxydés (LDL-ox) (55). Les 

LDL circulant transportent du cholestérol et sont endocytés par les cellules endothéliales 

puis peroxydés. Les LDL-ox ainsi fabriqués sont cependant des produits cytotoxiques 

pour les cellules endothéliales (56). Les cellules endothéliales dysfonctionelles 

expriment alors des molécules d'adhésion comme la P-sélectine (57) et cessent de 

produire du NO. Ceci favorise l'adhésion de plaquettes, neutrophiles, monocytes et 

lymphocytes T au site de la lésion (42, 58). Les monocytes se transforment en 

macrophages et migrent dans l'intima. Les LDL-ox attirent les monocytes circulant en 

augmentant la production de MCP-1 par les cellules endothéliales et inhibent la motilité 

des macrophages. Les LDL-ox sont ensuite endocytés par les macrophages et forment 

des gouttelettes lipidiques intracellulaires. Les macrophages se transforment alors en 

cellules spumeuses (59). 

Les lésions athérosclérotiques sont divisées en différents types selon leur 

évolution (60). La lésion de type I est caractérisée par une accumulation sous- 



6 

endothéliale de macrophages avec des gouttelettes lipidiques intracellulaires. Ces lésions 

ne sont cependant pas détectables et peuvent se former très tôt au courant de la vie. 

Ensuite, l'endommagement endothélial répété cause une augmentation marquée de 

l'expression des molécules d'adhésion endothéliales. Une étude importante a également 

confirmé le rôle de plusieurs molécules dans le développement de l'athérosclérose dont 

la P-sélectine, ICAM-1 et les printégrines (61). L'expression de ces molécules favorise 

les interactions cellulaires ainsi que l'adhésion des plaquettes et des monocytes. Les 

plaquettes, les cellules endothéliales et les macrophages produisent des facteurs de 

croissance comme le PDGF et l'EDGF qui stimulent la prolifération des cellules 

musculaires lisses (62). Ces cellules migrent alors de la média vers l'intima et forment le 

néointima. La lésion de type II est alors caractérisée par un néointima ainsi qu'une plus 

forte accumulation de celllules spumeuses qui forment des stries lipidiques, les premiers 

signes visibles de la pathologie (60). 

L'évolution d'une lésion de type II vers une lésion de type III est caractérisée par 

la rupture des cellules spumeuses causant des dépots extracellulaires de lipides. Les 

cellules musculaires lisses commencent alors eux aussi à stocker les lipides et se 

transforment à leur tour en cellules spumeuses (60). 

Le type IV montre la présence d'un centre de lipides extracellulaires causé par la 

convergence et l'accumulation de lipides extracellulaires. En général, la couche de 

cellules endothéliales est toujours présente mais l'espace sous-endothélial contient 

énormément de macrophages, de lymphocytes T et de cellules spumeuses (60). Ces 

plaques athéromateuses, particulièrement dangereuses, sont prônes à rupturer puiqu elles 

ne sont pas encore recouvertes de tissu fibreux caractéristique des plaques de type V. 

Les cellules spumeuses commencent ensuite à sortir de la plaque en s'insérant 

entre les jonctions endothéliales causant des microthrombi plaquettaires à leur surface. 

Les cellules musculaires lisses continuent de migrer à travers toute la lésion, formant le 

chapeau fibreux composé de collagènes, de protéoglycans, de fibres élastiques, de 

macrophages et de lymphocytes T. On peut alors distinguer trois lésions de types V 

selon leur structure. Le type Va est une plaque athéromateuse caractérisée par un 

chapeau de collagène et de cellules musculaires avec un centre formé de lipides. Le type 

Vb est un amas de ces trois éléments avec une calcification prononcée et le type Vc est 
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principalement composé de collagène et de tissus fibreux. Les lésions de type IV 

peuvent progresser rapidement en l'une ou l'autre de type V et diminuent de façon 

importante la lumière de l'artère et le flot sanguin (60). 

Plusieurs complications peuvent également survenir lors du développement de 

l'athérosclérose. Comme mentionné ci-haut, une plaque atherosclérotique peut subir une 

certaine calcification. L'étendue de cette calcification peut varier du centre lipidique 

jusque dans les tissus fibreux avoisinants. Occasionnellement, la calcification d'un 

thrombus en surface peut également se produire. Les mécanismes de la calcification ne 

sont pas encore éclaircis, mais il semblerait qu'un mécanisme vésiculaire mène à la 

déposition progressive de minerais de carbonate de calcium, de sodium et de magnésium 

(63). Ce processus est responsable de la rigidité des vaisseaux atherosclérotiques et rend 

les procédures d'angioplastie plus délicates. Sous les effets du stress hémodynamique ou 

de spasmes artériels, la surface d'une plaque peut aussi s'éroder, se fissurer ou faire des 

ulcérations (64, 65, 66). Ces complications peuvent mener à de sérieuses conséquences 

comme une thrombose aigne, une hémorragie à l'intérieur de la plaque ou une embolie. 

Si une plaque se fissure suffisamment, ses composantes sont immédiatement exposées 

au flot sanguin. Suite à une hémorragie intraplaque, un hématome se forme dans la 

fissure et un thrombus peut se former en surface. Ces lésions complexes risquent alors de 

compromettre sévèrement le flot sanguin, ou l'occlure, causant une période d'ischémie 

ou un infarctus. D'ailleurs, 90% des patients qui décèdent d'infarctus myocardiques 

aigus ont un thrombus occlusif dans une de leurs artères coronaires (65, 67). 

L'hémorragie intraplaque peut également survenir suite à l'érosion, causant l'infiltration 

de plasma et de cellules sanguines dans la plaque. Ceci risque de faire augmenter la 

pression à l'intérieur de la plaque et augmente les risques de rupture (68). Une seconde 

cause moins importante pourrait provenir des capillaires du vasa vasorum qui irriguent 

les régions basales de la plaque (69). Finalement, une artère athérosclérotique peut 

donner un anévrisme. Ceci est le plus souvent causé par l'amincissement de la média 

sous-jacente à la plaque et/ou son remplacement par du tissu fibreux. L'artère devient 

alors plus faible et commence à s'étirer sous les fortes pressions causées par la sténose 

ou la présence d'hypertension. Un anévrisme sacculaire ou fusiforme, souvent avec des 

thrombis laminaires frais et propices à se détacher, est alors créé (70, 71). Les 
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anévrismes comportent les risques de compresser des structures, organes ou autres 

vaisseaux sanguins, de s'infecter ou de se rupturer. 

La stabilité d'une plaque dépendra donc de sa morphologie ainsi que de sa 

composition (72, 73). Les forces et pressions que l'on retrouve à ces niveaux sont 

anormalement élevées et contribuent au risque de rupture de la plaque. La dynamique du 

sang circulant à travers des artères normales versus sténosées a d'ailleurs été longuement 

étudiée (74). D'autres indices permettent d'évaluer cliniquement la sévérité des lésions 

athérosclérotiques comme l'activateur du plasminogène de type urokinase (75), les taux 

de molécules d'adhésion solubles (76) et l'expression de molécules dépendantes de 

l'activation des plaquettes (77). 

Les conséquences possibles de l'athérosclérose sont donc l'ischémie des tissus 

desservis par l'artère, la thrombose aigüe, l'embolie, l'anévrisme, l'infarctus et la mort. 

Lorsqu'il y a obstruction partielle d'une artère ou pendant les premiers instants d'une 

occlusion totale, le tissu desservi par l'artère manque de sang oxygéné et les cellules 

composant ce tissu subissent des changements biochimiques et morphologiques 

importants qui compromettent leur survie (78). Ces changements sont réversibles et le 

tissu peut complètement récupérer si l'apport de sang est rétabli rapidement. Lorsqu'il y 

obstruction complète d'une artère causée par une thrombose aigüe ou une embolie, le 

tissu desservi est privé d'oxygène et de nutriments causant la mort cellulaire 

caractéristique de l'infarctus (78). L'occlusion totale d'une artère par un thrombus, une 

embolie ou même une ischémie prolongée provoquera un infarctus qui sera d'autant plus 

répandu que la durée avant la reperfusion sera longue. En général, un infarctus du 

myocarde est causé par un thrombus occlusif formé spontanément dans une artère 

coronaire après la rupture d'une plaque athéromateuse (65, 67). Si le thrombus n'est pas 

totalement occlusif, les forces de cisaillement augmentent dans l'artère sténosée et 

risquent de faire détacher une partie du thrombus qui se logera alors dans un petit 

vaisseau en aval du site causant une embolie. Ceci risque de causer un infarctus localisé 

dans d'autres tissus comme dans les cas d'embolies pulmonaire ou cérébrale. 
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2. 	Angioplastie 

2.1. 	Introduction 

Sous anesthésie locale, un cathéter-ballon est introduit dans l'artère fémorale du 

patient et est conduit sous contrôle fluoroscopique jusqu'au site de la sténose. Le ballon 

est sélectionné selon sa grosseur en proportion avec le diamètre de l'artère. En général, 

le ballon sera d'une fois à 1.2 fois la grosseur de l'artère normale. Le ballon peut être 

gonflé plusieurs fois avec intervalles pour permettre le passage du sang. L'on peut 

également régler la pression à l'intérieur du ballon et donc la pression exercée sur les 

parois du vaisseau (79). Certains ballons sont doubles de façon à dilater un segment plus 

important ou même pour envoyer un traitement local par le cathéter pendant la dilatation 

(cathéter barophoretique). Ces cathéters peuvent également contenir un conduit interne 

qui permet la circulation sanguine d'un côté du site de dilatation à l'autre. Certains 

ballons ont été créés afin de pouvoir injecter un traitement directement dans la paroi 

vasculaire (ballon iontophoretique). Ce cathéter utilise un courant électrique pour 

projeter et ainsi augmenter les concentrations intravasculaires du traitement (79). 

La première angioplastie clinique fut réalisée par Dotter et Judkins en 1964 (80, 

81). Aujourd'hui aux États-Unis, plus de 300 000 patients ont recours à cette technique 

chaque année. En clinique, l'angioplastie a d'abord un succès important puisque dans 

90% des cas, la lumière de l'artère est plus grande après l'angioplastie qu'avant. Mais 

l'angioplastie d'une artère sténosée est délicate et comporte le risque de faire rupturer 

l'artère, de causer un anévrisme ou une thrombose aigue. On remarque cependant que 

même si une réaction thrombotique aiguë ne se produit pas souvent après l'angioplastie, 

30 à 40% des patients développeront une resténose à l'intérieur des 6 premiers mois. 

Cette resténose n'est pas seulement la continuité d'une pathologie déjà présente dans 

l'artère mais est exacerbée par l'endommagement vasculaire et la réaction thrombotique 

causés par la procédure elle-même (79). 

Jusqu'à 1979 il n'y a eu que très peu de recherche effectuée sur le 

fonctionnement de l'angioplastie et les théories avancées par les pioniers de cette 

technique, Dotter, Judkins et Grüntzig, étaient donc largement acceptées. Selon eux, le 

premier mécanisme de l'angioplastie était la compression puis le remodelage de la 
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plaque résultant en une sténose uniforme et circulaire à l'intérieur de l'artère, sans 

étirement de la paroi artérielle (82). Ce mécanisme aurait eut en effet l'avantage de 

préserver la structure de la paroi de l'artère tout en élargissant sa lumière. Cependant, la 

compression d'une plaque athéromateuse sans extraction des substances qui la 

composent est impossible. De plus, aucun remodelage longitudinal ne se produit avec les 

cathéters-ballon courants, bien qu'un effet 'chasse neige fut observé avec certains des 

premiers cathéters développés par Dotter (83). Il a donc fallu reformuler l'hypothèse en 

tenant compte de ces facteurs et ce n'est qu'à partir de 1979 que les expériences sur les 

effets morphologiques et histologiques de l'angioplastie ont permis d'en déterminer les 

principaux mécanismes. Des observations importantes furent faites sur des artères 

iliaques de cadavres avec athérosclérose bilatérale (84, 85, 86). Une des deux artères fut 

placée dans un tube en verre, empêchant ainsi le diamètre externe d'augmenter, et 

l'angioplastie des deux branches fut faite. Dans l'artère placée dans le tube, la plaque ne 

s'est pas comprimée ni ne s'est étendue. Le tube en verre a également empêché la plaque 

de se fissurer, mais l'angioplastie ne produisit pas de changements notables de la 

lumière. De l'autre côté, la dilatation de la branche non restreinte causa l'élargissement 

du diamètre extérieur avec étirement de l'adventice et de la média. De plus, des ruptures 

de l'intima avec son décollement de la média étaient visibles. Il apparaît donc que 

l'angioplastie réussie nécessite l'étirement et même la rupture de certaines portions de 

l'artère afin de créer une zone plus souple permettant l'élargissement de la lumière (87, 

88, 89). Ces observations furent confirmées ensuite in-vivo dans un modèle de lapin 

athérosclérotique (90): Les examens histologiques ont révélé que la plaque 'protégeait la 

média des effets du ballon étant donné sa rigidité. Les ruptures, qui pouvaient se limiter 

à l'intima ou bien briser la lame élastique interne et se prolonger dans la média, se 

produisirent entre les plaques. Cependant, il semblerait que les endroits les plus fragiles 

seraient au niveau du bord de la plaque où elle rencontre une section d'artère normale. À 

ce niveau, les forces exercées par le ballon causent la rupture de la plaque suivi de son 

décollement de la média. Dans les cas où la circonférence de l'artère est atteinte les 

ruptures se produisent aux endroits où la plaque est la plus mince. Un certain 

décollement de la plaque avec une rupture plus profonde dans la média, pouvant dans 

certains cas atteindre l'adventice, est également observé. Cependant, à cause de 
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l'hétérogénéité des lésions et des caratéristiques hémodynamiques et structurelles des 

artéres athérosclérosées, aucune corrélation n'a pu être établie entre le dégré ou le temps 

de gonflement d'un ballon et l'endommagement créé. En bref, il semblerait que 

l'angioplastie permet un agrandissement de la lumière en causant d'abord des ruptures et 

un décollement de la plaque, puis l'étirement des portions normales de l'artère (91, 92, 

93). 

L'angioplastie cause donc des lésions vasculaires qui peuvent être légères, avec 

endommagement de l'intima, ou sévères, avec brisure de la lame élastique interne et 

exposition de la média ainsi que des composantes de la plaque. Les plaquettes et les 

neutrophiles sont activés par contact avec ces surfaces thrombogènes et y adhérent. Les 

niveaux d'adhésion augmentent dailleurs significativement lorsque la lésion se prolonge 

dans la média (24). Il en est de même pour la vasoconstriction de l'artère, qui semble 

dépendre du niveau d'adhésion des neutrophiles (25). Des études effectuées sur un 

modèle porcin d'angioplastie démontrent également l'importance des plaquettes dans le 

recrutement des neutrophiles suite à la lésion (24, 26, 94). Chez l'homme, les leucocytes 

et les plaquettes sont activés suite à l'angioplastie et montrent une présence accrue de 

certaines molécules comme MAC-1 et le sLex. Une baisse de l'expression de la L-

sélectine (95) ainsi qu'une activation de la GPIIb/IIIa (96) ont également été observés. 

L'angioplastie augmente la mobilisation nucléaire du facteur NF-KB et l'expression de 

ICAM-1 (97) ainsi que du récepteur du PDGF (98) chez les cellules musculaires lisses, 

favorisant leur implication dans les réactions vasculaires. Ces résultats suggèrent que les 

molécules d'adhésion ont un rôle important dans la thrombose artérielle post-

angioplastie et la resténose (99, 100). 

2.2. 	Le phénomène de Recoil 

Le phénomène de recoil est une diminution presque immédiate (premier 24h) de 

la lumière de l'artère et qui semble être une conséquence des propriétés élastiques des 

parois artérielles. Ce phénomène peut être expliqué par deux processus. Les artères 

contiennent deux lames élastiques, du tissu conjonctif et de la matrice extracellulaire qui 

ont pour rôle de résister aux pressions intravasculaires et ont tendance à reprendre leur 

forme initiale après l'étirement. Les cellules vasculaires et tout particulièrement les 
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cellules musculaires lisses (qui peuvent faire partie de la plaque ou de la média) 

réagissent physiquement à un trop grand étirement en se contractant et peuvent ainsi 

réduire activement la lumière de l'artère (79). Évidemment, si le degré de dommage 

occasionné par le ballon est si sévère que la rupture de la lame élastique interne se 

prolonge dans la média, les propriétés élastiques de la paroi seront amoindries. 

2.3. 	La thrombose 

La thrombose est le dépôt de plaquettes et de leucocytes ou la formation d'un 

caillot qui obstrue la lumière d'une artère ou d'une veine, suite à une lésion vasculaire 

ou la rupture d'une plaque athérosclérotique. Les thrombi sont généralement formés de 

plaquettes, de leucocytes, de globules rouges et de filaments de fibrine. La concentration 

de ces différents éléments peut cependant varier. Ainsi, on peut trouver des thrombi 

rouges à forte teneur en globules rouges (veines) ou des thrombi blancs à forte teneur en 

plaquettes (artères). La thrombose homéostatique peut se produire lorsqu'il y a une petite 

lésion ou dysfonction de l'endothélium, causée par exemple par un pathogène. Dans ce 

cas, la surface exposée sera recouverte par une fine couche de plaquettes le temps de 

régénérer l'endothélium. Si la lésion est plus importante ou si l'artère est déjà 

pathologique, il y aura une plus forte réaction et le thrombus peut devenir important et 

même occlusif. Dans le cas d'une plaque athéromateuse, la rupture peut être causée 

spontanément par les forces de cisaillement et pressions élevées ou physiquement lors 

d'une procédure d'angioplastie. La technique d'angioplastie est souvent nécessaire afin 

de rétablir la lumière d'une artère sténosée, mais l'ampleur de la réaction thrombotique 

qui suivra l'angioplastie dépendra de l'endommagement induit par celle-ci. Ainsi, le type 

et la pression du ballon, la sévérité de la sténose, la composition et la forme de la plaque, 

le risque de rupture, les forces de cisaillement locales, le niveau d'activation des 

plaquettes et des leucocytes ainsi que les traitements adjuvants sont d'autant de 

paramètres à être évalués soigneusement. 
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2.3.1 Déposition plaquettaire 

Après l'angioplastie, des substances thrombogènes qui proviennent du sous-

endothélium (Facteur von Willebrand, fibronectine) et/ou de la plaque (collagènes, 

lipides) sont exposées à la circulation. Les lipides sont les éléments les plus 

thrombogènes et une rupture d'une plaque de type Va est donc très dangereuse. Le 

collagène est également un élément qui stimule la formation de thrombus lorsque exposé 

à la circulation. Les plaquettes se déposent à ces endroits afin de recouvrir la surface 

endommagée et sont activées (11). Les mécanismes moléculaires de la déposition 

plaquettaire sont décrits dans plusieurs résumés (36). En bref, les intégrines plaquettaires 

GPIb et GPIIb/IIIa peuvent lier le facteur von Willebrand, le GPIa/IIa se lie au collagène 

et le GPIc/IIa peut lier la fibronectine. Ces liaisons activent les plaquettes qui sécrètent, 

de l'intérieur des granules a vers la surface, la P-sélectine, et transforment le GPIIb/IIIa 

de sa forme inactive à sa conformation active. En fait, toute une redistribution et une 

augmentation des molécules de surfaces se produisent lors de l'activation, favorisant les 

interactions cellulaires (13). L'agrégation plaquettaire devient évidemment primordiale 

car elle permet d'accumuler d'importantes quantités de plaquettes au site de la lésion et 

augmente la taille du thrombus. L'agrégation est principalement provoquée par 

l'interaction de la GPIIb/IIIa activée avec le fibrinogène mais peut être facilitée par le 

GPIb, le facteur von Willebrand (101) et la thrombospondine (102). Plusieurs études 

cliniques importantes ont été menées afin de vérifier l'importance de l'inhibition de la 

GPIIb/IIIa dans le traitement de différentes pathologies vasculaires comme l'angine, la 

thrombose coronaire, lors de l'angioplastie et contre la resténose (103, 104). Les 

plaquettes activées, de même que les cellules endothéliales dysfonctionnelles, relâchent 

aussi d'importantes quantités de PAI-1. La présence de cet inhibiteur de la fibrinolyse 

favorise la consolidation du thrombus (105). De plus, une étude a montré que les 

plaquettes liées au collagène favorisent l'activation de la coagulation par le facteur X 

(106). In vivo, les plaquettes peuvent également être activées par les forces de 

cisaillement présentes au site où le thrombus se développe (107). Les plaquettes activées 

qui demeurent néanmoins dans la circulation peuvent former des microagrégas ou 

relâcher d'importantes quantités de substances activatrices. La présence de ces agrégats 
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ou de marqueurs de l'activation plaquettaire comme la P-sélectine ou la GPIIb/IIIa 

activée sont des indicateurs des risques d'infarctus (107, 108). 

2.3.2 Adhésion neutrophilique 

Les leucocytes et particulièrement les neutrophiles qui entrent en contact avec les 

plaquettes roulent à leur surface. Ce roulement est la première étape de l'adhésion 

leucocytaire et implique la L-sélectine, le PSGL-1 et le sLex. Ces dernières, en se liant à 

la P-sélectine, permettent aux leucocytes de ralentir et de se lier fermement via leurs 

intégrines (109). La liaison de l'antigène Lex sur les monocytes (19) et de la L-sélectine 

(110) induit l'activation des récepteurs CD11/CD18, favorisant les interactions 

subséquentes. La liaison des intégrines leucocytaires (CD11b/CD18 et CD11c/CD18) 

aux intégrines plaquettaires (GPIIb/IIIa) via le fibrinogène entraîne l'activation des 

leucocytes (14, 20, 111). Comme avec les plaquettes, l'activation leucocytaire entraîne 

une redistribution de certaines molécules d'adhésion, dont le PSGL-1 (112, 113), ainsi 

que la perte de la L-sélectine (114). Les leucocytes relâchent alors des substances 

chemotactiques (leucotriennes) et activatrices (élastase, PAF) qui amplifient la réaction 

thrombotique et la réaction vasoconstrictrice de l'artère. Les cellules musculaires de 

l'artère sont sensibles à ces signaux chimiques et en se contractant réduisent le diamètre 

de l'artère. Certaines substances peuvent même directement activer des récepteurs des 

plaquettes, comme c'est le cas avec l'élastase et la GPIIb/IIIa (115). Les neutrophiles 

activés relâchent également des substances qui endommagent davantage la paroi 

artérielle comme les radicaux libres de l'oxygène. Les cellules endothéliales 

dysfonctionnelles, les plaquettes activées ainsi que les cellules fibroblastiques sous-

jacentes produisent également d'importantes quantités de facteurs de croissance (EDGF, 

PDGF et FGF (facteur de croissance fibroblastique)) qui entraîneront subséquemment la 

prolifération des cellules de la média et la formation du néointima. La dysfonction 

endothéliale entraîne de plus une baisse de la production de NO qui aura pour effet direct 

d'augmenter l'adhésion neutrophilique (116). Une infusion de NO au site de la 

thrombose permet non seulement d'inhiber l'adhésion des neutrophiles et des plaquettes 

(29, 30, 117) mais aussi la vasoconstriction artérielle (117). De plus, les neutrophiles 

adhérés et activés peuvent servir au recrutement d'autres neutrophiles. Cette agrégation 
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neutrophilique se produit d'abord, comme avec les plaquettes, par un phénomène de 

roulement via les sélectines puis par une adhésion ferme via les intégrines. La L-

sélectine joue un rôle important dans la première étape en liant les polysaccharides sur 

les neutrophiles opposés (118) ou le PSGL-1 (119). L'adhésion ferme se ferait entre les 

Printégrines via une molécule de fibrinogène. Cependant, l'agrégation neutrophilique 

n'est pas un mécanisme de recrutement important dans les réactions inflammatoires. 

2.3.3 Interactions plaquettes-neutrophiles 

Plusieurs études démontrent l'importance des interactions plaquettes-leucocytes 

dans diverses conditions pathologiques (120, 121). On a également remarqué que les 

patients souffrant d'athérosclérose coronarienne ont des agrégats plaquette-monocyte 

circulants (122). L'importance de ces intéractions a également été démontré lors de la 

thrombose (21, 22). Lors de réactions thrombotiques, la couche de plaquettes qui se 

dépose à la surface de la lésion favorise l'adhésion des neutrophiles (18, 26, 123). Les 

articles détaillant les multiples interactions moléculaires possibles et la coactivation via 

des médiateurs chimiques entre les plaquettes et les neutrophiles sont nombreux (124, 

125, 126). Il semblerait cependant que, in vivo, les interactions d'importance 

physiopathologiques soient causées premièrement par les sélectines et le sLex puis par 

les p2-intégrines (127, 128), comme il a été détaillé dans les passages traitant des 

adhésions respectives des plaquettes et des neutrophiles. Cependant, il a également été 

rapporté que la GPIIb/IIIa (36) et la thrombospondine (129) pourraient favoriser 

l'adhésion de leucocytes aux plaquettes. Finalement, une étude démontre aussi une 

interaction possible entre le LFA-1 des leucocytes et ICAM-2 à la surface plaquettaire 

(130). Ces interactions favorisent l'activation des plaquettes et des neutrophiles qui 

augmentent leurs activités sécrétoires et même phagocytaires (131). Ces effets ont pour 

conséquence d'augmenter les réactions vasoconstrictrices de l'artère (24, 25, 26). Il ne 

faut cependant pas négliger l'apport considérable des médiateurs chimiques comme les 

leucotriennes (132), le NO (117) et les voies de signalisations intracellulaires (133) qui 

favorisent la coactivation entre plaquettes et leucocytes ainsi que la vasoconstriction. 
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2.3.4 La cascade de coagulation 

Une dernière composante importante de la thrombose est la cascade de 

coagulation. L'activation leucocytaire entraîne l'activation du Facteur Xa, point commun 

des branches intrinsèque et extrinsèque de la coagulation, et permet la génération de la 

thrombine. Hormis ces capacités puissantes d'activations cellulaires, la thrombine 

catalyse la dégradation du fibrinogène en fibrine. La fibrine, produit ultime de la 

coagulation, se dépose lors de la formation du thrombus créant une matrice qui le 

consolide. Elle favorise également l'agrégation plaquettaire (134). 

La coagulation peut être limitée par l'HCII (Cofacteur de l'héparine-II), l'AT-III 

(Anti-thrombine-III) et les mécanismes de la fibrinolyse (dégradation et élimination de la 

fibrine). La fibrine est dégradée par la plasmine, substance provenant de la 

transformation du plasminogène. Cette réaction est stimulée par plusieurs facteurs 

comme le t-PA (activateur du plasminogène de type tissulaire) et l'urokinase. En temps 

normal, le t-PA est produit par les cellules endothéliales, mais une dysfonction de celles-

ci lors de pathologies vasculaires entraîne l'arrêt de sa production. Couplée à la 

diminution de la production de NO et à l'activation du Facteur Xa, la baisse de t-PA 

favorise la coagulation et promeut la déposition de fibrine et de fibrinogène (134). 

Nous constatons que lors de la thrombose, les mécanismes normaux de 

l'homéostasie qui sont un équilibre délicat entre coagulation, fibrinolyse, plaquettes, 

leucocytes et endothélium, sont fortement perturbés et favorisent l'accumulation 

excessive de ces composantes au site de la lésion. Il existe donc un phénomène 

d'amplification anormale de la réaction thrombotique qui peut mener à une occlusion 

aiguë, à un infarctus ou une embolie. Plusieurs traitements antithrombotiques ou 

thrombolytiques ont été mis au point et sont couramment utilisés en clinique chez des 

patients en infarctus myocardique, lors de l'angioplastie ou lors de thrombose veineuse 

(91). On retrouve notamment l'héparine, l'hirulog, le rt-PA (t-PA recombinant) (136) et 

l'héparine de bas poids moléculaire (137) comme l'énoxaparine. 
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2.4 	Resténose 

La resténose est un phénomène complexe qui englobe trois processus principaux 

qui mènent à la réobstruction partielle ou totale du vaisseau après l'angioplastie (79). 

Les deux premières phases sont celles du recoil et de la thrombose, que nous avons 

toutes deux décrites ci-dessus. La troisième phase est la formation néointimale. 

2.4.1 Formation néointimale 

La troisième phase (4-14 jours) est caractérisée par la prolifération de cellules 

musculaires lisses causées par l'étirement ou les déchirures de la média. Sous les effets 

du FGF, du PDGF, de l'EDGF et de la thrombine, les cellules musculaires lisses 

prolifèrent et migrent vers l'intima aux sites des lésions et s'accumulent pour former le 

néointima. Il y aura ensuite prolifération et production importante de matrice 

extracellulaire qui réduit la lumière de l'artère. Plusieurs études démontrent l'implication 

des sélectines, du moins indirectement, dans la formation néointimale. Particulièrement, 

des souris 'knock-out ' de la P-sélectine ont une formation néointimale nettement réduite 

par rapport aux souris témoins (138) et des lapins traités avec un AcMo (anticorps 

monoclonal) contre la P-sélectine améliore la néoendothélisation (139) après 

l'angioplastie. Un analogue du sLex peut également inhiber l'hyperplasie intimale en 

bloquant les sélectines (140). Il semble cependant que ces effets soient dûs à une 

diminution du recrutement de cellules inflammatoires au site de lésion, limitant ainsi 

leurs effets sur la formation du néointima. La régénération de l'endothélium au site de la 

lésion est cependant très importante car cet endothélium peut relâcher des substances 

vasodilatatrices comme le NO. Ce rôle n'est pas négligeable dans le processus de 

guérison (141). La déposition de fibrinogène et du facteur von Willebrand est également 

associée à un épaississement néointimal (142). Les trois phases sont importantes dans le 

phénomène de resténose et peuvent se prolonger jusqu'à trois mois post-angioplastie. 

Les processus impliqués dans le remodelage vasculaire sont complexes (143) et ne sont 

pas encore totalement élucidés. Quelques traitements appliqués lors de l'angioplastie 

parviennent à limiter la resténose. D'importance, l'héparine parvient à inhiber la 

prolifération des cellules de la média dans un modèle d'angioplastie répétée (144). Elle 

parvient également à inhiber l'adhésion plaquettaire lorsque infusée localement avec un 
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double ballon (145). Finalement, l'hyperplasie intimale peut être inhibée en bloquant les 

sélectines (140). 

D'autres traitements ont été tentés afin de réduire les différentes phases de la 

resténose. Entre autres, le positionnement de prothèses endovasculaires (stents) pour 

prévenir le recoil est de plus en plus utilisé avec la création de matériaux biocompatibles 

et donnent de bons résultats si utilisés avec un traitement antithrombotique (146). La 

thrombose post-angioplastie est limitée en clinique par l'addition d'un antagoniste du 

GPIIb/IIIa, l'intégrine principalement responsable de l'agrégation plaquettaire (147, 

148). Finalement, un antagoniste du PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes), 

qui joue également un rôle important dans la prolifération et la migration des cellules 

musculaires de la média, a réussi à réduire l'incidence de la resténose chez le rat (149) et 

chez l'homme (150). D'autres avenues sont également possibles, comme l'inhibition de 

la croissance cellulaire par antisens (thérapie génique), mais elles sont encore au stade 

expérimental. Finalement, les patients ayant une fonction plaquettaire anormale ou ceux 

qui ont le diabète sont plus à risque de développer une resténose (151). 
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CHAPITRE II: LES MOLÉCULES D'ADHÉSION ET LEURS LIGANDS 

Les sélectines, les intégrines et les immunoglobulines sont trois grandes classes 

de molécules d'adhésion impliquées dans le phénomène physiopathologique de la 

thrombose. Plusieurs résumés traitant de leurs rôles et leur importance relative sont 

disponibles (10, 49, 152). 

1. 	Les sélectines 

Depuis leur identification en 1989, de nombreuses recherches ont été effectuées 

afin d'élucider la biologie des sélectines et diverses revues ont été publiées (153, 154, 

155). Les trois sélectines sont des protéines de type I qui se ressemblent structurellement 

et présentent un degré d'homologie très élevé entre elles, ainsi que d'une espèce à 

l'autre. Elles sont typiquement caractérisées par cinq domaines distincts qui se suivent 

mais dont la longueur différe d'une molécule à l'autre. Le premier domaine, d'où elles 

tiennent leur nom, est le domaine lectine caractérisé par une dépendance au calcium 

(type C). Puis se succèdent un domaine EGF (facteur de croissance de l'épiderme ou 

epidermal growth factor-like), un domaine SCR (short consensus repeats) composé de 

deux à neuf séquences courtes répétées, un domaine transmembranaire et une queue 

cytoplasmique. L'homologie des différents domaines varie de 35 à 75% entre les 

sélectines. Seuls les domaines transmembranaire et cytoplasmique n'ont aucune 

homologie. Cependant, pour une même sélectine, tous les domaines sont très bien 

conservés entre les espèces (154). La succession de ces différents domaines, qui existent 

dans d'autres molécules, confère probablement diverses fonctions et propriétés à la 

molécule et permet également une grande sélectivité au niveau des ligands. Des AcMos 

(anticorps monoclonaux) qui bloquent la fonction adhésive des sélectines se lient au 

domaine lectine près du site de liaison du Ca' (153, 156). Des études de mutations 

ponctuelles ont également révélé l'importance de ces résidus pour la liaison de ligands 

de type polysaccharide comme le sLex (157, 158, 159). Il semblerait que les SCR, et le 

domaine EGF en particulier, soient essentiels pour la présentation du domaine lectine 

dans sa bonne conformation. En effet, si on interchange les domaines EGF entre 

sélectines, il n'y a pas de changement de spécificité, ce qui se produit lorsqu'on 
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interchange les domaines lectines (160). Les SCR pourraient également contribuer en 

éloignant le domaine lectine de la cellule pour améliorer les interactions cellulaires, sans 

nécessairement contribuer à la fonction adhésive de la molécule. La dernière hypothèse 

veut que ces séquences répétées servent à oligomériser des sélectines non-liées afin 

d'augmenter leur affinité. 

C'est en 1989 que les trois sélectines furent simultanément clonées et, depuis, 

d'intenses recherches sur leur structure, fonction et régulation ont permis d'en clarifier 

les rôles principaux. Notamment, il a été établi que les trois sélectines peuvent causer le 

roulement des neutrophiles à la surface de l'endothélium et ainsi permettre l'arrêt, 

l'activation et l'extravasation des leucocytes vers les sites inflammatoires. Ce rôle a été 

établi suite à l'observation que des polysaccharides simples ou complexes pouvaient 

inhiber l'attachement des lymphocytes aux cellules HEV (High Endothelial Venule) de 

ganglions lymphatiques et ainsi empêcher la recirculation des lymphocytes (161, 162, 

163). 

La plupart des ligands naturels pour les sélectines sont donc en partie des 

polysaccharides qui peuvent être fucosylés, sialylés ou les deux. Un tetrasaccharide 

simple, le Sialyl Lewisx  (sLex), a été identifié comme récepteur possible des sélectines 

par des études avec Ac (164). Il semblerait cependant que cette structure contribue ou 

fasse partie des récepteurs naturels des sélectines, mais il n'est pas sûr qu'elle soit le 

domaine spécifique de liaison, puisque des études de liaison en présence d'Ac anti-

hydrocarbures ont donné des résultats variables. Cependant, une série de gènes qui 

codent pour des fucosyltransférases est nécessaire pour la liaison des sélectines avec 

leurs ligands et, lorsque exprimés, induisent la présentation membranaire de variantes de 

la molécule Lex. Ainsi, l'expression du gène FucT-IV induit l'expression de Lex mais 

pas de sLex, FucT-VII produit du sLex mais pas de Lex, et FucT-III du Lex, du sLex, 

ainsi que ses stéréoisomères Lea et sLea (165, 166, 167). Ces fucosyltransférases 

paraissent donc fortement impliquées dans la régulation de l'expression de ligands 

fonctionnels leucocytaires pour les sélectines. 

En effet, l'association entre une glycoprotéine et les polysaccharides pourrait 

conférer d'autres propriétés aux ligands des sélectines. Premièrement, des liens entre ces 

deux composantes peuvent améliorer la stabilité de la molécule. La protéine peut être 
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glycosylée à différents endroits et donc moduler les propriétés du ligand ou assurer que 

seulement certaines protéines puissent devenir des ligands. La protéine glycosylée 

pourrait faciliter la localisation des ligands dans des structures cellulaires spécifiques 

comme les microvillis et, finalement, les protéines sont idéales pour effectuer toute 

signalisation transmembranaire qui pourrait s'effectuer lors de la liaison du ligand avec 

la sélectine. 

1.1 	La L-sélectine 

La L-sélectine (CD62L) est présente de façon constitutive à la surface de 

neutrophiles, de monocytes, de cellules T et B ainsi que d'une sous population de 

cellules NK (Natural Killer). Lors de l'activation cellulaire, la L-sélectine est relâchée 

(shedding) par clivage protéolytique à la surface extérieure de la membrane (168). Ainsi, 

on peut aisément détecter de la L-sélectine soluble dans le sérum de personnes normales 

(169). Le rôle physiologique précis de ce processus est inconnu mais pourrait être un 

mécanisme de régulation à la baisse de l'activation et de l'adhésion leucocytaire. En 

effet, le rôle principal de la L-sélectine est d'effectuer le roulement des leucocytes à la 

surface de l'endothélium vasculaire en conditions d'inflammation. La L-sélectine est 

uniquement adaptée à effectuer le captage des leucocytes de par son affinité avec ses 

récepteurs endothéliaux. Elle permettrait également de suffisamment ralentir le 

roulement pour que les P et E sélectines endothéliales, de plus faible affinité, puissent 

établir leurs liaisons avec les récepteurs leucocytaires et ainsi entraîner l'arrêt des 

leucocytes (15, 170). La L-sélectine effectue également le rôle de recirculation des 

lymphocytes à travers les organes lymphoïdes secondaires, processus immunologique 

essentiel pour maintenir l'expression de tous les récepteurs antigéniques de surface. 

Ainsi, la L-sélectine est responsable du roulement spontané des leucocytes sur les 

surfaces endothéliales. Cependant, lors de stimulation de l'endothélium par des 

médiateurs inflammatoires comme des cytokines, l'expression rapide de la P-sélectine 

diminue l'importance relative de la L-sélectine lors des 20 premières minutes de la 

réaction. Suite à ce délai, la L-sélectine est de nouveau la principale médiatrice du 

roulement leucocytaire, dû à la baisse de l'expression de la P-sélectine (16). Dans les 

conditions d'inflammations, la L-sélectine et la P-sélectine ont des rôles similaires et qui 
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se superposent dans le temps afin d'assurer le recrutement des leucocytes vers les sites 

inflammatoires. Cependant, les deux molécules ont des vitesses de roulement 

différentes. La L-sélectine, avec une vitesse supérieure mais une affinité plus grande 

permet le captage des leucocytes et le roulement rapide qui permettra la liaison de la P-

sélectine. La P-sélectine provoquera ensuite une liaison de plus faible affinité, mais dont 

le roulement plus lent permettra l'arrêt et l'adhésion ferme des leucocytes (17). La L-

sélectine est également importante dans le phénomène d'ischémie-reperfusion et 

d'infarctus du myocarde puisqu'elle permet le recrutement de différents types de 

leucocytes vers les tissus endommagés. Des Ac dirigés contre la L-sélectine dans ces 

conditions permettent de réduire l'endommagement post-ischémique (171). Finalement, 

l'agrégation leucocytaire qui peut être divisée en deux phases, contact et adhésion, est 

provoquée par la L-sélectine et par les p2 intégrines (118). En effet, des Ac anti-L-

sélectine et des polysaccharides peuvent inhiber l'agrégation neutrophilique (172). 

Les domaines SCR et EGF de la L-sélectine semblent très importants pour la 

présentation du domaine lectine, puisque certains Ac dirigés contre ces domaines 

diminuent la capacité adhésive de la molécule (173). Cependant, la substitution de ces 

domaines avec ceux de la P-sélectine ne modifie pas les propriétés de la L-sélectine, ce 

qui montre que ces domaines contribuent à la présentation et à la conformation, mais non 

directement au site de liaison de la molécule (160). Une observation récente très 

intéressante indique que les molécules de L-sélectine sont localisées dans les microvillis 

à la surface des neutrophiles. Ceci implique que leur localisation peut être contrôlée par 

le réseau cytosquelettique de la cellule par des liaisons avec le domaine cytoplasmique 

ou transmembranaire de la L-sélectine (174, 175). De telles liaisons pourraient 

également faciliter la signalisation intracellulaire lors d'interactions avec ses ligands 

(176). Parmi d'autres molécules se trouvant sélectivement sur les microvillis on retrouve 

le ligand de la P-sélectine, le PSGL-1 (177), alors que les [32-intégrines sont présentes 

sur la surface entière des leucocytes (174). Ces observations suggèrent que les 

microvillis favorisent les interactions cellulaires sollicitées par le roulement des 

leucocytes sur l'endothélium. En effet, des cellules transfectées dont la L-sélectine est 

redirigée ne sont pas aussi efficaces pour engendrer le roulement (176). De plus, les 
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molécules d'adhésion sur les microvillis se retrouvent groupées, ce qui pourrait 

augmenter leur efficacité. 

L'expression du gène FucT-VII a été démontrée dans les HEV de souris et 

supporte donc l'hypothèse que ce gène soit impliqué dans la formation de ligands pour la 

L-sélectine (178). L'expression de ce gène dans les leucocytes pourrait en effet 

contribuer aux interactions leucocytes-leucocytes mais pourrait également contribuer à la 

formation des ligands pour les autres sélectines. Cette hypothèse fut confirmée par la 

suite par une étude in vivo sur des souris avec des mutations ponctuelles de ce gène. Ces 

souris n'ont pas de ligands fonctionnels ni pour la P ni la E-sélectine et les cellules HEV 

des organes lymphoïdes secondaires sont dépourvus de ligands fonctionnels pour la L-

sélectine. Leur compte leucocytaire est élevé, le roulement spontané est complètement 

inhibé, ainsi que la migration leucocytaire en condition d'inflammation (179). Ces 

expériences démontrent bien l'importance de ce gène dans la construction de ligands 

fonctionnels pour les trois sélectines. 

Trois ligands pour la L-sélectine ont été identifiés sur des cellules HEV par l'Ac 

MECA-79. Ces trois glycoprotéines présentent des résidus sialylés, fucosylés et sulfatés 

qui peuvent servir de ligands. La présence de ces résidus semble importante dans la 

reconnaissance par la L-sélectine et pour le phénomène de roulement (180). La première, 

sgp50 ou G1yCAM-1, est une molécule qui est sécrétée à la suite de sa production et ne 

peut donc pas être un ligand endothélial efficace. La deuxième, sgp90 ou CD34, est une 

protéine de type mucine présente universellement sur toute la surface de l'endothélium 

vasculaire chez les humains. Cependant, elle ne représente que 50% des liaisons avec la 

L-sélectine (181). Il semble donc que la dernière molécule, sgp200, qui n'a toujours pas 

été identifiée, pourrait être fortement impliquée comme ligand naturel ou même 

principal de la L-sélectine. Des études récentes suggèrent cependant que le PSGL-1 

puisse être un ligand pour la L-sélectine lors d'interactions entre leucocytes (182, 183). 

Cependant, ces mêmes études proposent qu'un mécanisme distinct existe aussi 

puisqu'un Ac qui bloque la reconnaissance du PSGL-1 par la L-sélectine n'empêche que 

53% du roulement leucocytaire sur de la L-sélectine purifiée (183). 

La liaison calcium-dépendante de la L-sélectine avec son ligand leucocytaire 

entraîne plusieurs changements intracellulaires, notamment une augmentation de la 
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concentration calcique, du métabolisme respiratoire, de la production de radicaux libres 

ainsi que de l'expression de CD11b/CD18 (MAC-1). Ces effets ont pu être reproduits 

avec l'utilisation d'un Ac anti-L-sélectine sur des neutrophiles et confirment les 

hypothèses préalables de signalisations intracellulaires par la L-sélectine (20, 184, 185, 

186). Plusieurs études ont démontré l'efficacité de la L-sélectine à produire une 

activation transitoire des leucocytes, une préparation caractérisée par une augmentation 

du Ce intracellulaire et un changement de forme qui faciliterait l'activation complète 

des leucocytes par d'autres stimuli (184, 187). Ce mécanisme pourrait être important 

afin d'assurer une bonne activation lors du recrutement vers les sites inflammatoires. De 

plus, des sulfates induisent une production d'AR_Nm ainsi que de TNFct (facteur de 

nécrose tumorale-a) et d'IL-8 (interleukine-8) (184). Tous ces changements sont 

fortement impliqués dans l'activation leucocytaire au site d'inflammation et lors de 

réactions hémostatiques et favorisent les réactions physiopathologiques suivant 

l'adhésion leucocytaire. 

1.2 	La P-sélectine 

La P-sélectine (PADGEM, GMP-140, CD62P) est exprimée de façon 

constitutive dans les granules a des plaquettes ou dans les corps de Weibel-Palade des 

cellules endothéliales. Lors de stimulation par des agonistes, les compartiments 

intracellulaires fusionnent avec la membrane cellulaire et la P-sélectine est exprimée à la 

surface (12, 188). Les substances qui provoquent la translocation de la P-sélectine sont la 

thrombine ou l'adénosine diphosphate (ADP) chez les plaquettes et la thrombine, 

l'histamine, des activateurs de la protéine kinase C et des fragments du complément chez 

les cellules endothéliales (189). L'expression de la P-sélectine à la surface est rapide 

(minutes) mais transitoire car elle est également réintemalisée. Le cycle d'expression de 

la P-sélectine est contrôlé par le domaine cytoplasmique de la molécule et il semble que 

la phosphorylation de certains résidus soit impliquée dans sa translocation vers la surface 

(190, 191, 192, 193). Chez les cellules endothéliales, l'expression peut également être 

induite de façon transcriptiomelle par des facteurs tels le LPS (lipopolysacharrides 

bactériens), le TNFoc ou 1'IL-1 et conduit à sa présence sur les membranes deux à quatre 

heures plus tard (194, 195). Ce patron d'expression permet l'agencement des activités de 
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la P et de la L-sélectine lors du roulement des leucocytes en situation d'inflammation, 

même si la P-sélectine prédomine lors de son induction dans les premiers instants de la 

réaction (<20 min). Cependant, la présence des deux sélectines permet un contact et un 

roulement beaucoup plus efficace que l'une des deux sélectines seule. Ainsi, la 

combinaison de la L et la P-sélectine n'est pas qu'une simple question de relais 

temporel, puisque la présence d'une molécule amplifie l'efficacité de la seconde au 

moment où le recrutement de leucocytes devient important. Ainsi, le knock-out de l'une 

ou l'autre des sélectines retarde l'entrée de leucocytes dans la cavité péritonéale 

enflammée de souris de deux à quatre heures (196, 197) et la combinaison de deux Ac 

inhibe complètement cette réaction (198). Ces observations concordent bien avec les 

délais d'expression de novo de la P et E-sélectine (2 à 4 heures) et démontrent 

l'importance de la P et L-sélectine dans les réactions aiguës d'inflammation. Néanmoins, 

l'induction de l'expression de novo de la P-sélectine par le LPS ou des cytokines lui 

confère également un rôle dans les réactions d'inflammation chronique. Les différences 

dans les affinités et les vitesses de roulement permettent une collaboration efficace entre 

les deux sélectines et assurent les étapes nécessaires pour le recrutement de leucocytes. 

Ces rôles inflammatoires de la P-sélectine sont résumés dans une publication de Lorant 

et al. (199). 

Suite à une lésion vasculaire, les plaquettes adhèrent et s'activent par contact 

avec une paroi endommagée amenant l'expression de la P-sélectine. Ces molécules sont 

responsables des interactions entre plaquettes et leucocytes, dont les monocytes et 

neutrophiles. Ces interactions servent à augmenter l'adhésion des neutrophiles au site de 

lésion vasculaire, et favorisent ainsi une réaction inflammatoire et hémostatique. 

L'adhésion de neutrophiles aux surfaces artérielles endommagées (ou plutôt aux 

plaquettes activées) peut être bloquée par un Ac anti-P-sélectine (201, 202). 

L'importance de la P-sélectine dans les réactions thrombotiques suite à des lésions 

vasculaires importantes a également été démontrée (24, 26). 

Le ligand de la P-sélectine sur les leucocytes est un homodimère de nature 

glycoprotéique qui a été baptisé PSGL-1 (202). Cette molécule de type mucine est le 

ligand principal de la P-sélectine et un anticorps dirigé contre lui peut inhiber le 

roulement de neutrophiles sur la P-sélectine sous conditions de flot (177). 11 a également 
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été suggéré, dans un petit nombre d'études, qu'elle puisse être un ligand pour la L-

sélectine (182, 183). Le PSGL-1 possède beaucoup de branches fucosylées et sialylées 

dont plusieurs se terminent avec le groupement sLex. Les gènes FucT-IV et FucT-VII 

pourraient avoir d'importants rôles lors de ces modifications post-traductionnelles 

pouvant modifier la spécificité du PSGL-1 pour différents ligands (203). De plus, la 

liaison du PSGL-1 avec la P-sélectine dépend de la présence d'une tyrosine sulfate près 

du terminus aminé de la glycoprotéine mature, elle doit être sialylée et fucosylée (204). 

Le PSGL-1 est présent sur la plupart des leucocytes même si certains ne peuvent lier la 

P-sélectine (cellules T). La liaison de PSGL-1 avec son ligand entraîne plusieurs 

changements cellulaires chez les monocytes et les neutrophiles. Entres autres, la 

production de radicaux libres, l'augmentation de la synthèse de PAF et de l'expression 

du facteur tissulaire ont été observés (205, 206, 207). La liaison est également associée à 

la sécrétion de MCP-1 et de TNF-a et à la translocation du facteur NF-KB (208, 209). 

Ainsi, la liaison du PSGL-1 leucocytaire à la P-sélectine plaquettaire ou endothéliale 

induit fortement l'activation des leucocytes. Cette étape est essentielle à l'adhésion 

ferme, la transmigration ou la production de médiateurs proinflammatoires lors de 

réactions inflammatoires et thrombotiques. L'importance physiologique de la liaison de 

la P-sélectine avec le PSGL-1 lors de ces réactions n'est plus à démontrer (210, 211). 

1.3 	La E-sélectine 

Sous l'influence des stimuli inflammatoires tels que IL-1, TNF-a ou LPS, les 

cellules endothéliales expriment la E-sélectine (ELAM-1, CD62E) (212). L'expression 

de la E-sélectine est induite au niveau de la transcription et peut être inhibée par le TGF-

fi (212, 213). Cette expression devient maximale de 3 à 6 heures après stimulation mais 

la E-sélectine est ensuite rapidement intemalisée et dégradée dans les lysosomes (214, 

215). Sa transcription est alors fortement abaissée (216), et l'ARNm de la E-sélectine 

ayant une demi-vie très courte (217), l'arrêt de l'expression de la E-sélectine sur les 

cellules endothéliales survient entre 6 et 9 heures après stimulation. Cependant, dans les 

cas d'inflammations locales, la E-sélectine peut être exprimée de façon chronique (155, 

218). 
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La contribution de la E-sélectine au roulement des leucocytes lors de réactions 

inflammatoires n'est donc pas présente avant les deux premières heures de stimulation. 

Son rôle lors de stimulations chroniques a également été remis en cause puisque des 

études de souris knock-out de la E-sélectine ne montrent pas de déficiences sérieuses, à 

moins que la P-sélectine soit également bloquée (219). Néanmoins, la liaison de la E-

sélectine avec son récepteur leucocytaire induit des changements cellulaires 

endothéliaux dont des changements de forme. Ceci confirme des études qui montrent 

que la E-sélectine peut établir des liens avec le cytosquelette de la cellule, dont l'ot-

actinine, la vinculine et la kinase d'adhésion focale (FAK)(220). Ces effets pourraient 

contribuer au recrutement et surtout à l'extravasation et la migration des leucocytes vers 

les sites enflammés et aussi à d'autres phénomènes physiopathologiques comme 

l'angiogénèse ou les métastases. 

Les ligands de la E-sélectine sur les leucocytes ne semblent pas nécessiter de 

groupements sulfates pour établir la liaison, contrairement aux deux autres sélectines, 

mais l'expression du gène de la FucT-VII est un bon marqueur d'une liaison efficace. Il 

semble que la présence de sLex favorise la liaison avec la E-sélectine (167). Il a donc été 

postulé que le PSGL-1 et la L-sélectine puissent servir de ligand leucocytaire. 

Cependant, la liaison avec le PSGL-1 est de très basse affinité (221) et n'est sûrement 

pas efficace physiologiquement. Quant à l'expression de la L-sélectine sur les 

leucocytes, elle n'est ni nécessaire ni suffisante pour lier la E-sélectine (222). Leninovitz 

et al (223) ont cependant identifié une glycoprotéine de 150 KD, baptisée ESL-1, qui 

peut lier la E-sélectine lorsqu'elle est fucosylée. De plus, un antisérum anti-ESL-1 peut 

bloquer partiellement la liaison de leucocytes à une forme recombinante de la E-sélectine 

(224). Le ESL-1 pourrait donc être le ligand principal de la E-sélectine sur les 

leucocytes. Finalement, la liaison de la E-sélectine avec les neutrophiles peut induire 

l'activité des intégrines, dont MAC-1 (225). 
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2. 	Les intégrines 

Plusieurs études complètes et détaillées sur les intégrines sont disponibles (226, 

227, 228). Les intégrines sont des molécules d'adhésion glycoprotéiques composées de 

deux sous-unités distinctes a et p. Jusqu'à présent, on a identifié près de 14 sous-unités 

a ( 	v, L, Ni,  x et ) et 8 sous-unités [3 (1 _8) pouvant créer par association 21 intégrines 

caractérisées (228). Les intégrines sont divisées en trois grandes classes qui regroupent 

celles ayant des sous-unités communes, et donc ayant des activités physiologiques 

semblables. Les f31-intégrines, associées aux sous-unités la 1 _9,v, se retrouvent sur plusieurs 

types cellulaires et effectuent des interactions avec les composantes de la membrane 

basale comme le collagène, la laminine et la fibronectine (49). Parmi celles-ci, seule 

l'a4[31  est exprimée sur les leucocytes, mais non les neutrophiles, alors que a2I31, a5131  et 

431  sont présentes sur les plaquettes. Ces molécules font partie d'un groupe nommé 

VLA (antigènes exprimés tardivement ou Very Late Antigens) (229). Les interactions 

cellulaires fermes entre les leucocytes et les cellules endothéliales ou les plaquettes lors 

de réactions inflammatoires sont principalement effectuées par les Printégrines, soient 

ŒLP2, amf32  et ocx[32  (LFA-1, MAC-1 et p150,95). Ces molécules se retrouvent 

exclusivement sur les leucocytes (230). Les intégrines du groupe av  (p1,3,5,6) se 

retrouvent également sur plusieurs types de cellules et peuvent établir des liens avec le 

fibrinogène, la vitronectine, la fibronectine, la thrombospondine et le facteur von 

Willebrand. Cependant, elles ne sont pas présentes sur les leucocytes et seule l'avf33  l'est 

sur les plaquettes (231). L'av E33  sera donc traitée avec la GPIlb/IIIa (ami%) dans le 

paragraphe réservé aux f33-intégrines des plaquettes. Finalement, la GPIb plaquettaire 

sera traitée avec le facteur von Willebrand, bien qu'elle ne soit pas à proprement parler 

une intégrine, puisque cette interaction est importante lors de la phase d'adhésion 

plaquettaire. 

Les intégrines sont des molécules reconnues pour leurs capacités à effectuer des 

liaisons de haute affinité et de grande spécificité et sont capables d'induire une 

signalisation transmembranaire (232, 233). En effet, la liaison des deux sous-unités au 

cytosquelette ou à des protéines cytoplasmiques leur confère l'unique habilité à effectuer 

des changements intracellulaires et morphologiques. Certaines intégrines comme la 
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GPIlb/IIIa peuvent également être activées et se modifier en une conformation de plus 

haute affinité suite à certains signaux intra- ou extra-cellulaires (234) . Les intégrines 

sont des molécules particulièrement efficaces pour médier les interactions cellulaires 

impliquées dans les réactions inflammatoires et la thrombose (49). 

2.1 	Les intégrines leucocytaires 

2.1.1 Les [31-intégrines 

Les VLAs sont composées d'une sous-unité a et de la sous-unité pi. Les sous-

unités a possèdent un important domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire 

et un domaine cytoplasmique. Il existe une certaine homologie (18-25%) entre les sous-

unités a des différentes VLAs. Les liaisons des VLAs avec leurs ligands sont souvent 

favorisées en présence de cations divalents comme le Ca' et le Mg' étant donné la 

présence de ces sites de liaisons dans la sous-unité a. Le rôle de la sous-unité 13, est 

principalement la transduction de signaux intracellulaires suite à la liaison des VLAs 

avec leurs ligands. En effet, un Ac dirigé contre l'épitope LYP22 de la sous-unité [3, 

inhibe la sécrétion par des plaquettes stimulées au collagène ainsi que l'adhésion au 

collagène de type III et l'agrégation (235). 

2.1.1.1124[31  

VLA-4 (431) est la seule des printégrines à être exprimée de façon importante 

sur les cellules de lignées hématopoïétiques. Quoiqu'elle ne soit présente sur les 

neutrophiles, VLA-4 permet des interactions entre les autres leucocytes (lymphocytes B 

et T, eosinophiles, macrophage) et la matrice extracellulaire. Elle permet également 

quelques interactions cellulaires (236). En effet, il semblerait que le rôle principal de 

VLA-4 soit la migration de cellules T vers les sites inflammatoires. L'expression de la 

sous-unité a, à la surface de ces cellules lors de leur activation est fortement augmentée 

et promeut l'extravasation (237). Le rôle de cette molécule a également été décrit dans la 

recirculation des cellules T (238). 

Les interactions qui entrent en jeu lors des ces processus sont des liaisons avec la 

molécule d'adhésion endothéliale VCAM-1 et avec une protéine sous-endothéliale, la 

fibronectine. D'autres interactions non-confirmées sont également possibles avec ICAM- 
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2 (239). VCAM-1 est une molécule de type immunoglobuline qui peut contenir soit 6 ou 

7 domaines. La liaison de VLA-4 peut se faire avec les deux isoformes qui sont 

exprimés à la surface de l'endothélium vasculaire suite à son activation par IL-2, TNFa, 

ou IL-4 (240). Les sites de liaison sur ces molécules sont les régions se trouvant le plus à 

l'extérieur de la molécule. Ainsi, la liaison de VLA-4 à l'isoforme à 6 Igs de VCAM-1 

se fait sur le 1" domaine (241), alors que sa liaison à l'isoforme à 7 Igs se fait sur les 1" 

et ee domaines (242). Quant à la liaison de VLA-4 à la fibronectine, elle se fait à un 

site précis de 25 acides aminés désigné CS1 (243). 

Les interactions de VLA-4 avec VCAM-1 ont été démontrées pour une variété de 

leucocytes et seraient surtout importantes dans les processus inflammatoires et de 

recirculation leucocytaire. Elles pourraient également être impliquées dans la formation 

de plaques athéromateuses (244). Les interactions de VLA-4 avec CS1 ou des peptides 

contenant cette séquence sont impliquées dans maint processus de différentiation 

cellulaire lors de l'hématopoïèse (245). Également, cette interaction pourrait être 

impliquée lors de la migration cellulaire puisque les cellules endothéliales peuvent 

exprimer les isoformes de la fibronectine qui contient la séquence CS1 (246). Le rôle de 

VLA-4 dans les réactions inflammatoires in vivo a été confirmé par des études 

impliquant des Ac (247, 248, 249). 

2.1.2 Les [32-intégrines 

Il existe trois I32-intégrines qui sont toutes présentes sur les leucocytes et 

particulièrement sur les neutrophiles. LFA-1 (a,[32, CD11a/CD18), MAC-1 (a,m[32, 

CD11b/CD18) et p150,95 (a[32,  CD11c/CD18) sont des hétérodimères qui sont 

responsables de l'attachement ferme des leucocytes aux cellules endothéliales et aux 

plaquettes lors de réactions inflammatoires et hémostatiques. 

2.1.2.1 LFA-1 

LFA-1 est présente sur tous les leucocytes de lignées lymphoïdes et myéloïdes. 

Les réactions adhésives de leucocytes effectuées par LFA-1 avec l'endothélium se font 

par l'entremise de deux molécules d'adhésion de type immunoglobuline, soient ICAM-1 

et ICAM-2. 11 semble que pour ces interactions, les sites privilégiés de liaison de LFA-1 
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soient les régions les plus éloignées de la cellule (en N-terminal). Cependant, il est 

probable que les autres régions participent au moins indirectement à la présentation 

correcte des sites de liaison. La liaison de LFA-1 à ICAM-1, qui contient cinq régions 

consensus de type Ig, se fait sur les deux premières régions N-terminales (250). Entre 

autres, cette liaison permet d'augmenter l'efficacité des liaisons des cellules T aux sites 

antigéniques et d'améliorer la destruction de pathogènes (251, 252). En effet, ICAM-1 

est présente de façon constitutive à la surface de tout l'endothélium vasculaire et 

également sur la surface des lymphocytes T, des cellules NK et des monocytes (253, 

254). De plus, l'expression de ICAM-1 peut être augmentée par des stimuli 

proinflammatoires. Étant donné la distribution de ces deux molécules entre les cellules 

sanguines et l'endothélium vasculaire, l'interaction entre LFA-1 et ICAM-1 est 

uniquement adaptée à engendrer les processus inflammatoires menant à l'athérosclérose 

(255). La liaison de LFA-1 à ICAM-2 se fait sur la première des deux régions de type Ig 

de la molécule. Comme ICAM-1, ICAM-2 est également exprimée de façon constitutive 

à la surface des cellules de lignées hématopoïétiques et de l'endothélium (253, 254) mais 

ne peut être induite ou augmentée par des stimuli inflammatoires. Une étude de Diavoco 

et al. (130) a également démontré la présence de ICAM-2 à la surface des plaquettes, 

suggérant un rôle dans les interactions plaquettes-leucocytes lors des réactions 

hémostatique et thrombotique. 

La liaison de LFA-1 à ICAM-3 se fait également sur les deux premières régions 

des cinq disponibles (256). Cependant, ICAM-3 n'est pas exprimée sur la surface 

endothéliale mais à la surface de leucocytes non-activés. Lors d'interactions entre 

leucocytes, ICAM-3 semble être le ligand de choix pour LFA-1 et il est donc postulé que 

cette liaison est la principale impliquée dans les réponses immunitaires faites par les 

lymphocytes (256, 257). Les rôles physiologiques de LFA-1 ressemblent à ceux de 

VLA-4. En effet, LFA-1 est impliquée au niveau de l'adhésion de cellules T à 

l'endothélium, de la coactivation entre lymphocytes T (258) et dans la migration 

transendothéliale d'eosinophiles (259). Des études plus poussées ont été effectuées afin 

de déterminer l'implication des différentes voies adhésives possibles et montrent une 

spécificité dépendante de l'activation des cellules (activées: LFA-1/ICAM-1, ou 

inactivées: LFA-1/ICAM-2) (260). En général, la contribution de LFA-1 est supérieure à 
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celle de VLA-4 dans l'adhésion de lymphocytes T aux cellules endothéliales, à moins 

que l'activité ou la présence de LFA-1 soit diminuée comme dans les patients souffrant 

d'adhésion leucocytaire déficiente (261). Ces observations suggèrent que, dans le 

phénomène de recrutement des lymphocytes T par l'endothélium en conditions 

inflammatoires, il existe un mécanisme de régulation dépendant des niveaux réciproques 

d'activation des deux intégrines LFA-1 et VLA-4. 

2.1.2.2 MAC-1 

MAC-1 est exprimée sur les cellules NK, les granulocytes, les monocytes et est 

l'intégrine la plus présente à la surface des neutrophiles. Cette intégrine est en effet 

impliquée principalement dans le recrutement et l'extravasation des neutrophiles vers les 

sites inflammatoires puisqu'elle est responsable de l'adhésion ferme des neutrophiles 

aux surfaces endothéliales après le roulement (262, 263). Cette interaction se produit 

principalement via l'immunoglobuline ICAM-1 (264). Cependant, MAC-1 peut 

également lier le fragment du complément C3bi, le fibrinogène ainsi que le facteur X. 

Ces liaisons activent la cascade de coagulation et favorisent la déposition de fibrine au 

site de lésion endothéliale, le recrutement, l'activation et l'extravasation des leucocytes 

vers des sites inflammatoires ainsi que le rejet de greffes (227, 228, 263, 265). La liaison 

de MAC-1 à ICAM-1 semble être distincte du site de liaison de LFA-1. En effet, MAC-1 

se lie au troisième domaine Ig de ICAM-1 et est de moins haute affinité que la liaison 

LFA-1/ICAM-1. La liaison MAC-1/ICAM-1 peut cependant être modulée in vivo par la 

glycosylation du récepteur (266). MAC-1 peut également être activé par d'autres 

médiateurs. En effet, une régulation à la hausse de MAC-1 sans changement de densité 

de surface a été observée lors de l'activation cellulaire par l'ADP et l'ATP (267), le 

PAF, le roulement sur la E-sélectine d'un endothélium activé (268) et la LTB4  (269). Un 

mécanisme commun à ces agonistes pourrait être l'augmentation du Ca' intracellulaire. 

La liaison d'un cation divalent (Ca2+, Mn') à un domaine Ig du récepteur pourrait 

également induire le changement de conformation impliqué dans l'activation de MAC-1 

(270). 

MAC-1 peut également se lier au fibrinogène via le site protéolytique D de ce 

dernier. Ce fragment ne contient pas la séquence RGD qui est nécessaire à la liaison du 
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fibrinogène avec la GPIIb/IIIa. Cette interaction pourrait être importante lors de 

l'adhésion ferme des leucocytes aux plaquettes ou au fibrinogène inclus dans un 

thrombus et contribuer à sa formation (271). 

2.1.2.3 p150,95 

La troisième 32-intégrine, p150,95 ou CD11c/CD18, est principalement exprimée 

sur les granulocytes, les monocytes et les macrophages (262, 263). C3bi est le ligand 

principal de cette molécule et donc permettrait la phagocytose de micro-organismes et 

l'activation de la cascade de coagulation (227, 228, 263). Les monocytes et les 

macrophages peuvent également interagir avec les cellules endothéliales activées par 

l'IL-4 ou le LPS via une liaison CD11c/CD18-dépendante (272). Le ligand endothélial 

n'est cependant pas encore identifié. 

2.2 	Les intégrines plaquettaires 

Quelques résumés d'intérêt sur les intégrines plaquettaires sont récents, complets 

et permettent une vision générale des rôles essentiels de ces molécules dans les réactions 

thrombotiques (226, 273). Parmi celles-ci on retrouve les 31-intégrines qui sont 

composées des "antigènes exprimés tardivement" (VLA, Very Late Antigens) et les 133-

intégrines dont la GPIIb/IIIa. Nous discuterons également dans ce chapitre d'un axe 

important dans l'adhésion primaire des plaquettes au sous-endothélium, l'axe GPIb-

facteur von Willebrand. 

2.2.1 Les 31 -intégrines 

2.2.1.1 a2p1  

VLA-2 (cc2P1, GPIa/IIa) est la principale molécule plaquettaire impliquée dans 

l'adhésion des plaquettes au collagène (274). Elle a donc un rôle important dans 

l'adhésion des plaquettes aux surfaces endommagées et également dans l'agrégation 

subséquente. En effet, l'adhésion des plaquettes à la surface sous-endothéliale qui 

contient beaucoup de collagène se fait principalement par VLA-2 et par l'axe GPIb-

facteur von Willebrand, surtout en conditions de forces de cisaillement élevées (275, 

276). L'interaction seule de VLA-2 avec le collagène de type I est suffisante pour 
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induire l'activation plaquettaire menant à l'agrégation et serait dépendante de la 

séquence RGD. Les mécanismes moléculaires de cette activation ont été décrits par 

Santoro et al. (277). 

2.2.1.2 oc5f31  

VLA-5 (a5f31, GPIc/IIa) est impliquée dans l'adhésion plaquettaire par sa liaison 

avec la fibronectine sous endothéliale. Peu d'études ont décrit les mécanismes de ces 

interactions ou la structure de cette molécule (278). Il est à noter que l'interaction entre 

VLA-5 et la fibronectine ne dépend pas de l'activation plaquettaire. 

2.2.1.3 a61131  

VLA-6 (a6[31 , GPIc'/IIa) est responsable de l'adhésion des plaquettes à la 

laminine, composante de la membrane basale. Les plaquettes peuvent adhérer sans 

stimulation à la laminine via VLA-6 dans le cas d'endommagement léger de la surface 

endothéliale. Cette interaction se produirait indépendamment de la séquence RGD (279). 

2.2.2 Les 133-intégrines 

2.2.2.1 avf33  

La sous-unité cc, peut se lier à plusieurs sous-unités p pour former au moins 4 intégrines 

caractérisées (ŒvP1,3,5,6). La sous-unité av  est essentielle puisqu'elle effectue des liaisons 

avec les séquences RGD de ses ligands. Cette sous-unité est d'ailleurs celle qui a la plus 

haute affinité pour cette séquence qui est présente dans plusieurs composantes de la 

matrice sous-endothéliale. La sous-unité f3 permet une certaine sélection de ces ligands, 

mais l'intégrine avP, (VnR, récepteur de la vitronectine) n'est pas spécifique puisqu'elle 

peut lier la vitronectine, le fibrinogène, le facteur von Willebrand, la fibronectine, la 

laminine, le collagène, la tenascine, l'osteopontine et la thrombospondine (226). 

L'intégrine cc,f33  est donc impliquée dans plusieurs interactions qui favorisent l'adhésion 

et l'activation plaquettaire aux surfaces sous-endothéliales. 
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2.2.2.2 au1 f33  

L'intégrine plaquettaire GPIIb/IIIa (a1Id33) est impliquée à deux niveaux 

d'adhésion aux surfaces vasculaires endommagées. La GPIIb/IIIa est d'abord en partie 

responsable de l'adhésion primaire et directe de la plaquette à la surface dénudée via le 

fibrinogène, le facteur von Willebrand ou encore avec des protéines adhésives du sous-

endothélium (fibronectine, vitronectine, collagène) (280, 281, 282). Parmi les autres 

mécanismes d'adhésion primaire n'impliquant pas la GPIIb/IIIa, on retrouve les liaisons 

des I31-intégrines avec les composantes de la matrice, comme vu précédemment, ainsi 

que l'axe GPIb-facteur von Willebrand (Cf. para 2.2.3). La GPIIb/IIIa est également la 

principale molécule impliquée dans l'agrégation plaquettaire in vivo, processus essentiel 

pour le recrutement subséquent de plaquettes au site de la lésion. Les liaisons entre 

plaquettes se font par l'entremise d'une molécule de GPIIb/IIIa sur chaque plaquette liée 

par une molécule de fibrinogène. Ici encore d'autres molécules peuvent venir favoriser 

les liaisons (facteur von Willebrand, thrombospondine). Ces interactions ont pour rôle de 

localiser les plaquettes aux sites d'endommagement et de les activer, phase nécessaire 

aux fonctions physiologiques de l'hémostase. Nous tenterons donc ici de dégager les 

propriétés biomoléculaires qui confèrent à la GPIIb/IIIa son implication importante dans 

les mécanismes d'adhésion, d'agrégation et de thrombose. 

La plaquette étant anucléaire, aucune production de novo de GPIIb/IIIa n'est 

possible une fois que la plaquette est formée. La plaquette emmagasine les molécules qui 

ont été formées par son précurseur, le mégakaryocyte, dans les granules a, mais une 

partie se retrouve également à la surface plaquettaire. Les deux sous-unités de l'intégrine 

GPIIb/IIIa sont produites séparément dans le mégakaryocyte à l'aide de différents 

ARNm (283, 284). L'Œub est fabriquée sous forme d'un précurseur, la pro-c, qui sera 

clivée dans le Golgi après sa liaison avec la sous-unité [33  dans le réticulum 

endoplasmique. La sous-unité am, mature contient neuf ponts disulfides et a une taille 

d'environ 145 kDa. Elle est fonnée d'une chaîne lourde et d'une chaîne légère (285), 

laquelle contient un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique. Le 

domaine extracellulaire contient un seul pont disulfide qui le lie à la chaîne lourde qui 

elle contient les huit autres ponts, quatre sites de liaison au calcium et un site de liaison 

pour la chaîne y du fibrinogène (226). Beaucoup de modifications se produisent lors de 
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la glysosylation de la sous-unité dans le Golgi et modifient la structure de la molécule en 

y ajoutant des chaînes complexes d'hydrocarbones (285). 

La taille de la sous-unité [33  est d'environ 90 1(Da. Cette sous-unité est soumise à 

plusieurs modifications dans le réticulum endoplasmique où plusieurs chaînes 

d'hydrocarbures riches en mannose sont ajoutées (285). L'unique chaîne de la P3  

contient un domaine transmembranaire, un domaine cytoplasmique, quatre séquences 

extracellulaires riches en cystines et 27 ponts disulfides (286, 287). Ces séquences de 

cystines font d'ailleurs partie intégrante du site de liaison de ligands et sont délimitées de 

part et d'autre par des ponts disulfides (288). 

Lors de l'association des deux sous-unités dans le réticulum endoplasmique, les 

sites de liaison au calcium semblent jouer un rôle important en favorisant la liaison. 

D'autres cations divalents comme le magnésium peuvent empêcher la dissociation une 

fois la molécule complétée (289). 

Bien que la GPIIb/IIIa soit la molécule principale impliquée dans l'agrégation, sa 

liaison comme telle avec ses ligands n'est pas suffisante pour induire le phénomène. En 

effet, une série de mécanismes suivant la liaison se produisent et favorisent l'activation 

plaquettaire et l'induction de l'agrégation. Entres autres, il est postulé que la liaison du 

récepteur de surface non-activé avec un ligand induise un changement de conformation 

qui résulterait en l'expression de néoantigènes (LIBS) qui pourraient avoir un rôle 

important dans l'agrégation (290, 291). Les domaines cytoplasmiques de am, et de [33  

sont importants dans l'induction de signaux intracellulaires menant à l'activation des 

récepteurs ou de la plaquette entière. Les mécanismes impliqués dans ces voies ne sont 

pas encore élucidés mais il est possible que la phosphorylation/déphosphorylation de 

certains résidus sur le domaine cytoplasmique de [33  (292) ou l'association des domaines 

cytoplasmiques de la molécule à différentes composantes intracellulaires, ou même entre 

elles, soient impliqués dans ces cascades de signalisation (226). Certains effets de la 

liaison du récepteur avec ses ligands ont cependant pu être observés, notamment la 

phosphorylation de résidus tyrosines, le changement du pH intracellulaire et le 

changement du flux calcique (228, 293, 294, 295, 296). 

La liaison de GPIIb/IIIa à certains ligands (fibrinogène, collagène de type I, 

fibronectine, facteur von Willebrand et vitronectine) peut se faire au site RGD (Arg-Gly- 
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Asp) présent sur ces ligands (280, 281, 282). Cette séquence est d'ailleurs présente deux 

fois sur le fibrinogène, et une troisième séquence non déterminée mais de nature 

différente peut également lier le fibrinogène et son récepteur. Ces séquences permettent 

en effet la liaison de deux plaquettes via une seule molécule de fibrinogène. La 

GPIIb/IIIa elle-même peut également être activée par la liaison avec ses récepteurs ou 

par des agonistes (ADP, thrombine, collagène). La réponse à ces stimuli passe par le 

métabolisme du phosphatidylinositol, de l'acide arachidonique ou du flux calcique 

(297). Ces mécanismes suggèrent que la liaison du récepteur non-activé à ses ligands 

induit l'activation d'autres molécules de GPIIb/IIIa et donc favorise l'agrégation (298). 

Ces mécanismes pourraient donc avoir de fortes implications au niveau de la formation 

de thrombus in vivo. 

Tous ces mécanismes d'activation de la cellule et du récepteur en tant que tel 

sont essentiels au bon fonctionnement de l'hémostase et sont interdépendants. In vivo 

cependant, on a remarqué que les conditions favorisent certaines voies plutôt que 

d'autres. Ainsi, lorsque les conditions locales au site de lésion vasculaire impliquent des 

forces de cisaillement très élevées, comme dans le cas d'une sténose, la participation du 

GPIIb/IIIa par rapport à d'autres intégrines (p1-intégrines) dans les mécanismes 

d'adhésion, d'agrégation et de formation du thrombus devient alors primordiale. 

Également dans ces conditions, c'est le facteur von Willebrand plus que le fibrinogène 

qui est impliqué comme ligand de choix pour l'agrégation (299). Ces observations 

suggèrent que les liaisons de GPIIb/IIIa à ses ligands puissent êtres distinctes et être 

modulées. En effet, Trapani-Lombardo et al. (300), suggèrent précisément que, 

contrairement à la croyance que la GPIIb/IIIa peut lier toutes les molécules qui 

contiennent le site RGD par un site unique sur la GPIIb/IIIa, il existe plusieurs sites de 

liaisons qui peuvent être distincts et ainsi favoriser un type de liaison par rapport à un 

autre. Il existe en fait deux sites de liaison pour le RGD qui sont compris dans chacune 

des sous-unités du récepteur et il semblerait que la liaison RGD-P, soit plus efficace que 

RGD-a1b  à provoquer l'activation plaquettaire (301). Étant donné que la chaîne y du 

fibrinogène interagit préférentiellement avec lallb, on pourrait penser que le facteur von 

Willebrand interagit avec p, et donc que les interactions sont spécifiques aux sous- 
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unités, ou du moins que les domaines de liaison sont principalement formés dans un cas 

par Œub et dans l'autre par [33. 

Dans le cas de la GPIIb/IIIa, l'interaction avec ses ligands ou d'autres peptides 

contenant la séquence RGD sont dépendants de l'activation du récepteur (et donc de sa 

conformation), du degré d'activation de la plaquette (conditions extracellulaires, 

agonistes) et des signaux intracellulaires effectués (phosphorylation, flux calcique, pH, 

liens avec le cytosquellette). Cette dynamique complexe, également présente pour 

d'autres intégrines, régule précisément les étapes nécessaires au bon fonctionnement de 

l'hémostase. 

2.2.3 L'axe GPIb-facteur von Willebrand 

L'axe GPIb-facteur von Willebrand est responsable de l'adhésion de plaquettes 

non stimulées au facteur von Willebrand de la matrice sous-endothéliale de vaisseaux 

endommagés. Cette liaison est la plus importante sous conditions de flot avec forces de 

cisaillements élevées et engendre la première étape de l'hémostase et de la thrombose 

(275, 302). La GPIb peut cependant agir en concert avec la GPIlbana (voir ci-haut et 

303) pour lier le facteur von Willebrand et favoriser l'adhésion ainsi que la signalisation 

intracellulaire menant à l'activation plaquettaire. 

La GPIb est composée d'une grande sous-unité a (143 KD) et d'une plus petite 

sous-unité [3 (24 KD). Elle se retrouve, à la surface plaquettaire, dimérisée avec une autre 

glycoprotéine, la GP-IX (20KD) (304, 305). Environ 50% de la masse de GPIb est 

composée d'hydrocarbones. Le complexe GPIb/IX est au nombre de 25000/plaquette. 

Le facteur von Willebrand est une glycoprotéine sécrétée par les cellules 

endothéliales des vaisseaux sanguins de manière bipolaire. La sécrétion du côté apical 

est responsable de la présence du facteur von Willebrand dans le plasma alors que la 

sécrétion basale mène à l'incorporation du facteur dans la matrice sous-endothéliale. 

Après déendothélialisation, le facteur von Willebrand lié à la matrice est exposé et 

provoque l'adhésion des plaquettes et le début de formation d'un thrombus hémostatique 

(306). 

La structure moléculaire du complexe GPIb/IX a été décrite et résumée plusieurs 

fois (273, 307). D'importance, la GPIba et la GPI1113 proviennent de deux gènes 
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différents. GPIbcc contient 7 régions tandem extracellulaires riches en leucines et une 

longue chaîne (100 aa.) cytoplasmique. La portion extracellulaire de GPIbi3 contient une 

séquence riche en leucines alors que la courte chaîne cytoplasmique contient deux sites 

de phosphorylation pour une protéine kinase AMPc-dépendante. La GPIX contient 

également une séquence extracellulaire riche en leucines et une très courte chaîne 

cytoplasmique (6 aa.). La présence des séquences de leucines sur les trois composantes 

du complexe la place dans une classe à part et ne peut, par conséquent, être considérée 

comme une intégrine traditionnelle. Ces séquences riches en leucines pourraient interagir 

les unes avec les autres pour moduler la fonction du complexe. Le complexe comprend 

également plusieurs ponts disulfides ainsi que plusieurs résidus cystéines qui sont 

importants dans la conformation du complexe en régions circulaires. Les séquences 

cytoplasmiques foiment des liens avec l'ABP (protéine de liaison à l'actine ou Actin 

Binding Protein) qui lie les filaments d'actine du cytosol et sont impliqués dans la 

contraction des plaquettes (308). 

Le complexe GPIb/IX peut donc lier le facteur von Willebrand, mais une liaison 

est également possible avec la thrombine. La liaison avec le facteur von Willebrand se 

fait sur le domaine le plus externe de GPIbot (302, 309), formé par des acides aminés 

chargés et organisés en régions circulaires par les ponts disulfides. Cette région serait 

d'emblée prête à réagir avec le facteur von Willebrand (310, 311). La liaison de la 

thrombine s'effectue également sur GPIbcc avec une affinité modérée (312). Cette liaison 

favorise l'activation de plaquettes, particulièrement lors de la thrombose. 

La liaison du facteur von Willebrand avec GPIb initie directement une 

signalisation intracellulaire menant à l'activation plaquettaire. Ce mécanisme passe 

d'abord par une phospholipase A2  puis par la phospholipase C. Suivent ensuite une étape 

d'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, la génération d'acide 

phosphatidique, la phosphorylation de P47 ainsi qu'une augmentation de l'influx 

calcique (313). Cette séquence d'événements a été observée lors d'un contact entre 

plaquettes, et donc pourrait être un mécanisme important de l'agrégation. En conditions 

de flot, l'attachement direct de plaquettes au facteur von Willebrand induit l'activation 

plaquettaire, la sécrétion des granules ainsi que l'agrégation (314, 315). Ces mécanismes 
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sont fortement impliqués dans la phase initiale d'adhésion des plaquettes ainsi que dans 

l'agrégation subséquente lors de la formation d'un thrombus hémostatique. 

3. 	Les immunoglobulines 

Les immunoglobulines forment la troisième classe de molécules d'adhésion dont 

les principaux membres (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 et VCAM-1) se retrouvent sur les 

leucocytes et les cellules endothéliales activées. Seule ICAM-2 a été trouvée à la surface 

des plaquettes. Les immunoglobulines sont des ligands pour des intégrines leucocytaires 

et ont donc été discutées dans le paragraphe correspondant (cf. paragraphe 2.1). 
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CHAPITRE III: LES INHIBITEURS DES SÉLECTINES 

1. Introduction 

Les analogues du sLex sont utilisés afin de déterminer le rôle des sélectines dans 

l'évolution de différentes pathologies. En se liant aux sélectines à la place des 

récepteurs, ils empêchent leur interaction et la formation d'une liaison. Les analogues du 

sLex se caractérisent par une structure complexe fonnée de polysaccharides fucosylés et 

sialylés qui miment la structure du récepteur naturel. 

Ces produits ont permis notamment de démontrer que les sélectines étaient 

impliquées dans le roulement et l'adhésion leucocytaire, surtout dans des conditions 

d'inflammations aiguës ou d'ischémie/reperfusion. Le traitement à l'analogue du sLex 

permet en général de limiter l'infiltration leucocytaire dans les sites enflammés ainsi que 

le phénomène d'endommagement post-ischémique du myocarde. Cependant, peu 

d'études ont été réalisées avec les analogues du sLex dans des modèles 

d'endommagement vasculaire (par angioplastie ou athérosclérose), où l'implication des 

sélectines dans les phénomènes d'hémostase, de thrombose et de resténose pourrait être 

importante. 

Par soucis de concision et de pertinence, seuls les inhibiteurs des sélectines 

utilisées lors de nos recherches seront présentés dans cette section. 

2. Le CY-1503 

Le CY-1503 est un oligosaccharide et un analogue typique du sLex. Son 

utilisation en tant que bloqueur des sélectines est relativement récente et les premières 

études ont été effectuées afin de déterminer l'efficacité de ce traitement à inhiber les 

interactions des leucocytes avec les cellules endothéliales. Mulligan et al. ont démontré 

un effet protecteur du CY-1503 dans un modèle d'inflammation dépendant de la P-

sélectine (316). Un an plus tard, ce fut au tour de Buerke et al. de démontrer la 

cardioprotection de cet oligosaccharide dans un modèle félin d'ischémie/reperfusion 

(317). Flynn et al. se sont donc basés sur ces observations pour tester le CY-1503 dans 

un modèle d'ischémie/reperfusion myocardique chez le chien (318). Dans ces 
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expériences, après une ischémie de 90 minutes, les chiens ayant reçu un bolus (35 

mg/kg) 10 min avant la reperfusion puis une infusion (1.75 mg/kg/h) pour les 24 heures 

suivantes étaient nettement mieux protégés que le groupe témoin. Le groupe a observé 

une diminution de 56% de la taille de l'infarctus et une diminution de 55% de 

l'accumulation de cellules polymorphonucléaires. Cependant, une étude menée par 

Birnbaum et al. (319) chez les lapins n'a pas réussi à démontrer d'effets protecteurs du 

CY-1503 sur la taille de l'infarctus ni sur le phénomène de no-reflow. Aucune activité 

anticoagulante n'a été remarquée chez les animaux traités avec le CY-1503. 

Le CY-1503, de part ses propriétés anti-sélectines, empêche donc le roulement 

des leucocytes sur l'endothélium activé par l'ischémie. Il s'ensuit une diminution de 

l'infiltration ainsi qu'une nette diminution de la zone infarcie dans certains modèles. 

3. 	La fucoïdine 

3.1 	Présentation 

La fucoïdine est un polysaccharide fucosylé qui a été extrait d'algues marines par 

Springer et al en 1957 (320). A ce moment, les extraits d'algues étaient étudiés pour 

leurs propriétés anticoagulantes et la fucoïdine a tout de suite démontré ses capacités. 

Extrait de la plante fucus vesiculolus, la fucoïdine est une chaîne de fucoses liés par des 

ponts al-3. Plusieurs branches de fucoses viennent s'ajouter à la structure principale par 

des liens a1-2 ou al-4, et des groupements sulfates peuvent se substituer en position 4, 

lui conférant une structure complexe (321). La préparation de fucoïdine n'est pas sans 

inconvénients, notamment à cause de l'hétérogénéité des molécules quant à leur taille, 

variant entre 30 et 200 I(Da avec une moyenne de 110 I(Da. De plus, les chaînes de 

différentes tailles peuvent contenir des quantités variables de groupements sulfates étant 

donné que la fucoïdine est facilement sulfatée. Ainsi, les propriétés de la molécule 

peuvent changer, physiquement et physiologiquement puisque la sulfatation modifie 

certaines propriétés anticoagulantes (322, 323). La taille de la molécule influence 

également les propriétés anticoagulantes de la fucoïdine (324). Il est possible de limiter 

ces variations en séparant la fucoïdine en sections de tailles plus spécifiques mais cela 

consiste en une tache ardue et il n'existe pas encore assez d'études comparatives entre 
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les différentes tailles de fucoïdine pour déterminer les tranches intéressantes à utiliser. 

Certaines études ont également démontré que l'addition de groupements phosphates ou 

amines (325) par des procédés chimiques modifient les propriétés de la molécule. 

3.2 	Propriétés 

3.2.1 Bloqueur des sélectines 

Le groupe Pantakar et al. (321) a sûrement effectué l'étude la plus complète sur 

la structure de la fucoïdine à ce jour. Leurs recherches révèlent que la structure de la 

fucoïdine est très similaire à celle d'un analogue du sialyl Lewisx. Cette structure 

expliquerait notamment les capacités de la fucoïdine à inhiber le roulement des 

leucocytes sur les cellules endothéliales. En effet, beaucoup de chercheurs se sont servis 

de la fucoïdine en tant que bloqueur des sélectines afin de déterminer le rôle de ces 

molécules dans différentes conditions d'inflammation. 

Physiologiquement parlant, les effets observés sont assez divers. Plusieurs 

groupes ont remarqué une diminution du roulement et de l'adhésion des leucocytes, 

surtout dans des expériences de vidéomicroscopie intraveineuse (201, 326, 327, 328) et 

également une inhibition de l'extravasation des leucocytes vers les sites inflammatoires: 

ainsi, la fucoïdine a empêché la pléocytose dans un modèle de méningite expérimentale 

chez le lapin (326) et l'influx de neutrophiles dans les poumons de lapins (328). 

Également dû à son effet antisélectine, la fucoïdine réduit les lésions de reperfusion chez 

les rats (329) et les agneaux en ischémie myocardique (330). 

In vitro, une multitude d'études ont démontré la capacité de la fucoïdine à lier les 

ligands de la P et de la L-sélectine (118, 316, 321). Cependant, aucune preuve directe de 

la liaison de la fucoïdine à ces récepteurs n'a été démontrée même si dans certains cas la 

fucoïdine a pu engendrer des changements cellulaires dûs à l'activation des cascades de 

signalisation (118, 316, 321, 331). 

3.2.2 Anticoagulant 

3.2.2.1 Effets sur la coagulation 

Les deux branches de la coagulation (extrinsèque et intrinsèque) se rejoignent par 

l'activation du facteur Xa. Le facteur Xa est responsable de l'activation de la thrombine 



44 

qui convertit le fibrinogène en fibrine. Tel que mentionné, le dépôt de fibrine forme une 

matrice qui consolide le caillot sanguin ou le thrombus. Ces étapes peuvent cependant 

être modulées, notamment par l'AT-III et l'HC-II. Ces deux molécules agissent de façon 

similaire en formant un complexe ternaire avec le facteur Xa et la thrombine, empêchant 

son action sur le fibrinogène. Une étude récente a d'ailleurs démontré que la fucoïdine 

peut inhiber la thrombose induite par le facteur Xa chez le lapin (332). 

L'action de la fucoïdine consiste à augmenter l'efficacité des deux anticoagulants 

naturels que sont l'AT-III et l'HC-II. Elle favorise ainsi la séquestration de la thrombine 

et limite la conversion du fibrinogène en fibrine. Plusieurs études ont démontré son 

action sur les deux composantes (333, 334) mais une étude complète réfute l'implication 

de la fucoïdine dans l'action de l'AT-III (335). Pour l'HC-II, il semblerait que ses 

résidus lysines soient importants dans l'établissement de ponts ioniques avec la 

fucoïdine. Finalement, une étude a également observé un effet direct de la fucoïdine sur 

la conversion du fibrinogène en fibrine par la thrombine (336). 

Enfin, il apparaîtrait que la fucoïdine ait des effets inhibiteurs sur le complément, 

favorisant ainsi son action anticoagulante mais défavorisant les actions protectrices du 

complément en tant que défense contre divers pathogènes (323, 337). 

3.2.2.2 Effets sur la fibrinolyse 

La fibrinolyse est l'étape qui permet la dégradation de la fibrine, molécule 

essentielle du caillot sanguin, maintenant une cohésion entre les différentes composantes 

de ce caillot. La fibrine est dégradée par la plasmine qui provient de la conversion du 

plasminogène. Cette étape est contrôlée par des enzymes activatrices (t-PA, urokinase, 

streptokinase). La plasmine elle-même peut être inhibée par l'arantiplasmine. 

La fucoïdine peut agir à différentes étapes de la fibrinolyse pour la favoriser. 

Ainsi, certains groupes ont observé un effet inhibiteur de la fucoïdine sur l'inhibition de 

la plasmine par l'a2-antiplasmine (324, 333), un effet activateur sur la conversion du 

plasminogène en plasmine par le t-PA et l'urokinase (324, 333, 338) et un effet 

inhibiteur sur le PAI-1 (333) qui empêche la conversion du plasminogène en plasmine 

par le t-PA. Il semblerait que la fucoïdine puisse se lier au PAI-1 afin d'empêcher son 

action et il induirait un changement de conformation du plasminogène qui augmente son 
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affinité pour l'urokinase. D'autres ont également observé un effet de la fucoïdine 

sulfatée sur l'activation endothéliale par le LPS et le relargage de PAI-1 (339). En effet, 

les cellules endothéliales relâchent le PAI-1 pour favoriser la coagulation lorsqu'elles 

sont attaquées par le LPS. La fucoïdine sulfatée empêcherait la liaison du LPS avec les 

récepteurs endothéliaux par compétition. Le seul effet procoagulant observé par la 

fucoïdine est son action inhibitrice sur la conversion du plasminogène en plasmine par la 

streptokinase (338). 

La fucoïdine s'avère être un anticoagulant efficace dû principalement à ses sites 

d'actions multiples, soient inhibiteurs de la coagulation et activateurs de la fibrinolyse. 

Son efficacité peut cependant varier proportionnellement avec son contenu en sulfate et 

selon sa taille. 

3.2.3 Autres propriétés 

D'autres études effectuées avec la fucoïdine ont permis de démontrer qu'elle 

possède certaines propriétés qui ne sont pas directement reliées à ses effets 

anticoagulants ou anti-sélectines. Ainsi, la fucoïdine a permis de réduire l'hyperplasie 

intimale suite à l'angioplastie chez le rat (340). Il est possible que ces résultats découlent 

des propriétés anti-sélectines de la fucoïdine étant donné qu'une diminution de la 

thrombose post-angioplastie risquerait d'inhiber la resténose subséquente et donc la 

formation du néointima. De plus, la fucoïdine peut interagir avec des protéines adhésives 

du sous-endothélium comme la laminine et la thrombospondine (341). Cependant, les 

expériences in vitro de ce groupe démontrent que la fucoïdine pourrait empêcher la 

prolifération des cellules musculaires lisses en liant le TGF-Pl. 

Une autre étude effectuée en 1994 par Soeda et al. démontre dans un modèle de 

thrombose veineuse induite par endotoxine chez des rats hyperlipidémiques que non 

seulement la fucoïdine est capable d'inhiber la thrombose mais également de diminuer 

les quantités circulantes de cholestérol et de triglycérides (325). Cette étude a été la 

première, à observer un effet antilipidémique de la fucoïdine. 

Dans le domaine de la biologie reproductive, il a été observé que la fucoïdine 

peut inhiber la réaction acrosomiale qui survient au moment de la fécondation de l'oeuf 
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humain par un spermatozoïde (342, 343). Cette observation a permis de suggérer que la 

réaction acrosomiale, qui libère les enzymes du spermatozoïde pour digérer la zona 

pellucida de l'oeuf, implique l'interaction de molécules de type sélectine à la surface du 

spermatozoïde avec des récepteurs de nature polysaccharidique à la surface de l'ceuf. Ces 

hypothèses n'ont cependant pas été confirmées. 

Finalement, plusieurs études ont permis de démontrer que la fucoïdine peut 

empêcher la migration de cellules cancéreuses à travers un tissu. Ces études suggèrent 

également que des sélectines sont à la base de ce phénomène (344). Néanmoins, d'autres 

études démontrent, qu'au contraire, la fucoïdine accentue le déplacement de ces cellules 

à travers une matrice extracellulaire et la fibrine en stimulant l'activation du 

plaminogène (345). 

L'excrétion de la fucoïdine a été rapidement décrite (346). Comme d'autres 

polysaccharides, sa perméabilité dépend de sa taille. Ainsi, une faible portion (10%) de 

bas poids moléculaire (<301cDa) est excrétée dans l'urine. Une partie des molécules plus 

grosses pourraient être dégradée par le foie mais cette hypothèse n'a pas été confirmée. 

Finalement, il semblerait que la plupart de la fucoïdine injectée se retrouve accumulée 

dans le rein. 
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CHAPITRE IV: PREMIÈRE CONTRIBUTION 

1. 	Résumé 

L'adhésion de neutrophiles aux surfaces artérielles endommagées est accrue en 

présence de plaquettes par un mécanisme impliquant la P-sélectine. De telles interactions 

augmentent le risque de formation de thrombi ainsi que les réponses vasculaires 

associées. Dans le présent article, nous avons étudié les effets d'un bloqueur des 

sélectines, le CY-1503, un analogue du sialyl Lewis' (sLex), sur les interactions des 

plaquettes et des neutrophiles après endommagement artériel par angioplastie chez les 

porcs. La déposition de plaquettes-Cr' ainsi que l'adhésion de neutrophiles-In' furent 

mesurées sur des segments artériels avec un endothélium intact et sur des segments 

endommagés légèrement et sévèrement par cathéter-ballon chez 8 porcs témoins (saline) 

et 7 porcs traités (CY-1503, 15 mg/kg i.v.). Les paramètres hématologiques, l'agrégation 

plaquettaire induite par ADP dans le sang complet, le temps de coagulation activé (ACT) 

ainsi que la fréquence cardiaque et la pression artérielle ont été identiques entre les 

groupes et n'ont pas été modifiés par le CY-1503. Les niveaux d'adhésion plaquettaire et 

neutrophilique ont augmenté en fonction de l'endommagement artériel. Cependant, 

l'adhésion aux segments intacts et aux segments présentant des lésions légères n'a pas 

été significativement influencée par le traitement au CY-1503. Néanmoins, sur les 

segments présentant des lésions sévères, le traitement au CY-1503 a permis de réduire 

l'adhésion de neutrophiles de 51% (P<0.01), de 446.7 ± 72.6 x 103  neutrophiles/cm' 

dans le groupe témoin, à 186.8 ± 38.7 x 103  neutrophiles/cm' dans le groupe traité. 

L'adhésion plaquettaire n'a cependant pas été affectée par le CY-1503 (43.4 ± 15.6 x 106  

plaquettes/cm versus 50.1 ± 12.2 x 106  plaquettes/cm' dans le groupe témoin). Dans les 

expériences in vitro de perfusion, avec des suspensions pures de plaquettes et de 

neutrophiles, nous avons observé que le CY-1503 interfère avec l'adhésion des 

neutrophiles aux surfaces artérielles endommagées seulement en présence de plaquettes. 

Donc, au contact de surfaces artérielles thrombogènes les plaquettes adhérées et activées 

favorisent l'adhésion de neutrophiles aux sites de lésions sévères par un mécanisme 

impliquant le sLex  des neutrophiles. L'effet inhibiteur du CY-1503 sur l'interaction des 

neutrophiles avec les plaquettes adhérées pourrait être d'importance chez les patients 
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nécessitant une PTCA, puisque dans de tels cas, les interactions entre plaquettes et 

neutrophiles pourraient augmenter les réponses aiguës et chroniques à 

l'endommagement artériel. 

Mots clés : • plaquettes • neutrophiles • angioplastie • sélectine • CY-1503. 
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Abstract The adhesion of neutrophils to damaged arterial surfaces is increased in 

the presence of platelets by a mechanism implicating platelet P-selectin. Such 

interactions may enhance thrombus formation and the vascular response to injury. In 

this study, we investigated the effects of a selectin blocker (CY-1503), an analogue of 

sialyl Lewis' (sLex), on platelet and neutrophil interactions following arterial injury 

produced by angioplasty in pigs. 51Cr-platelet deposition and 1111n-neutrophil adhesion 

were quantified on intact, mildly and deeply injured carotid arterial segments, produced 

by balloon dilation, in control (saline, n=8) and treated (CY-1503, 15 mg/kg i.v., n=7) 

pigs. The hematological parameters, the aggregation of whole blood in response to 

adenosine diphosphate (ADP), the activating clotting time (ACT) as well as the heart 

rate and mean arterial blood pressure were similar between groups and were not 

influenced significantly by CY-1503. The level of platelet and neutrophil adhesion 

increased significantly with the severity of arterial injury, but was not influenced by CY-

1503 on intact and mildly injured arterial segments. However, at the site of deep arterial 

injury, CY-1503 treatment was associated with a 58% reduction (P<.01) in neutrophil 

adhesion, from 446.7±72.6x103  neutrophils/cm2  in the control group to 186.8±38.7x103  

neutrophils/cm2  in the CY-1503-treated group, whereas platelet deposition remained 

unchanged (43 .4+15 . 6 x106  platelets/cm2  versus 50.1±12.2x106  platelets/cm2  in the 

control group). In in vitro adhesion experiments, using isolated platelet and neutrophil 

suspensions, we found that CY-1503 interfered with the adhesion of neutrophils to 

damaged arterial surfaces only in the presence of platelets. In contact with thrombogenic 

arterial surfaces, adherent and activated platelets supports neutrophil adhesion at the site 

of deep injury by an adhesive interaction involving neutrophil sLex. The inhibitory 

effect of CY-1503 on neutrophil interaction with adherent platelets may be clinically 

relevant in patients undergoing PTCA where platelet and neutrophil interactions may 

enhance the acute and chronic arterial response to injury. 

Key Words• 	platelets 	• 	neutrophils • 	angioplasty 

• selectin 	• 	CY-1503 
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The interactions of platelets and leukocytes with the endothelium and the 

subendothelial matrix are essential to maintain vascular homeostasis. Dysregulation of 

these interactions after arterial injury has been implicated in thrombogenesis, 

atherosclerosis, vasospasm, restenosis and a variety of inflammatory processes." The 

extent of platelet and neutrophil accumulation is influenced by the severity of arterial 

injury and regulated by the relative interplay of adhesion molecules, procoagulant 

proteins, the local shear conditions, and the nature of the arterial surface exposed. Under 

pathophysiological conditions, neutrophil-derived products such as platelet activating 

factor, proteolytic enzymes, reactive oxygen metabolites and leukotrienes can amplify 

vascular injury and platelet activation.' Conversely, platelet stimulation can enhance 

neutrophil activation and adhesion.' The complexity of these interactions between 

platelets and neutrophils is well recognized. However, the nature and mechanisms of 

these interactions after arterial injury are being explored. 

In previous studies, we have shown a close interaction between platelets and 

neutrophils at the sites of carotid arterial injury produced by balloon dilation in pigs.1°  
In this model, we have found that platelet depletion was associated with decreased 

neutrophil adhesion to damaged arterial surfaces," confirming our previous findings 

showing increased neutrophil adhesion in the presence of plateletsu  in a concentration-
dependent manner.11  These studies provide strong evidence for platelets involvement in 

neutrophil adhesion to damaged arterial surfaces. The interaction between platelets and 

neutrophils have been shown to be dependent on P-selectin (CD62P, GMP-140 or 

PADGEM) expression on activated platelets.' The selectins are named according to the 

cell type on which they were originally identified: P-selectin (platelets), E-selectin 

(endothelium) and L-selectin (lymphocytes). P-selectin is present in the a-granules of 

platelets and in the Weibel-Palade bodies of endothelial cens,' and is rapidly 

translocated to the cell surface after agonist stimulation. Interestingly, the selectin 

family of adhesion molecules is implicated in many homotypic and heterotypic reactions 

including the interactions of neutrophil with endothelial P- and E-selectin,14-17  
neutrophil-neutrophil L-selectin's  and neutrophil with platelet P-selectin.""' These 

pathways highlight the importance of selectins in neutrophil adhesion. Therefore, 
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blockade of selebtins or their ligands could reduce neutrophil accumulation in many 

inflammatory reactions and thrombotic events. 

The selectin family is characterized by adhesive interactions that involve fucosylated 

oligosaccharides on opposite cells, such as sialyl Lewis' (sLex).24-26 Analogues of this 

carbohydrate-binding site, a sLex oligosaccharide containing fucose and sialic acid 

moieties [NeuAC2,3 Gal[31,4(Fuca1,3)G1cNAc [31,3 Gal [3-0(CH2)5 COOCH3] such as 

CY-1503, inhibit neutrophil adhesion to endothelial selectins in vitro2526  and in 

experimental models of myocardial ischemia and reperfusion in vivo.27-3°  Recently, it 

has been shown that a carbohydrate analogue of sLex reduced cyclic flow variations 

(CFVS) in injured canine coronary arteries' and attenuated intimal hyperplasia after 

balloon arterial injury in rabbits.' However, none of those studies have examined 

platelet and neutrophil adhesion and interactions with the damaged denuded arteries; 

which they may be the first target of sLex analogues during the acute response to arterial 

injury. Accordingly, this study was designed to study platelet and neutrophil 

interactions with different degrees of arterial injury, such as that occurring after balloon 

dilation, and the effects of a selectin blocker (CY-1503) on these interactions. 
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Methods 

Animal Preparation 

Fifteen 6-8 weeks old, normal cross-breed Yorkshire pigs of either sex weighing 

18.5±0.6 kg were prepared in accordance with the guidelines of the Canadian Council on 

Animal Care regulations, as previously described.' The animals were sedated by 

intramuscular injection of 20 mg/kg ketamine and 3 mg/kg azaperone, int-ubated, and 

mechanically ventilated with 02/air. Anesthesia was maintained with 0.5 to 1% 

halothane. The hematologic parameters of each animal were determined, and the 

electrocardiogram and arterial blood pressure were monitored. 

Isolation and Labeling of Platelets and Neutrophils 

Fifty mL of autologous blood anticoagulated with acid-citrate dextrose was collected 

from the cranial vena cava and used to obtain a platelet-rich plasma by differential 

centrifugation as previously described.''' After whashing, each platelet suspension was 

incubated with 300 µCi 'Cr (Amersham International, UK) for 40 minutes. The 

suspension was centrifuged to remove unbound 51Cr, and the radiolabeled platelets were 

then resuspended in 5 mL of platelet poor plasma and reinjected into the animal. 

Neutrophil isolation was performed using the pellet obtained after the first 

centrifugation of the blood used in platelet preparation according to a method previously 

reported.1011  This method involves sedimentation with 4% dextran, centrifugation on 

Ficoll-Paque gradient and hypotonic lysis of red blood cells. The isolated neutrophil 

suspension was incubated with 250 µCi of 1111n-tropolone (Merck Frosst Canada Inc.) 

for 30 minutes. The suspension was centrifuged to remove unbound 'In, and the 

radiolabeled neutrophils were then resuspended in 5 mL of platelet poor plasma and 

reinjected into the animal. This procedure yielded a neutrophil preparation that is over 

95% pure and viable, as assessed by the trypan blue exclusion test. 

Experimental Groups and Carotid Arterial Injury 

Carotid injury was performed using a 7F-polyethylene balloon dilation catheter (size, 

8 mmx3 cm, Meditech Inc., Watertown, MA), as previously described.' '33  A 9F-

introducer sheath was inserted into the right femoral artery for introduction of the 
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balloon dilation catheter, and an 8F-introducer sheath was inserted into the femoral vein 

for blood sampling and drug infusion. Five minutes before the angioplasty procedure, 

animals received either CY-1503 (15 mg/kg, i.v. bolus, n=7) (Cytel Corporation, San 

Diego, CA) or saline (i.v., n=8). CY-1503 has a large volume of distribution and is 

rapidly excreted through the kidney with half life less than 20 min in cats and rats?' 

Given that our procedure lasts only 30 min this dose of 15 mg/kg bolus was chosen, 

based on computer allometric pharmacokinetic modeling provide by cytel, to maintain a 

plasma concentration of more than 20 1.tg/mL during the study and sufficient to block 

selectins. After a single bolus of heparin (100 IU/kg i.v.), the balloon dilation catheter 

was inserted into the right femoral artery and advanced under fluoroscopic control into 

the left and right common carotid arterial segments between the fifth and fourth cervical 

vertebrae. Five inflations were performed at 6 atmosphere pressure, each for 30 seconds 

with a 60-second interval between each inflation. In all pigs, angiograms of the common 

carotid arteries were obtained before and during angioplasty, and were used to determine 

the exposed diameter and the balloon-to-artery ratio for each artery. 

The dilation procedure was successful in 14 arteries in the control and in 13 

arteries in the treated groups. Two left carotid arteries in the control and one right 

carotid artery in the treated group were excluded from the study because balloon dilation 

induced a more deep injury extending to the adventice with rupture of these arteries and 

formation of an occlusive thrombus. 

Quantification of Platelet and Neutrophil Deposition 

At the end of the experiments, approximately 30 min after angioplasty, the carotid 

arteries were perfusion-fixed in situ with a buffered solution of 2% glutaraldehyde and 

1% paraformaldehyde as previously described.101133  The fixed carotid arteries were then 

removed and cleaned of all adventitial tissue. The dilated portion was divided into three 

segments, and the internai diameter and length of each segment were measured to 

determine the surface area (cid). Non-dilated segments with intact endothelium were 

also selected and measured. After surface measurements, the radioactivity of each 

segment as well as that of reference blood samples was counted in a gamma counter 

(Minaxi 5000, Packard Instruments Co., Downers Grove, IL), equipped with a computer 
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and a multinuclide analysis program. Knowing blood platelet and neutrophil counts, and 

the radioactivity of 51Cr and 'In in blood and on the arterial segments, platelet (x106) 

and neutrophil (x103) deposition per crd was calculated, as previously reported.1235  

Histological Analysis 

After radioactivity counting, representative 2 to 3 mm sections from each arterial 

segment were processed and embedded in paraffin. Cross-sections (4 µm) were stained 

with Movat pentachrome stain, which produces intense staining of the internai and 

external elastic lamina. All specimen were evaluated microscopically for the presence of 

mild or deep arterial wall injury, which is characterized by the presence of tears through 

the internai elastic lamina with the exposure of the arterial media. 

Morphometric analysis was performed on each section of the deeply injured 

segments in order to quantify the extent of injury.' The number of internat elastic 

laminai tears and the arc length of the internai elastic laminal fracture (fracture length), 

traced from one dissected laminal end to the other, were used as a measure of the extent 

of injury. The circumference demarcated by the internai elastic lamina was also 

measured, and the ratio of fracture length-to-internal elastic lamina was calculated to 

correct for vessel size. 

Aggregation Study 

Aggregation was performed using a whole-blood aggregometer (Chronolog Corp., 

Harvestown, PA), and fresh blood samples obtained before and after the administration 

of CY-1503. Aggregation was induced by adding to 450 FtL of anticoagulated blood 

(5 U/mL heparin), 50 µ1_, of the platelet agonist ADP (10 i=tmol/L). All measurements 

were performed within the first minute after blood sampling. The amplitude of 

aggregation was measured in ohms 5 minutes after the addition of the agonist. 
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Isolated Platelet and Neutrophil Adhesion Assay 

To determine the influence of the selectin blocker on isolated neutrophils adhesivity 

to platelets, we have performed an in vitro adhesion assay. In these experiments, we 

have used Plexiglas superfusion flow chambers that mimic the tube-like and cylindrical 

shape of blood vessels.' Each chamber contains a window (2.0 mm ID) allowing 

direct exposure of damaged arterial segments to isolated neutrophil suspensions mixed 

or not with platelets. These damaged arterial segments were prepared from porcine 

aortas, which were dissected free of surrounding tissues, cut into rings and longitudinally 

opened. Damaged arterial segments were then prepared by lifting and peeling off the 

intima, together with a thin portion of the subjacent media, and cut to fit within the 

superfusion flow chambers, as previously described.11'12'37  The flow within the chambers 

was adjusted at 10 mL/min with a peristaltic pump. The chambers were placed in 

parallel in a thermostatically controlled water bath at 37°C permitting simultanéous 

parallel pairwise superfusion over arterial tissues of control or treated neutrophil 

suspensions. 

In these experiments, we exposed the arterial segments for 5 minutes, in the flow 

chambers, to 1111n-neutrophils (5x106/mL) pretreated for 5 minutes with saline or 200 

!ig/mL of CY-1503 prior to adding or not platelets (250x109mL). The arterial tissues 

were then removed and the radioactivity counted in a gamma counter. The level of 

neutrophil adhesion, expressed as neutrophilsx103/cm2, was then calculated. 

Statistical Analysis 

Results are expressed as mean+SE. Intergroup analyses were performed using 

Student's unpaired t test and intragroup comparisons were assessed by Student's paired t 

test and when appropriate by one-way analysis of variance (ANOVA). Differences were 

considered statistically significant at the 95% confidence level (P<.05). 
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Results 

Group Characteristics 

The characteristics of the isolation and labeling procedures of platelets and 

neutrophils were similar in both groups as resumed in Table 1. Table 2 shows platelet 

and leukocyte counts in the circulation, platelet aggregation in response to 10 µmol/L 

ADP, the ACT, heai-t rate and mean arterial blood pressure at baseline and following 

injection of saline or CY-1503 in the control and treated groups respectively. As 

compared to baseline, only platelet count decreased significantly in both the control and 

CY-1503 groups by 22% and 20% respectively. The reason for this decrease in platelet 

count is unknown but may be related to animal preparation and anesthesia. However, 

our results can not be influenced by this change because this decrease was similar in 

both groups and that platelet count, before the angioplasty procedure in the control 

(349.8 ±38.1x106/mL and in the CY-1503 (477.1±66.7x 1 06/mL) groups were 

statistically similar. All the remaining parameters were within the normal range at 

baseline and were not changed significantly after the injection of the selectin blocker 

CY-1503. 

Angiographie and Histological Analyses 

Table 3 summarizes the characteristics of the dilated arteries in the control and CY-

1503 treated groups. The diameter of these arteries and the balloon/artery ratio averaged 

4 mm and 1.1 to 1.2 respectively and were statistically similar in both groups. In the 

deeply damaged segments the fracture length of the internai elastic lamina as determined 

by the histological and morphometric analyses, was also similar between the control and 

CY-1503 treated groups, indicating that the extent of injury was comparable in both 

groups. 

Platelet and Neutrophil Adhesion In Vivo 

As illustrated in Fig 1, platelet deposition on the dilated segments with deep injury 

was significantly much higher than those quantified on mildly injured segments with 

endothelial denudation or on uninjured segments with intact endothelium in both groups. 

There was no statistical difference in platelet deposition on deeply injured segments 
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between the control (50.1±12.2x106  platelets/cm2) and the CY-1503 (43.4±15.6x106  

platelets/cm2) treated groups. 

In the control group, neutrophil adhesion (Fig 2) increased significantly with the 

severity of arterial injury, from 26.1±7.9x103  neutrophils/cm2  on intact endothelium to 

252.6±49.1x103  neutrophil/cm2  on denuded segments with mild injury, and to 

446.7±72.6x103  neutrophils/cm2  (P<.05) on deeply injured segments. 	CY-1503 

treatment was associated with a significant 58% (P<.01) decrease in neutrophil adhesion 

(186.8±38.7x103  neutrophils/cm2) on deeply injured segments, whereas neutrophil 

adhesion to segments with intact endothelium or mildly injured was not influenced by 

CY-1503 treatment. 

Neutrophil Adhesion In Vitro 

To assess whether CY-1503 interfered directly with the adhesive function of 

neutrophils or with platelet-neutrophil adhesive interactions, we have performed in vitro 

adhesion experiments in which isolated neutrophils or mixed neutrophil and platelet 

suspensions were pretreated with CY-1503 or saline and then exposed to damaged 

arterial surfaces under flowing conditions. The results are presented in Fig 3 and show 

that CY-1503 did not interfere with the adhesive function of isolated neutrophils, but 

significantly inhibited (P<.01) the increased adhesion of neutrophils in the presence of 

platelets. 

Discussion 

Following balloon angioplasty, rupture of the internai elastic lamina with exposure 

of the arterial media is characterized by extensive platelet and neutrophil adhesion, 

which collaborates to enhance the arterial response to injury. Administration of the 

analogue of sLex or the selectin blocker CY-1503 led to a significant reduction in 

neutrophil adhesion to the highly thrombogenic arterial surfaces, without any significant 

effect on platelet deposition or on the adhesion of isolated neutrophils in the absence of 

platelets. These results indicate that at the site of deep arterial injury adherent and 

activated platelets contribute to neutrophil recruitment via sLex. 
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The receptors implicated in the adhesion and aggregation of platelets, as well as the 

pathological significance of these interactions with the vessel wall, have been relatively 

well characterized.1 '2'39-41  Cell adhesion molecules involved in platelet adhesion and 

aggregation, such as glycoprotein (GP) Ia/Ha (a, 13, integrin) and GPIlb/IIIa (aIlb 133  

integrin), enhance thrombus formation in association with the coagulation pathway and 

leukocyte integrins. As well, platelets possess P-selectin involved in platelet-leukocyte-

endothelial interactions, PECAM (CD31) involved in platelet-platelet binding, and 

GPIV (CD36) involved in platelet adhesion to collagen. The adhesion of platelets to 

damaged arterial surfaces is regulated by the interactions between these GPs, the von 

Willebrand factor (vWF), fïbronectin, collagen, and other procoagulant proteins found in 

plasma and on the exposed arterial surface. As demonstrated previously,' the present 

study confirms that platelet deposition is influenced by the nature of the arterial surface 

exposed and increases with the severity of arterial injury. In fact, as compared to deep 

injury, mildly injured arterial surface is less thrombogenic and causes mild platelet 

deposition (under 10x106/cm2). This type of mild injury is characterized by endothelial 

denudation and intimal damage with intact elastic lamina. Indeed, the initial binding of 

platelets to this surface does not require activation and is predominantly mediated by the 

interaction of platelet GPIb/IX with the vWF41  and the GPIlb/IIIa on nonactivated 

platelets with immobilized fibrinogen.' In contrast, deep arterial injury, which is 

characterized by rupture of the internal elastic lamina and exposure of the tunica media 

is more thrombogenic than the subendothelium. The exposure of the arterial media to 

flowing blood uncovers collagen, fibronectin, laminin and thrombospondin in an uneven 

boundary layer that leads to extensive platelet adhesion and aggregation through 

GPIlb/IIIa, and contributes significantly to thrombus growth. Under normal conditions, 

the intact endothelium sequesters the adhesive GP ligands from the platelet in the 

subendothelium, thus preventing platelet adhesion in the absence of vascular damage. 

Given that platelet adhesion and aggregation are mediated predominantly by the integrin 

family of adhesion molecules, it is not surprising that the selectin blocker (CY-1503) 

does not influence platelet deposition on any type of the arterial surfaces exposed after 

angioplasty nor platelet aggregation in whole blood. In contrast, Ueyama et a131  have 

found that a high dose (40 mg/kg) but not a low dose (5 mg/kg) of an analogue of sLex 
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reduced CFVS, which are mainly mediated by platelet adhesion and aggregation, in 

canine model of stenosed and endothelium-injured coronary arteries. Although our 

experimental porcine model of balloon carotid injury is different from that of stenosed 

and endothelium-injured coronary arteries model, our results indicate that CY-1503, at 

15 mg/kg, selectively reduced neutrophil adhesion to deeply damaged arteries without 

any significant effect on platelets. 

In previous studies aimed to determine the influence of platelets on neutrophil 

adhesion, we have shown a close interaction between platelets and neutrophils after 

arterial injury in vitro' and in vivo.'11  We have found that thrombocytopenia or platelet 

depletion was associated with decreased neutrophil adhesion to damaged arterial 

surfaces by angioplasty, indicating that platelets support neutrophil adhesion. This 

reaction involves cell-cell interactions that are at least mediated by platelet P-selectin. In 

another study involving an in vivo thrombosis model, platelets have been shown to 

adhere to vascular grafts, express P-selectin and, subsequently, to bind leukocytes 

through P-selectin.' This was also demonstrated in in vitro vessel wall injury models.' 
23 

In the present study, we have used a more clinically relevant animal model to 

produce different degrees of arterial injury such as that occurring after atherosclerotic 

plaque rupture or following balloon angioplasty. We have observed that, similar to 

platelet deposition, neutrophil adhesion is also influenced by the extent or severity of 

arterial injury. Interestingly, the selectin blocker (CY-1503) significantly inhibited 

neutrophil adhesion only on the deeply injured arterial segments, without any significant 

effect on platelet deposition. This finding suggests that, in the presence of deep arterial 

injury, platelet adhesion and activation may lead to P-selectin expression which, in turn, 

can fix neutrophils via an interaction with sLex and contribute to increase neutrophil 

adhesion as an acute reaction to the thrombogenic stimulus produced by angioplasty. 

Our finding that CY-1503 did not interfere directly with neutrophils, as the adhesion of 

isolated neutrophil suspensions to damaged denuded arterial segments in vitro was not 

influenced by CY-1503 but was inhibited in the presence of platelets, indicates that the 

selectin blocker acts on the adhesive interactions between neutrophils and platelets and 

that neutrophil-neutrophil homotypic adhesion via L-selectin and PSGL-1" is less 
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important in these interactions. Balloon angioplasty induces a complete denudation of 

the arteries of the site of dilation, thus excluding any possible effects of CY-1503 on 

neutrophil adhesion to endothelial P-or E-selectin. In addition, neutrophil adhesion to 

normal adjacent arterial segments with intact endothelium was similar between the 

control and CY-1503 groups. Neutrophil-endothelial cell adhesion is controlled by 

different steps involving L-selectin on resting neutrophil, P2-integrin on activated 

neutrophils and ICAM-1, P- and E-selectin on activated endothelial cells.15-12  Our study 

was performed without prior activation of neutrophils or the endothelium. Under these 

conditions, neutrophil interaction with endothelium was minimal and was not influenced 

by the selectin blocker. In the absence of endothelium, it has been shown that 

neutrophils can roll on immobilized platelets,19  adhere via platelet P-selectin21  or 

neutrophil Printegrin.' Many studies have reported that other mechanisms may be 

implicated in platelet binding to neutrophils, such as 1) fibrinogen bridging via platelet 

GPIIb/IIIa and neutrophil MAC-1,44'' 2) thrombospondin bridging via GPIa/IIa, 

GPIIb/IIIa or GPIV on platelets and a specific receptor on neutrophils,'' 3) platelet 

ICAM-1 binding to neutrophil LFA-1" and 4) Immune complex interactions between 

platelet Fc RII (CD32) and neutrophil Fc RIIIb (CD16).49  These different mechanisms 

for neutrophil interactions with platelet and recruitment to damaged arterial surfaces may 

explain the lack of complete inhibition, by CY-1503, of neutrophil adhesion in our 

study. 

The importance of neutrophil-platelet adhesive interactions has been noted in the 

circulation of patients with unstable angine and after coronary angioplasty» Recently, 

it has been shown that blockade of the selectins with an analogue of sLex reduced intimal 

hyperplasia after balloon injury in rabbits.32  Our study highlights these interactions at 

the site of arterial injury produced by angioplasty through an adhesive interaction 

between platelets and neutrophil sLex. The inhibitory effect of the selectin blocker may 

be clinically relevant since neutrophil-platelet interactions after angioplasty appears to 

play an important role in the initial step of the arterial response to injury and may 

accelerate the pathophysiologic chain reaction of restenosis. 
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Figure Legends 

Figure 1 Bar chart showing platelet deposition on intact, mildly and deeply injured 

arterial segments in control and CY-1503 treated groups in vivo. *P<.05 

versus intact and mild. 

Figure 2 Bar graph showing neutrophil adhesion on intact, mildly and deeply injured 

arterial segments in control and CY-1503 treated groups in vivo. *P<.05 vs 

intact and mild; t P<.01 versus control. 

Figure 3 Bar graph showing the effect of CY-1503 on the adhesion of isolated 

neutrophils to damaged arterial in superfusion flow chambers in the absence 

(n=5) and presence (n=14) of platelets in vitro. *P<.01 versus neutrophils 

alone; t P<.01 versus control in paired experiments. 
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TABLE 1. Characteristics of the Isolation and Labeling Procedures of Platelets and 

Neutrophils in the Control and CY-1503 Treated Groups 

Control CY-1503 

No. of animals 8 7 

51Cr-platelets injected, x109  6.4±0.5 8.9±1.1 

1111n-neutrophils injected, x106  266.4±37.3 212.0±52.2 

51Cr injected, kei 150.6±5.2 168.6±8.4 

min- injected, ei 201.0±16.6 196.8±8.0 

Platelets/cpm-51Cr, x103  148.5±42.3 132.4±28.0 

Neutrophils/cpm-1111il 693.5±95.8 652.2±226.6 
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TABLE 2. Hematologic and Hemodynamic Parameters in the Control and CY-1503 

Treated Groups 

Control Treated 

Baseline Placebo Baseline CY-1503 

Platelets, xlemL 449.0127.2 349.8138.1* 600.1175.8 477.1166.7* 

Leukocytes, x109mL 23.212.1 21.512.1 19.812.6 18.113.0 

Platelet aggregation, ohms 14.913.8 15.313.5 13.012.9 9.611.7 

ACT, s 115.016.2 118.515.5 126.815.6 125.815.9 

Heart rate, bpm 108.715.1 116.518.1 116.619.8 114.9110.2 

Mean arterial BP, mmHg 60.713.1 62.413.3 61.2±3.3 60.014.8 

ACT indicates activating clotting time; BP, blood pressure; */3<.05 vs baseline. 
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TABLE 3. Characteristics of the Dilated Arteries in the Control and CY-1503 

Treated Groups 

Control CY-1503 

No. of animais 8 7 

Weight, kg 19.2+0.9 17.8+0.6 

No. of arteries successfully dilated (total) 14 (16) 13 (14) 

BalloonJartery ratio 1.16+0.03 1.12+0.02 

Diameter of the arteries, mm 4.07+0.09 3.81+0.05 

No. of mildly injured segments (%) 19 (45.2) 23 (59.0) 

No. of deeply injured segments (%) 23 (54.8) 16 (41.0) 

Circumference of the internai elastic lamina, mm 8.0+0.2 7.8+0.2 

Fracture length, mm 1.2+0.1 0.9+0.2 

Fracture length/internal elastic lamina ratio 0.15+0.02 0.12+0.02 
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Condensed Abstract 

We investigated the effects of a selectin blocker, an analog of sialyl Lewis' (CY-

1503) on the acute thrombotic response of porcine carotid arteries to angioplasty injury. 

CY-1503 treatment was without any significant effect on platelet and neutrophil 

interactions with intact and mildly injured arteries, and on the hematological and 

hemodynamic parameters of the animals. In contrast, CY-1503 significantly reduced by 

58% neutrophil adhesion at the site of deep arterial injury, without any significant effect 

on platelet deposition. These results indicate that neutrophil adhesion to platelets on 

thrombogenic arterial surfaces is in part modulated by platelet P-selectin and neutrophil 

sLex. 
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CHAPITRE V: SECONDE CONTRIBUTION 

1. 	Résumé 

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

interactions des leucocytes et des plaquettes avec les parois vasculaires endommagées. 

Ces types d'interactions augmentent les réactions inflammatoires ainsi que la formation 

de tlu-ombi lors de la réponse vasculaire suite à l'endommagement. La présente étude 

cible les effets 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" ainsi que l'adhésion de neutrophiles-1n111  a 

été mesurée sur des segments artériels carotidiens intacts, présentant des lésions légères 

et présentant des lésions sévères. Les lésions ont été produites par gonflement d'un 

cathéter-ballon chez 7 porcs témoins (saline) et 11 porcs traités (I.V.; 1 mg/kg, n=6, 5 

mg/kg, n=5). Dans le groupe témoin, la déposition plaquettaire (x106/cm2) a été 

dépendante de la sévérité de la lésion. En effet, elle s'est accrue significativement 

(P<0.05) de 0.06 ± 0.06 sur l'endothélium intact à 3.8 ± 0.6 et 33.6 ± 4.9 sur des 

segments présentant des lésions légères et sévères respectivement. Le traitement à la 

fucoïdine à 1 mg/kg n'a eu aucun effet significatif sur ces valeurs. Cependant, le 

traitement à 5 mg/kg a réduit la déposition plaquettaire sur les lésions sévères de 73%. 

Le niveau d'adhésion neutrophilique (x103/cm2) a également été influencé par la sévérité 

de la lésion, augmentant dans le groupe témoin de 8.8 ± 2.5 sur l'endothélium intact à 

226.6 ± 45.5 et à 397.4 ± 61.3 sur les lésions légères et sévères respectivement (P<0.05). 

Une fois de plus, le traitement à 1 mg/kg n'a eu aucun effet, 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. Ces effets ont été associés à une inhibition de 

l'agrégation plaquettaire induite par l'ADP, mais aucun effet n'a été observé sur le temps 

de coagulation activée (ACT). De plus, la fucoïdine a induit une réduction de 51% de la 

réponse vasoconstrictrice au site de lésion vasculaire. 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 endommagées. Cette 

inhibition est encore plus marquée lors de la perfusion de suspensions mixtes. 
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La fucoidine inhibe donc les interactions entre plaquettes, neutrophiles et la paroi 

artérielle endommagée ainsi que la réaction vasoconstrictrice associée. Cette étude 

souligne l'importance des sélectines lors des réactions pathophysiologiques suivant 

l'endommagement vasculaire. 
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ABSTRACT 

The selectin family of cell adhesion molecules contributes to the interactions of 

leukocytes and platelets at the site of vascular injury. Such interactions enhance 

infiammatory reactions and thrombus formation in 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. 51Cr-

platelet deposition and 1111n-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.; 1 mg/kg, n = 6; 5 mg/kg, n = 5) pigs. In the control 

group, platelet deposition (x106/cm2) was influenced by the severity of injury and 

increased significantly (P < .05) from 0.06 ± 0.06 on intact endothelium to 3.8 ± 0.6 and 

33.6 ± 4.9 on mildly and deeply injured segments, respectively. Fucoidan, 1 mg/kg, had 

no significant effect, but doses of 5 mg/kg reduced platelet deposition by 73% on deeply 

injured segments. The level of neutrophil adhesion (x103/cm2) was also influenced by 

the severity of injury and 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 < .05). Again, 1 mg/kg Fucoidan had no effect but doses of 

5 mg/kg reduced neutrophil adhesion by 92% and by 84% on mildly and deeply injured 

segments, respectively. The effects of Fucoidan were associated with inhibition of 

platelet aggregation in response to adenosine diphosphate (ADP) but had no significant 

effect on activating clotting time (ACT), and with a 51% decrease in the vasoconstrictive 

response at the site of arterial injury. In isolated cells, we found that Fucoidan interfered 

with both platelet and neutrophil adhesion to damaged arterial surfaces, but potency was 



82 

more pronounced in mixed cell preparations. Fucoidan inhibits platelet and neutrophil 

interactions, reducing adhesion to damaged arterial surfaces as well as the associated 

vasoconstrictive response. These results highlight the importance of selectins in the 

physiopathological reactions after arterial injury. 
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The arterial response to injury involves many pathophysiological reactions that can 

lead to clinical complications such as thrombosis, vasospasm, and restenosis. Platelets 

and leucocytes, normally responsible for maintaining vascular homeostasis are 

implicated in the foremost reactions that lead to these pathological states (Bazzoni et al., 

1991; Nash, 1994, Bird et al., 1997). 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 like shear forces, the severity of the lesion, 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 (Jang et al., 

1994). In the dysregulated response, excess activation and adhesion of platelets and 

neutrophils may cause acute occlusive thrombosis, vasoconstriction and further vascular 

damage through the release of damaging products such as 02-radicals and proteolytic 

enzymes (Weiss, 1989). Previous studies have shown that P-selectin, present in the a-

granules and on the surface of activated platelets (McEver et al., 1989), is important for 

increased interactions between platelets and neutrophils and recruitment of neutrophils 

to the site of arterial damage (Palabrica et al., 1992, Kuijper et al., 1997, Weber and 

Springer, 1997), a critical step in the evolution of such vascular complications (Merhi et 

al., 1994, Merhi et al., 1995, Merhi et al., 1997b). This adhesive interaction is mainly 

mediated by platelet P-selectin and neutrophil surface Sialyl LewisX.  Indeed, we have 

shown that an analog of Sialyl Lewis' can successfully inhibit neutrophil recruitment by 

adherent and activated platelets at the site of deep arterial injury in a porcine model of 

carotid angioplasty (Merhi et al., 1998). 
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Fucoidan, an a1-3-linked fucosylated polysaccharide extracted from the marine algae 

Fucus vesiculolus (Springer et al., 1957), has been extensively used as a selectin blocker. 

In fact, Fucoidan's molecular structure seems to be a close analog of natural ligands 

recognized by the selectins, such as Sialyl Lewisx  (Patankar et al., 1993) and various 

studies have shown that Fucoidan can block L and P-selectins in vitro (Patankar et al., 

1993; Rochon et al., 1994; Hajela et al., 1996a) as well as in vivo (Lindbom et al., 1992; 

Granert et al., 1994; Shimaoka et al., 1996), the bulk of the research focusing on 

Fucoidan's effectiveness vis-à-vis inhibiting leukocyte rolling on endothelial cells. 

Since leukocyte rolling is essential for adhesion and subsequent extravasation, Fucoidan 

is able to block many inflamatory responses (Granert et al., 1994; Shimaoka et al., 

1996), to inhibit intimal hyperplasia in rats subject to bloon-catheter injury (McCaffrey 

et al., 1992) and to protect against ischemia and reperfusion (Kubes et al., 1995; Miura 

et al., 1996; Omata et al., 1997). Furthermore, Fucoidan inhibited Factor Xa-induced 

thrombosis in rabbit (Mauray et al., 1995) and has shown various degrees of 

anticoagulant and fibrinolytic activities (Church et al., 1989; Soeda et al., 1993; Doctor 

et al., 1995, Minix and Doctor, 1997). However, Fucoidan has never been used as 

treatment in an acute model of arterial injury, where selectins may play a determinant 

role in the onset of vascular pathologies (Bazzoni et al., 1991; Lorant et al., 1993; Bird 

et al., 1997). 

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 
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study has therefore focused on inhibiting selectin-mediated platelet-neutrophil 

interactions at the site of carotid arterial injury induced by balloon angioplasty in pigs. 

Materials and Methods 

Animal Preparation 

Eighteen normal cross-bred Yorkshire pigs of either sex were prepared as previously 

described (Merhi et al., 1994; Merhi et al., 1995; Merhi et al., 1997b; Provost et al., 

1998), 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 ketamine 

(Rogarsetic, Rogar/STB Inc., Montreal, Quebec, Canada) and 3 mg/kg azaperone 

(Stresnil, Janssen Pharmaceuticals, Mississauga, Ontario, Canada) and 50 ml of blood 

were sampled from the right jugular vein and anticoagulated with 1:5 acid-citrate-

dextrose (ACD) for platelet and neutrophil isolation and radiolabeling. Pigs were 

intubated, mechanically ventilated with 02  and air, and maintained under anesthesia with 

0.5-1% halothane (Fluothane, Ayerst, Montreal, Quebec, Canada). The right femoral 

artery and vein were carmulated. Heart rate, arterial blood pressure, and body 

temperature were continuously recorded and hematological parameters determined at 

baseline and after treatment. 

Platelet and Neutrophil Isolation and Radiolabelling 

Platelet and neutrophil isolation and radiolabeling was performed as described 

previously (Provost and Merhi, 1996; Merhi et al., 1997b; Provost et al., 1998). In brief, 

ACD-anticoagulated blood was centrifuged 15 min at 500 g. Platelet rich plasma (PRP) 

was collected from which platelets were extracted at 1200 g Platelet poor plasma (PPP) 

was saved. Platelets were resuspended in HBSS-Hepes EDTA (Hank's balanced salt 
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solution with 0.15 g/1 ethyl diamin tetracetic acid (EDTA), pH: 6.5) and incubated for 40 

min with 300 µci of 51Cr (Amersham International, UK) at room temperature. After a 

final centrifugation to remove unbound 51Cr, platelets were resuspended in 5 ml of PPP 

and reinjected into the pig. 

After PRP removal, leukocytes were extracted from the pellet by 4% dextran 

sedimentation. Following washing in HBSS-Hepes citrated buffer (3.8 g/1 sodium 

citrate, pH: 7.4), neutrophils were separated from other leukocytes by Ficoll-Paque 

gradiant, 30 min at 400 g. Red blood cells were lysed and purified neutrophils were 

resuspended in HBSS-Hepes citrate. They were then incubated 15 min with 250 !ici of 

IllIn Oxine solution (Amersham International, UK), centrifuged, resuspended in 5 ml 

PPP, and reinjected. 

Treatment and Carotid Angioplasty Procedure 

One hr after platelet and neutrophil reinjection, animals randomly received Fucoidan 

(1 mg/kg, n = 6; 5 mg/kg, n = 5; I.V., Sigma, US) or saline (n = 7, I.V.) as a 20 ml 

infusion at a constant rate of 1 ml/min. Ten minutes after injection, the pigs were 

heparinized (100 IU/kg, I.V. bolus). They were then allowed 5 min rest prior to the 

following angioplasty procedure. An 8F guiding catheter was introduced in the femoral 

artery, guided under fluoroscopic control to the left common carotid artery, and replaced 

by a 7F balloon dilation catheter (size, 8mm x 3cm, 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. This procedure was 

then repeated for the right common carotid artery. In order to measure the arteries' 
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vasoconstrictive responses and the balloon-to-artery ratio, angiograms of each of the 

common carotid arteries were taken before, during, and after dilation (Provost and 

Merhi, 1996; Merhi et al., 1997b; Provost et al., 1998). 

After termination of the dilation procedure, the guiding catheter was repositioned in 

the brachiocephalic trunk, below the junction of the two common carotid arteries, and 

secured in position through a lateral incision between the second and third rib. The right 

and left jugular veins were canulated and the blood collected. One liter of saline was 

infused through the catheter into the common carotid arteries. In situ fixation of the 

arteries and sacrifice then occun-ed via infusion of two liters of a 2% glutaraldehyde and 

1% paraformaldehyde solution or Tissufix (Laboratoires Gilles Chaput, CA). The 

common carotid arteries were thon excised, cleaned, and divided into nondilated and 

dilated segments. Next, each segment was measured for internai surface arca and 

processed through a gamma-counter to determine 111In-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 (Merhi et al., 1993; Merhi et al., 1997a). 

Histological and Morphometrie Analyses 

Movat-colored slides were prepared from representative sections of each segment in 

order to determine the severity of injury. The nondilated segments were also checked for 

absence of injury. Mild injury occurs when the internai elastic lamina is exposed to the 

arterial lumen in the absence of endothelium. Deep arterial injury occurs when the 

internai elastic lamina is torn and the subjacent media exposed. The type of injury as 

well as the internai circumference and length of the broken sections of the internai elastic 
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lamina were determined thanks to a Sony DXC-970 MD colour camera mounted on a 

Leitz Wetzlar microscope, linked to a Power Macintosh computer loaded with Scion 

Image 1.60 imaging software. The ratio of fracture length to internai circumference was 

calculated to correct for vessel size as described previously (Provost et al., 1997). 

Hematologic and Hemodynamic Monitoring 

Heart rate and blood pressure were monitored throughout all experiments. Blood 

samples were collected at various time points in EDTA vacutainers to allow 

determination of hematologic parameters by a T-890 cell counter (Coulter Corporation, 

FL, US), and slides for differential leukocyte analysis were made for each sample. The 

activated clotting time (ACT) was determined in 2 ml of fresh venous blood collected in 

FTCA 510 Hemochron tubes and coagulated in a Hemochron 801 (Technidyne, NJ, US). 

For platelet aggregation, 500 ul of freshly drawn venous blood were heparinized (5 

U/ml), diluted with 490 µ1 saline and activated with 10 i1 ADP (10 µM). Platelet 

aggregation was detennined in a whole blood aggregometer (Chrono-Log 560-VS, PA, 

US) and measured in ohms after 5 min of activation. 

In vitro Platelet and Neutrophil Adhesion Assays 

To further examine the importance of the selectin-mediated platelet-neutrophil 

interactions on platelet and neutrophil adhesion, in vitro assays were performed with 

isolated platelet and neutrophil suspensions. These suspensions were treated with the 

selectin inhibitor and perfused, in a controlled environment, over denuded arterial 

segments in plexiglass perfusion chambers as described previously (Merhi et al., 1997b). 
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Briefly, excised pig aortas are cleaned of all surrounding tissue and preserved of 4°C in 

Krebb's Ringer buffer. A section is cut transversly 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 fit into the four plexiglass chambers. Two parallel 

sets of two chambers are connected with flexible tubing (R-1000 Tygon, Norton, US) 

and submerged in a circulating waterbath maintained at 37°C. Platelets and neutrophils 

are isolated and radiolabelled as described above but are finally resuspended in HBSS-

Hepes buffer pH: 7.4 with calcium (0.14 g/1 calcium chloride) and magnesium (0.1 g/1 

magnesium sulfate), instead of PPP. Platelet (250 x 106/m1) and/or neutrophil (5 x 

109m1) suspensions are incubated (37°C, 5 min) with or without Fucoidan. They are 

then perfused for 5 min through the chambers which allows 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 Parmer Instrument Co., US) which maintains flow 

conditions of 10 ml/min. Platelet deposition (x109cm2) and neutrophil adhesion 

(x103/cm2) are quantified in the gamma counter by comparison with 50 ill reference 

samples taken prior to perfusion. 

Statistical An alysis 

Results are expressed as mean ± S.E.M. Student's paired and unpaired t tests were 

performed for intragroup and intergroup comparisons, respectively. One way analysis of 

variance (ANOVA) was performed when apropriate. Differences were considered 

statistically significant of the 95% confidence level (P < .05). 
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Results 

Hematologic and Hemodynamic Parameters 

As shown in table 1, both doses of Fucoidan decreased circulating leukocyte counts 

and doses of 5 mg/kg decreased platelet counts. We noticed, however, that this mild 

leukopenia and thrombocytopenia were transient, since leukocyte and platelet counts 

retumed to normal before the end of the experiments. 

Activated clotting time and the ADP-induced platelet aggregation were subject to 

Fucoidan activity. At 1 mg/kg, Fucoidan induced a mild decrease (18%) in ACT. These 

results were surprising since Fucoidan was not expected to have a procoagulant effect. 

However, at 5 mg/kg, Fucoidan had no apparent effect on ACT. Platelet aggregation 

(ohms) was significantly decreased by doses of 5 mg/kg (from 14.9 ± 2.8 to 10.9 ± 2.5), 

indicating an involvement of Fucoidan in the aggregation pathways. Fucoidan 1 mg/kg 

had no effect on aggregation. Red blood cell counts as well as heart rate and mean 

arterial blood pressure were within the normal range and not influenced by Fucoidan. 

Characteristics of the Arteries 

As shown in table 2, the diameter of the arteries before angioplasty did not differ 

between groups and the balloon/artery ratio and dilation procedure were similar for all 

groups. As well, the level of arterial damage obtained by this procedure, as indicated by 

the relative percentages of mildly and deeply injured segments and by the fracture 

length/intemal elastic lamina ratio, in the case of deeply injured segments, were similar 

between groups. Interestingly, treatment with Fucoidan 5 mg/kg induced a 51% 
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reduction in the vasoconstrictive response of injured arteries. 	Indeed, the 

vasoconstriction (% reduction of diameter) decreased from 36.3 ± 4.7 in the control 

group to 17.7 ± 3.4 in the Fucoidan 5 mg/kg group (P < .05). However, the arterial 

vasoconstriction was statistically similar in the Fucoidan 1 mg/kg group as compared to 

control. 

In vivo Platelet and Neutrophil Adhesion 

Figure 1 shows platelet deposition to intact, mildly injured and deeply injured carotid 

segments in control and treated pigs. In control animals, the level of platelet deposition 

(x106/ce was dependent on the severity of injury, increasing from 0.06 ± 0.06 on 

intact endothelium, to 3.84 ± 0.59 on mildly injured segments, to 33.61 ± 4.88 on deeply 

injured segments. While 1 mg/kg of Fucoidan had no effect, Fucoidan 5 mg/kg reduced 

platelet deposition by 73% on deeply injured arterial segments, from 33.61 ± 4.88 to 

8.75 ± 2.51 (P < .05). Neutrophil adhesion (x103/cm2) was also dependent on the 

severity of injury, as shown in figure 2, increasing in control animais from 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 to mildly 

injured segments by 92%, decreasing from 226.56 ± 45.46 to 18.91 ± 4.43; and to deeply 

injured segments by 84%, decreasing from 397.4 ± 61.63 to 65.04 ± 10.81. Again, 

Fucoidan 1 mg/kg had no effect on neutrophil adhesion. 
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In vitro Adhesion Assays 

In order to determine the direct effects of Fucoidan on platelet and neutrophil 

interactions with the arterial media, adhesion assays were performed with isolated cells. 

As shown in figure 3, platelet deposition (x106/cm2) was increased by the presence of 

neutrophils from 2.49 ± 0.42 to 8.34 ± 1.26. When perfused alone, platelet deposition 

could be inhibited by Fucoidan of both 20 and 100 ug/ml. Levels decreased by 50% to 

1.23 ± 0.26 and by 75% to 0.62 ± 0.11, respectively. When perfused with neutrophils, 

platelet deposition was reduced by 71% to 2.4 ± 0.36 and by 89% to 0.92 ± 0.13, 

respectively. Neutrophil adhesion (x103/cm2) to arterial media was also increased in the 

presence of platelets from 26.56 ± 2.36 to 122.12 ± 17.37 (figure 4). Fucoidan of both 

20 and 100 ug/ml also inhibited neutrophil adhesion in the presence and absence of 

platelets. Indeed, when neutrophils were perfused alone, Fucoidan reduced adhesion by 

33% to 17.61 ± 3.31 and by 43% to 14.99 ± 1.95, respectively. When they were 

perfused with platelets, Fucoidan reduced adhesion by 61% to 47.32 ± 9.78 and by 83% 

to 19.65 ± 2.82, respectively. 
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Discussion 

Platelet-leukocyte interactions of the site of arterial injury are critical to the evolution 

of vascular pathologies. Platelet deposition on the injured arterial wall first occurs in 

order to cover the injury and maintain vascular homeostasis. This reaction is known to 

implicate numerous adhesive proteins on the exposed arterial surface and cell adhesion 

molecules on platelets (Ruggeri, 1997). Neutrophils may then roll and adhere to these 

platelets to induce an inflammatory response (Palabrica et al.; 1992; Yeo et al.; 1994; 

Kuijper et al.; 1997, Weber and Springer, 1997). These reactions are closely tied into 

the coagulation pathways and are also influenced by cellular mediators, local shear 

conditions (Kostantopoulos and McIntire, 1997) and the nature of the lesion substrate. 

In dysregulation of the normal homeostatic response, recruitment of large numbers of 

platelets and neutrophils can build up a thrombus that may lead to an acute occlusive 

event, vasospasm, and restenosis (Bazzoni et al., 1991; Jang et al., 1994; Nash, 1994; 

Barron et al., 1997). 

Angioplasty is essential to reestablish vascular flow in a stenosed artery; however, 

deep vascular damage can occur from this procedure and may lead to acute thrombosis 

and chronic restenosis. Indeed, as demonstrated previously (Merhi et al., 1995), and 

again in this study, vascular injury increases platelet and neutrophil adhesion. The 

extent of neutrophil adhesion is influenced as well by platelets, which support the 

adhesion of neutrophils to damaged arterial surfaces in a concentration dependent 

manner (Merhi et al., 1997b). In addition, as we have shown in perfusion adhesion 

assays with isolated platelets and neutrophils, adhesion of both cell types is increased 

when they are perfused as mixed suspensions, showing the importance of interplay 



94 

between platelets and neutrophils at the site of injury. Together, these findings indicate 

that platelets can modulate neutrophil adhesion to damaged arteries. This reaction 

involves cell-cell interactions that are at least mediated by platelet P-selectin. In fact, P- 

selectin has been shovvn to mediate the interaction between platelets and neutrophils in 

vitro in a vessel wall injury model (Yeo et al., 1994; Kuijper et al., 1997; Kirchhofer et 

al., 1997) as well as in an in vivo thrombosis model (Palabrica et al., 1992) and 

following angioplasty (Merhi et al., 1998). Thus, blockade of selectins in the present 

study, using Fucoidan, dramatically reduced in vitro and in vivo platelet and neutrophil 

adhesion at the site of arterial injury. 

In the in vitro assays, although isolated platelets can adhere to arterial media when 

perfused alone, this adhesion is increased in the presence of neutrophils. Direct platelet 

deposition to the subendothelial matrix mainly involves Von Willebrand Factor with 

GPIb and GPIIb/IIIa (André et al., 1997) and collagen with GPIa/IIa (Kainoh et al., 

1992; Saelman et al., 1994). Activated adherent platelets may also be responsible for 

increased recruitment of other platelets through aggregation; this mainly involves 

platelet GPIIb/IIIa and fibrinogen (Ruggeri, 1997), and can be potentiated by 

thrombospondin (Agbanyo et al., 1993; Kowalska and Tuszynski, 1993). It has been 

reported that Fucoidan may bind to laminin (Roberts et al., 1986) and fibronectin 

(Burton-Wurster et al., 1995), and also reduced platelet deposition by inhibiting 

aggregation through thrombospondin (Roberts et al., 1986; Patankar et al., 1993). In our 

study, the ability of platelets to aggregate in whole blood, as measured by the ADP-

induced platelet aggregation, was decreased by doses of 5 mg/kg Fucoidan. This effect 

of Fucoidan could also be related to its ability to completely immobilize platelet 
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membranes (Hajela et al., 1996a). Decreased aggregation could indeed result in 

decreased platelet deposition at the site of arterial injury. 	In addition, many 

anticoagulant and fibrinolytic properties of Fucoidan have been reported, involving 

potentiation of HCII inhibition of thrombin (Church et al., 1989; Colliec et al., 1991; 

Mauray et al., 1995), activation of plasminogen by t-PA and urokinase (Doctor et al., 

1995), and arantiplasmin inhibition (Soeda et al., 1992). However, since Fucoidan had 

no effect on ACT at the doses used in our study, its effects on platelet adhesion cannot 

be attributed to its anticoagulant properties. 

Recruitment of neutrophils by adherent activated platelets mainly involves L-selectin, 

Sialyl Lewisx, and PSGL-1 via binding to platelet P-selectin (Lo et al., 1997; Borges et 

al., 1997; Liu et al., 1998). These interactions slow the rolling neutrophil and permit 

firm adhesion via its integrins CD11b/CD18 and CD11c/CD18 (Brown et al., 1998), 

which bind to fibrinogen and platelet GPIlb/IIIa (Kuijper et al., 1997; Weber and 

Springer, 1997). The effect of Fucoidan in our study on neutrophil adhesion may be 

related to its capacity to block selectins. It has been shovvn that Fucoidan can block L 

and P-selectins in vitro (Patankar et al., 1993; Rochon et al., 1994; Hajela et al., 1996a) 

as well as in vivo (Lindbom et al., 1992; Granert et al., 1994; Shimaoka et al., 1996). 

Recently, we showed by flow cytometry that Fucoidan inhibits the binding of activated 

platelets expressing P-selectin to neutrophils (unpublished observations). This is 

supported by the findings of Patankar et al. (1993) which reported that Fucoidan is a 

close structural analog of Sialyl Lewisx. It has also been reported that thrombospondin 

may contribute to platelet-leukocyte adhesion (Silverstein and Nachman, 1987) and that 

Fucoidan may bind to thrombospondin (Roberts et al., 1986), but whether Fucoidan 
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significantly inhibits platelet binding to neutrophil through this mechanism is still 

unknown and may be secondary to its main effect on P-selectin. In fact, we have 

demonstrated in vitro that Fucoidan is most potent in inhibiting platelet and neutrophil 

adhesion to damaged surfaces when platelets and neutrophils are permitted to interact in 

mixed cell suspensions. When perfused alone, however, neutrophil adhesion was also 

partially inhibited by Fucoidan, probably by inhibition of neutrophil-neutrophil 

interactions via L-selectin (Rochon et al., 1994; Walchek et al., 1996). Furthermore, 

Hagela et al. (1996b) have reported that Fucoidan immobilizes neutrophil membranes, 

which may also result in decreased neutrophil adhesion. Nevertheless, in our study, the 

in vitro increase in neutrophil adhesion in the presence of platelets was completely 

inhibited by Fucoidan, indicating that the major effect of Fucoidan is related to 

inhibition of neutrophil-platelet interactions. 

Engagement of these adhesion molecules causes platelet and neutrophil activation 

through intracellular signaling pathways (Crockett-Torabi et al., 1995; Tsang et al., 

1997). Activated platelets and neutrophils release potent vasoactive substances such as 

thromboxane A„ serotonin, platelet activators such as PAF, chemotactic factors such as 

leukotrienes, and products such as elastase and 02-radicals that increase vascular 

constriction and injury (Weiss, 1989). Furthermore, increased platelet and neutrophil 

activation and interactions have been reported in patients following angioplasty 

(Neuman et al., 1996, Serrano et al., 1997). Inhibition of neutrophil adhesion and 

interaction with platelets by Fucoidan treatment therefore helps to reduce the release of 

these vasoactive substances and, thereby, the arterial vasoconstrictive response. 

Platelet-neutrophil interactions at the site of vascular injury are clearly central in the 

pathophysiology of thrombosis and in the vasoconstrictive response. Our study has 
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shown that inhibition of this specific interaction 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. Platelet-neutrophil interactions through selectins may constitute targets in our 

attempts to limit post-angioplasty complications such as thrombosis and vasospasm, and 

to reduce chronic restenosis. 
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TABLE 1 

Hematologic and hemodynamic parameters in the control and Fucoidan-treated groups 

Control 
Baseline 	Saline 

Fucoidan 
Baseline 	lmeg 

Fucoidan 
Baseline 	5meg 

Platelets (x106/m1) 327 + 34 332 + 37 364 + 23 338 + 23 366 + 28 296 + 26* 
Leukocytes (x106/m1) 18.0 + 6.6 17.7 + 6.5 16.5 + 1.7 10.2 + 1.6* 16.7 + 1.7 9.0 + 1.5* 
Red blood cells (x109/m1) 4.9 + 0.2 4.9 + 0.1 4.7 + 0.1 4.5 + 0.2 4.6 + 0.2 4.6 + 0.2 
Activated clotting time (sec) 113+3 110 + 6 111±3 92 + 3* 110 + 5 119 + 9 
Platelet aggregation (ohms) 13.5 + 2.5 13.5 + 2.5 15.3 + 1.8 14.6 + 1.8 14.9 + 2.8 10.9 + 2.5* 
Heart rate (bpm) 124 + 18 128 + 15 118 + 17 121 + 19 91 + 6 109 + 11 
Mean arterial BP (mmHg) 58 + 1.1 58 + 2.1 62 + 1.8 63 + 3 65 + 3.4 55 + 4.7 

*P < .05 vs. baseline 
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TABLE 2 

Characteristics of the animais and the dilated arteries in the control and Fucoidan-treated 
groups 

Control Fucoidan 
1 mg/kg 

Fucoidan 
5 mg/kg 

No. of animals 
Weight (kg) 

7 
17.7 ± 1.1 

6 
18.9± 1.3 

5 
18.9 ± 1.8 

No. Arteries successfully 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 1.16 ± 0.03 
No. of mildly injured segments (%) 20 (48%) 21 (64%) 16 (55%) 
No. of deeply injured segments (%) 22 (52%) 12 (36%) 14 (45%) 
Circumference of internai elastic lamina (mm) 7.17 ± 0.35 6.7 ± 0.26 6.63 ± 0.51 
Fracture length (mm) 1.0 ± 0.1 1.3 ± 0.2 0.8 ± 0.1 
Fracture length/intemal elastic lamina ratio (%) 13.7 ± 1.3 19.5 ± 2.7 13.3 ± 2.8 
*P < .05 vs. control 
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Legends for figures 

Figure 1. 	Platelet deposition to intact, mildly injured, and deeply injured arterial 

segments in control and Fucoidan-treated groups. Platelet deposition 

increased with the seveiity 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 of Fucoidan on platelet deposition to arterial media in perfusion 

flow chambers, in the absence and presence of neutrophils. Both doses of 

Fucoidan reduced platelet deposition to arterial media. 

Figure 4. 	Effect of Fucoidan 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. 
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CHAPITRE VI: DISCUSSION 

Les interactions entre plaquettes et leucocytes aux sites de lésions artérielles sont 

centrales dans le développement de pathologies vasculaires. La déposition de plaquettes 

à la surface d'une artère endommagée se fait en premier lieu pour couvrir la lésion et 

maintenir l'intégrité du vaisseau. Cette réaction implique plusieurs protéines adhésives 

sur la surface artérielle exposée ainsi que des molécules d'adhésion sur les plaquettes 

(36). Les neutrophiles peuvent ensuite rouler sur les plaquettes activées et participent à 

la réaction inflammatoire (14, 109, 111, 200). La cascade de coagulation, les médiateurs 

cellulaires, les forces de cisaillement locales ainsi que la nature de la lésion, sont 

également des facteurs impliqués de près dans les réactions homéostatiques. Cependant, 

lorsque ces facteurs sont débalancés, le recrutement d'un grand nombre de plaquettes et 

de neutrophiles peut conduire à la formation d'un thrombus, une occlusion aiguë d'une 

artère, la vasoconstriction ou la resténose (21, 22, 49, 79, 140). 

L'angioplastie est nécessaire afin de rétablir la lumière d'une artère sténosée. 

Cependant, des lésions vasculaires sévères peuvent survenir suite à cette procédure et 

entraîner la thrombose aiguë et la resténose chronique. En effet, comme il a été démontré 

précédemment (24), et encore une fois dans ces études, la sévérité de la lésion augmente 

l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles. L'adhésion des neutrophiles est également 

influencée par les plaquettes qui supportent l'adhésion neutrophilique de façon 

concentration-dépendante (26). De plus, nous avons montré dans les études présentes, 

avec un système in vitro de perfusion, que l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles 

augmente lorsqu'ils peuvent interagir en perfusions de suspensions mixtes, démontrant 

bien l'importance des interactions entre ces deux types cellulaires au site de la lésion 

vasculaire. Ces résultats suggèrent que les plaquettes peuvent moduler l'adhésion des 

neutrophiles au site d'endommagement et vice-versa. Ces réactions impliquent des 

interactions cellulaires qui sont médiées en partie par les sélectines. Plusieurs groupes 

ont déjà démontré l'implication des sélectines dans les interactions entre plaquettes et 

neutrophiles dans un modèle in vitro d'endommagement vasculaire (109, 114, 347), dans 

un modèle in vivo de thrombose (200) et après angioplastie (24, 26). Dans les études 

présentes, l'inhibition des sélectines par les analogues du sialyl Lewisx  a donc entraîné 
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une diminution de l'adhésion des neutrophiles aux sites de lésions artérielles profondes, 

in vivo et in vitro. La fucoidine a également permis d'inhiber l'adhésion des plaquettes. 

In vitro, les plaquettes ont pu adhérer à la média artérielle lorsque perfusées en 

suspensions seules, mais cette adhésion fut augmentée en présence des neutrophiles. 

L'adhésion directe des plaquettes à la matrice sous-endothéliale implique principalement 

le facteur von Willebrand et les molécules plaquettaires GPIb et GPIIb/IIIa (303), ainsi 

que le collagène avec le GPIa/IIa (274, 276). Les plaquettes adhérées et activées peuvent 

recruter d'autres plaquettes par le phénomène d'agrégation. L'agrégation implique 

principalement l'intégrine plaquettaire GPIIballa et le fibrinogène (11) mais peut 

également être favorisé par la thrombospondine (348, 349). Cependant, la fucoidine peut 

réduire l'adhésion plaquettaire par son interaction avec la laminine (341) et la 

fibronectine (350) et peut également limiter l'agrégation par son interaction avec la 

thrombospondine (321, 341). En effet, dans notre étude, l'agrégation plaquettaire 

mesurée dans le sang complet et induite par l'ADP fut réduite par des doses de 5 mg/kg. 

De plus, Hajela et al. (331) ont observé que la fucoidine immobilise complètement les 

membranes des plaquettes, ce qui pourrait réduire leur capacité à agréger, en plus de son 

interaction avec la thrombospondine. L'inhibition de l'agrégation par la fucoidine a donc 

probablement une incidence sur l'adhésion plaquettaire au site d'une lésion artérielle. 

Cette observation peut également être renforcée par les propriétés anticoagulantes et 

fibrinolytiques de la fucoidine. Ces mécanismes impliquent la potentialisation de 

l'inhibition de la thrombine par l'HCII (332, 334, 335), l'activation du plasminogène par 

le t-PA et l'urokinase (338) et l'inhibition de l'a2-antiplasmine (323). Cependant, dans 

notre étude, les effets de la fucoidine sur l'adhésion ne peuvent être attribués à ces 

capacités anticoagulantes puisque nous n'avons pas observé d'effets sur l'ACT aux 

doses testées. Dans la première contribution, le CY-1503 n'a pas eu d'effets sur 

l'adhésion des plaquettes. Ces résultats peuvent s'expliquer par le fait qu'il est plus 

spécifique pour les sélectines, n'engendre pas d'interactions connues avec d'autres 

protéines adhésives comme la thrombospondine et n'intervient pas dans la coagulation. 

Le recrutement des neutrophiles par les plaquettes adhérées et activées implique 

principalement la L-sélectine, le sialyl Lewisx  et le PSGL-1 des neutrophiles par liaison 

avec la P-sélectine des plaquettes (19, 204, 210). Ces interactions permettent aux 



116 

neutrophiles de rouler et de ralentir afin de se fixer fermement via leurs intégrines. Les 

intégrines neutrophiliques CD1 lb/CD18 et CD11c/CD18 sont responsables de 

l'adhésion fixe (129) en liant le fibrinogène et l'intégrine plaquettaire GPIIb/IIIa (14, 

111). L'inhibition de l'adhésion des neutrophiles dans nos études peut être expliquée par 

la capacité des analogues du sialyl Lewis' à bloquer la L et la P-sélectine. En effet, des 

études in vitro (118, 119, 321, 331) et in vivo (326, 327, 328) ont bien démontré ce 

potentiel. De plus, des résultats non publiés d'expériences en cytométrie en flux nous 

indiquent que la fucoidine peut inhiber la liaison de neutrophiles avec des plaquettes 

activées exprimant la P-sélectine. Ceci est soutenu par les observations de Patankar et al. 

(321) qui suggèrent que la fucoidine est un analogue structurel du sialyl Lewis'. Le CY-

1503 ne lie pas d'autres protéines adhésives que les sélectines, par contre, la fucoidine 

peut lier des molécules comme la thrombospondine (341), qui pourraient être impliquées 

dans les liaisons plaquettes-leucocytes (129). Il n'a cependant pas été déterminé que la 

fucoidine inhibe significativement la liaison par ce mécanisme et il pourrait toutefois 

être secondaire au mécanisme de liaison par la P-sélectine. Ces observations sont en 

accord avec nos expériences in vitro qui montrent que la fucoidine a plus d'effets lorsque 

les plaquettes et les neutrophiles sont perfusés en suspensions mixtes. Lorsqu'ils sont 

perfusés seuls, la fucoidine a tout de même inhibé partiellement l'adhésion des 

neutrophiles, probablement par l'inhibition des interactions neutrophiles-neutrophiles 

médiées par la L-sélectine (118, 119, 351). De plus, Hajela et al. (352) ont montré que la 

fucoidine immobilise la membrane des neutrophiles, ce qui pourrait également réduire 

l'adhésion neutrophilique. Le CY-1503 quant à lui a également inhibé significativement 

l'adhésion des neutrophiles, in vivo sur des artères sévèrement endommagées, et in vitro 

en présence des plaquettes. Ces résultats démontrent clairement que l'action du CY-1503 

passe par l'inhibition du recrutement des neutrophiles par les plaquettes. Il n'en est pas 

moins, cependant, que l'accroissement de l'adhésion des deux types cellulaires tel que 

mesuré lors de perfusions de suspensions mixtes fut complètement inhibée par la 

fucoidine, indiquant que l'effet principal de cet inhibiteur des sélectines est l'interruption 

des interactions plaquettes-neutrophiles, ainsi que la coactivation necessaire à augmenter 

le recrutement des deux composantes impliquées. En effet, ces interactions sont 

responsables de l'activation des plaquettes et des neutrophiles, puisque la liaison de 
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molécules d'adhésions engendre des cascades de signalisations intracellulaires 

activatrices (20, 110, 206, 207). Les plaquettes et les neutrophiles activés relâchent 

plusieurs substances vasoactives comme la thromboxane-A„ la serotonine, des 

substances activatrices comme le PAF, des facteurs chemoattractants comme l'élastase, 

et des radicaux libres qui augmentent les réactions vasculaires suite à l'endommagement 

(353). Aussi, une augmentation de l'activation des plaquettes et des neutrophiles ainsi 

que de leurs interactions a été observée chez des patients suite à l'angioplastie (99, 100). 

Dans notre seconde contribution, l'inhibition de l'adhésion des neutrophiles et de leur 

interaction avec les plaquettes par la fucoidine a donc réduit le relâchement de 

substances vasoactives et ainsi la réponse vasoconstrictrice des artères. 

Nous démontrons ici l'importance des interactions plaquettes-neutrophiles au site 

de lésions artérielles dans la physiopathologie de la thrombose et dans les réponses 

vasoconstrictrices associées. Nos études ont démontré que le CY-1503 et la fucoidine, 

des analogues du sialyl Lewis' inhibiteurs des sélectines, peuvent efficacement inhiber 

le recrutement de neutrophiles par les plaquettes, la coactivation plaquette-neutrophile au 

site de la lésion, l'adhésion des plaquettes et des neutrophiles aux surfaces endommagées 

ainsi que la vasoconstriction artérielle. Les interactions plaquettes-neutrophiles médiées 

par les sélectines sont donc des cibles thérapeutiques potentielles qui pourraient s'avérer 

efficaces dans le traitement des pathologies vasculaires telles la thrombose, les 

vasospasmes et la resténose chronique. 
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