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LISTE DES PRINCIPALES ABBREVIATIONS

AFS : Artére fémorale superficielle

AHA : American heart association

AOMI : Artériopathie oblitérante des
membres inférieurs

AVC : Accident vasculaire cérébral

CD : Cyclodextrine
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DES : stent a élution de médicament (ang:
drug eluting stent)

DMI: Dispositif médical implantable

FDA : Food drug administration
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haute performance (ang : high performance
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

|. PROBLEMATIQUE

Les pathologies cardio-vasculaires demeurent encore aujourd’hui la premiére cause de mortalité
prématurée chez les personnes agées de 50 a 70 ans dans les pays développés (source OMS,
Organisation mondiale pour la santé).! L’athérosclérose est 1’étiologie 1a plus fréquente et
touche de fagcon préférentielle le réseau coronaire, les troncs supra-aortiques et les artéres des
membres inférieurs, on parle alors dans ce dernier cas, d’artériopathie des membres inférieurs
(AOMI). L’AOMI touche préférenticllement, suivant le terrain, les axes ilio-fémoraux ou les
artéres de jambes. Le traitement de I’AOMI s’est considérablement développé ces derniéres
anneées en particulier grace a I’essor des techniques endovasculaires dites « mini invasives » qui
comportent une dilatation au ballon (angioplastie) de I’artére plus ou moins associée a la pose
de stent par voie endoluminale. Les principaux écueils du stenting sont la thrombose aigué et
la resténose intra-stent (RIS) qui, pour des raisons encore mal élucidées, sont plus fréquentes
au niveau des artéres des membres inférieurs qu’au niveau des artéres coronaires (environ 20%
de RIS a I’étage coronaire a 1 an versus prés de 40 a 50% sur 1’artére fémorale superficielle)?
4 et ce, méme depuis ’apparition de ballons et de stents actifs, dispositifs recouverts de

molécules thérapeutiques agissant sur I’hyperplasie myointimale a 1’origine de la RIS.

L’artére fémorale superficielle (AFS) par sa localisation est une artére tres sollicitée sur le plan
mécanique contraignant de maniere importante le matériel implanté. En parallele,
I’histopathologie de la plaque athéromateuse de I’AFS présente une composante calcique plus
importante que dans les autres localisations pouvant affecter la capacité de diffusion des
molécules thérapeutiques présentes sur les dispositifs de revascularisation utilises (ballons ou

stents) dans la paroi artérielle.

A partir de ce constat, la recherche s’oriente actuellement sur 2 axes avec :

1. L’utilisation de molécules thérapeutiques plus spécifiques ciblant les mécanismes
cellulaires impliqués dans I’hyperplasie myointimale. Par exemple, les statines, par

leurs effets pléiotropes et en particulier anti-inflammatoire sont d’excellentes
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candidates.>® Des études récentes semblent donner des résultats encourageants sur leur
capacité a limiter la RIS et favoriser la cicatrisation endothéliale.

2. De nouvelles méthodes de fonctionnalisation de la surface des stents permettant
d’augmenter la biodisponibilit¢é de la molécule thérapeutique dans le temps.
L’¢lectrofilage, par exemple, processus de fabrication de nanofibres (NFs), est I'une de
ces techniques innovantes, permettant de stabiliser I’absorption et 1’incorporation de

molécule thérapeutique au dispositif et offrant une libération prolongée.’

Les études in vivo sur modéle animal sont indispensables pour valider la sécurité et ’efficacité
de tout nouveau dispositif médical implantable (DMI).2 Une difficulté importante au
développement de ces DMI repose sur la difficulté d’utilisation de modéles d’évaluation pré-
cliniques pertinents. Si les résultats concernant la sécurité des DMI peuvent étre transposés
assez stirement de I’animal vers I’humain, les résultats sont moins certains lorsqu’il s’agit
d’évaluer I’efficacité du DMI. A ce jour, aucun des modeles animaux publiés ne semble

s’affirmer comme un mod¢le de référence pour I’étude des DMI vasculaires.
[1. OBJECTIF

Les objectifs de ce travail sont multiples et s’inscrivent dans la continuité des travaux déja
menés au sein du laboratoire sur la conception et I’évaluation pré-clinique de nouveaux stents
luttant contre la RIS pour une utilisation dans la pathologie artérielle périphérique. Nos objectifs
étaient dans un premier temps, de développer et proposer un modele animal reproductible et
validé pour homogéneiser les évaluations des nouveaux stents actifs pour la pathologie artérielle
périphérique, puis dans un second temps, valoriser ce modele animal en I’appliquant a
I’évaluation pré-clinique de stents recouverts d’une membrane électrofilée contenant de la

simvastatine (SV) développée au sein du laboratoire.

I11. PRESENTATION DU MANUSCRIT

La premiére partie de ce manuscrit sera consacrée a la revue de la littérature concernant la
pathologie athérosclérotique de facon globale et plus spécifiquement a 1’étage périphérique puis

les avancées des différents stents actifs disponibles sur le marché utilisés dans ces indications.
2
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Seront ensuite abordés les modéles animaux et les problématiques de la recherche
translationnelle entre 1’animal et ’homme sur la thématique de la RIS a 1’étage fémorale

superficielle essentiellement.

Dans une deuxiéme partie sera abordé le modeéle animal lagomorphe, son élaboration, sa
validation interne en tant que mod¢le d hyperplasie myointimale et externe dans 1’évaluation in

vivo de stents actifs commercialisés.

La troisieme partie sera consacrée aux travaux menés sur 1’élaboration de stents fonctionnalisés
et recouverts d’une membrane électrofilée contenant de la SV, dont I’objectif est de limiter la
RIS ainsi que leur évaluation in vivo sur le modéle lagomorphe athérosclérotique précédemment
décrit. La conception et 1’évaluation in vitro de ces stents actifs ont déja fait 1’objet d’une

publication par notre équipe en collaboration avec I’"UMET (Université de Lille).°

Enfin nous discuterons des perspectives de ce projet avec en particulier 1’utilisation d’autres
polyméres sur ce méme modeéle de stents recouverts d’'une membrane électrofilées contenant

de la SV pour lesquels le modele animal doit permettre une évaluation in vivo fiable.
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PARTIE 1

REVUE DE LA LITTERATURE
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REVUE DE LA LITTERATURE

|. GENERALITES

Les pathologies cardio-vasculaires demeurent encore aujourd’hui la premiére cause de mortalité
prématurée chez les personnes agées de 50 a 70 ans (source OMS, Organisation mondiale pour
la santé). L’OMS estime a 17,9 millions le nombre de déces imputables aux maladies cardio-
vasculaires par an soit environ 32% de la mortalité mondiale. Longtemps considérées comme
un probléme de santé des pays a revenu élevés, ces maladies constituent maintenant un
probléme de développement pour les pays a revenu faible ou intermédiaire ou les habitants ne
peuvent pas bénéficier des programmes de dépistage, de la prise en charge des facteurs de
risques et de traitement chirurgicaux adaptés.! L’athérosclérose est la principale étiologie et se
caractérise par le dépbt de plaques d’athérome dans la paroi artérielle. Trois localisations
artérielles sont particulierement affectées par cette maladie, le réseau coronaire a 1’origine
d’infarctus du myocarde, les troncs supra-aortiques dont le risque est 1’accident vasculaire
cerébral (AVC) et les arteres des membres inférieurs responsable alors d’AOMI, altérant la
qualité de vie et menagant d’amputation ; pathologie qui nous intéresse plus particulierement

dans ce travail.

[.1 Le réseau artériel

1.1.1. Généralités

Le réseau artériel assure la perfusion de ’ensemble du corps en transportant le sang oxygéné
depuis le ceeur jusqu’aux différents tissus et organes. On parle aussi de « grande circulation »
en opposition avec la « petite circulation » qui assure la décarboxylation du sang et son

oxygeénation via les artéres et les veines pulmonaires.

Dans un besoin de classifier de facon consensuelle les vascularites, ensemble de pathologies
intéressant les différents vaisseaux et en particulier les arteres et dont fait partie I’athérosclérose,
la société de rhumatologie a propose en 1994 une classification des vaisseaux et plus

spécifiqguement des artéres en fonction de leur diamétre.1°



Revue de la littérature

On définit ainsi :
- Lesartéres de gros calibre : I’aorte et ses branches de division,
- Les artéres de moyen calibre : < de 5 mm de diametre dont les arteres viscérales
et rénales
- Les arteres de petit calibre : <2 mm de diamétre

- Les artérioles et capillaires

Cette différence de calibre s’associe a des différences histologiques.

Les artéres de gros calibre sont dites élastiques car leur paroi est plus riche en fibres élastiques
concentriques. Cette spécificité leur permet de mieux résister aux variations importantes de

pression qu’elles subissent.

Les artéres de moyen et petit calibre sont dites musculaires. La paroi est riche en cellules
musculaires lisses (CML). Ces arteres jouent un réle de régulation de la distribution sanguine

et de maintien de la pression artérielle.

Dans ce travail nous nous intéresserons principalement a I’AFS qui est une artere de moyen

calibre et donc musculaire.

1.1.2. Anatomie de [’AFS

L’AFS est I’une des deux branches de division de 1’artére fémorale commune, la deuxiéme étant
I’artére fémorale profonde. C’est une artere de passage qui donne peu de collatérales en dehors
de I’artere descendante du genou. Elle est I’artere la plus longue du corps humain. L’ AFS nait
a la pointe du scarpa (ou trigone fémoral) (Fig 1A), un espace anatomique en forme de triangle
dont la pointe est tournée vers le bas, délimité en dehors par le muscle sartorius, en dedans par
le muscle moyen adducteur. Le bord supeérieur est délimité par le ligament inguinal, en arriere
le plancher est formé par les muscles ilio-psoas et pectiné et en avant le toit est constitué du
fascia criblé ou cribiformis. L’AFS chemine ensuite entre les masses musculaires de la cuisse
(Fig 1B), en arriere du muscle sartorius et du vaste medial, en avant des muscles adducteurs et
en dedans du fascia subsartorial qui est une lame fibreuse tendue entre le vaste médiale et le

grand adducteur. En arriére de I’AFS chemine la veine fémorale et en avant le nerf saphene.
6
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L’AFS se prolonge par ’artére poplitée aprés avoir traversé 1’anneau tendineux du grand

adducteur formé par les faisceaux moyen et inférieur du grand adducteur. Ce tunnel tendineux

ou I’AFS chemine puis devient 1’artére poplitée est également appelé canal de Hunter ou canal

des adducteurs. Cette zone est particulierement a risque de lésions athérosclérotiques séveres

puis aprés traitement endovasculaire, de RIS ou de complications telles que des fractures de

stent.

Lpine hague antéro-supdricure

Nert cutane Literal de Lo cuase (coupe)
Ligament inguinal

Marscle tensew
du fason lata (écante)

Musche sartosius (coopd)
Muscle thopsoas

Varseaus crcontioxes Musches Muscle liopsos
ihaques superficels pett et

maoyen
Vanseaun epigastngues  fessiers
supethcicts
Vasseaus homteux
extemnes superbiciel
et protond

Muscle
X Dt

Attiee
ovcondexe
Lasérale
dola
cubsse
. Musche
- droit de
12 Cuisse
Musche
vasse
Ladral

Cand des
adducieurs
{ouvert avec
exrivse du

Muscle
vaste
médial

[ P A 2 VI

Gaine Nerf saphéne
emorake

Nerl, atere ¢
veine fémarales
vaste mddal

Muscle pechnd

Muscie grand
Astive lemorale adducteur

profonde

Bl

EERY

Nest
saphéne et
ranwau
Muscie saphéne de
long Fartére
aductew  descendanae
u genou

.

sous le muscle

sdducteurs))
Muscle

SMOas Rameau arte Muscle sartorius
odaire de 'amive (Coupi')
descendante du 1
Muscle vaste RONOU [émer. Anis
achial Rean du muscle Arfere supsrto-
o vaste médial) mackale du genou
F : lissue de Fartére
i bt (coopd) periie
ANASIOmose popitee)
Mussc be droit de L cunse patellire
Arsete inféro
Musche vaste Ritéral Rameau indea médiate du groon
potellaee du lissue de Fande
Muscle tenseur da tascia lata Noett saphdne

popieie

Nerl, andre et
veing {6mor dles

Artére Mmorale
profonde

Manscle long adducieyr

musche sanocus)

Nerf du muscle

Seplum satisartonal
Iseptum inlermusc ulaire
antéromédial [ wood

saftanius | recouviant

By Ventrée des vasseaux
femoraux daes la fosse
popheée [canal des

Figure 1 : Planche de dissection montrant les rapports anatomiques de I’AFS au niveau du scarpa (A) puis son
cheminement au sein des masses musculaires de la cuisse et son passage sous I’anneau tendineux du grand

adducteur ou elle devient alors artere poplitée (B). (images issues du traité d’anatomie Netter)
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1.1.3. Histologie de la paroi artérielle

La paroi artérielle est composée de trois tuniques (Fig 2) :
a) l’intima

C’est une monocouche de cellules endothéliales jointives qui reposent sur une membrane basale
constituée de macromolécules de la matrice extra-cellulaire (MEC). Elle joue un r6le de barriéere
entre la paroi artérielle et les éléments circulants mais peut, apres expression de certaines
molécules d’adhésion permettre le passage d’éléments du sang vers D’intérieur de la paroi
artérielle. L ’intima, longtemps considérée comme une simple barriére entre ¢éléments circulants
du sang et paroi artérielle apparait en fait comme une véritable régulatrice de 1’homéostasie
vasculaire (vasoconstriction/vasodilatation) et sécrete de nombreuses substances actives qui
influent également sur la thrombogénese et la fibrinolyse, 1’adhésion et la transduction de
cellules circulantes, la migration, la prolifération et 1’apoptose des CML de la media, ce qui lui
confére un role de glande endocrine et paracrine. Concernant ses fonctions antithrombotiques,
les principales substances secrétées sont 1’activateur tissulaire de plasminogéne (t-PA), la
thrombomoduline et certaines prostacyclines, PG12 en particulier, un puissant inhibiteur de
I’agrégation plaquettaire. On comprend ainsi qu’en cas de dysfonction endothéliale, il existe un
risque d’activation plaquettaire a 1’origine du clou plaquettaire et d’une thrombose artérielle ou

thrombose aigué de stent précoce ou tardive apres un geste de revascularisation.

L’endothélium sain sécréte de fagon adaptée des molécules vasodilatatrices et
vasoconstrictives. La principale substance vasodilatatrice est 1’oxyde nitrique (NO) mais on
citera également la bradykinine et certaines prostacyclines. Ces molécules jouent aussi un role
limitant sur 1’agrégation plaquettaire et la prolifération des CML. L’endothéline et
I’angiotensine II représentent les principales molécules vasoconstrictives. Elles favorisent aussi
la prolifération des CML. La diminution de la production de NO apparait comme le premier
¢lément en cas de dysfonction endothéliale. L’endothélium perd alors son role de barriere et
devient plus perméable aux macromolécules comme les lipoprotéines qui sont plus facilement
oxydées en I’absence de NO. Ceci constitue 1’une des premiéres étapes de la formation de
plaques d’athérome. La diminution de production de NO est également responsable de la
production importante de molécules pro-inflammatoires telle que les cytokines qui participent
a 1’adhésion et la diapédeése de leucocytes puis leur activation qui est favorisée par le stress

oxydatif et la présence de radicaux libres.
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L’athérosclérose, la RIS, la thrombose aigué de stent, phénoménes qui nous intéressent plus
particulierement dans ce travail, trouvent une partie de leurs explications dans les phénomenes

de dysfonction endothéliale.

b) Lamedia:

Elle est constituée de nombreuses couches de CML et de fibres élastiques entourées de
macromolécules de la MEC et en particulier de collagene de type | et Ill. En fonction du
caractére musculaire ou élastique de I’artére, sa composition en CML, en collagene et en fibres
élastiques varie. La media confére la majeure partie des propriétés mécaniques a la paroi
artérielle. Dans le cadre des artéres musculaires comme I’AFS, elle est responsable des
fonctions vasomotrices, d’amortissement de pression artérielle et de restitution de I’énergie en
diastole. Son action vasomotrice est sous la dépendance du systéme nerveux autonome via les
nerfs siégeant dans I’adventice et de certaines substances actives secrétées par 1’intima,
I’angiotensine II en particulier. La limitante élastique interne (LEI) détermine la frontiére entre

intima et media.

c) L’adventice :

Elle est constituée essentiellement de fibroblastes et assure, grace aux vasa-vasorum (ensemble
de petits vaisseaux), la vascularisation des 2/3 externes de la paroi artérielle. Le tiers le plus
interne est vascularisé directement par les éléments circulants de la lumiére artérielle. Elle
comporte également des éléments nerveux qui concourent a la vasomotricité de la paroi

artérielle. La limitante élastique externe (LEE) détermine la frontiére entre media et adventive.

L’intima et la media sont plus particulierement impliquées dans 1’athérosclérose et les

phenomeénes de RIS.



Revue de la littérature

Adventice

Figure 2 : Schéma illustrant les différentes couches de la paroi artérielle avec en partant de I’intérieur de la lumiére,
I’intima constituée d’une monocouche de cellules endothéliales puis la media et enfin I’adventice. La LEI constitue
la limite entre endothélium et media et la LEE constitue la limite entre media et adventice (images libres de droits
Servier Médical)

[.2. L'athérosclérose

1.2.1. Généralités

Les premiers travaux sur I’athérosclérose semblent remonter & la seconde moitié du
X1X®me siécle, pourtant le terme « d’athérosclérose », dont 1’étymologie provient du grec
«athéromay, kyste rempli de matiére graisseuse et «scleron» qui exprime la notion de rigidité,
a été introduit pour la premiere fois en 1904 par Félix Marchand pathologiste allemand. Cette
pathologie intéresse les vaisseaux artériels de gros et moyen calibre, c¢’est-a-dire ’aorte, ses

branches de division et jusqu’aux arteres de plus de 2 mm de calibre.

L’athérosclérose est définie par « une association variable de remaniements de I’intima des

artéres de gros et moyen calibre consistant en une accumulation focale de lipides, de glucides
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complexes, de sang et de produits sanguins, de tissus fibreux et de dépdts calcaires. Le tout
s’accompagne d’une modification de la media » (définition de I’OMS de 1958).1* Plusieurs

théories ont été avancées pour expliquer 1’origine de 1’athérosclérose :

- La théorie de «Il’agression» de Virschow, ou I’athérosclérose est la
conséquence d’une Iésion ou agression de la paroi artérielle, plus
particulierement de I’intima, qui peut étre mécanique, chimique et dans certains
cas, infectieuse et qui s’accompagne d’une perméabilité¢ plus importante de la
paroi artérielle aux éléments circulants

- La théorie de « I’incrustation » ou thrombogénique de Von Rokitansky, ou
I’athérosclérose est la conséquence de I’infiltration par des dépdts de fibrine et
des plaquettes de la paroi artérielle

- La théorie de la multiplication des myocytes intimaux de Ross et Barken ou le
processus athéromateux débute par une prolifération de myocytes accompagnée
d’une production de tissu conjonctif et d’'une accumulation de lipides

L’athérosclérose est une maladie complexe qui met en jeu des processus endogenes et exogenes
multiples non complétement élucidés et qui incorpore des éléments des 3 théories. Elle est
actuellement considérée comme une réponse inflammatoire chronique de la paroi artérielle a
une agression endothéliale initiale dont la progression serait entretenue par des interactions

entre les lipoprotéines plasmatiques, les monocytes-macrophages, les lymphocytes T et les

constituants de la paroi artérielle.*?

Ces modifications de la paroi artérielle sont a I’origine de sténoses (rétrécissements) voire de
thromboses (occlusions) artérielles. Ces depots lipidiques apparaissent des le plus jeune age
mais deviennent généralement symptomatiques apres cinquante ans. Ils sont favorisés par
certains facteurs de risque dits cardiovasculaires (FDRCV), intrinseques (ou non modifiables)
(age, sexe, antécédents familiaux) et extrinseques (ou modifiables) (tabagisme, diabete,

hypertension artérielle, sédentarité, dyslipidémie et obésité).
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1.2.2. Physiopathologie de [’athérosclérose

Les plaques d’athérome intéressent 1’intima et la media et par conséquent impliquent la MEC
constituée de 4 types de protéines (collagene, fibres élastiques, glycoprotéines de structure et

protéoglycanes).

L’hypercholestérolémie (par excés de lipoprotéines de basse densité dans le sang (ou LDL
cholesterol en anglais pour low density lipoprotein)) et les hypertriglycéridémies (par excés de
VLDL cholestérol, very low density lipoprotein, et chylomicrons), sont liées au déséquilibre
entre apports alimentaires, taux circulant et élimination. Elles sont aujourd’hui reconnues
comme les précurseurs de la formation de plaques d’athérome en provoquant la dysfonction
endothéliale. Le cholestérol a un rdle physiologique puisqu’il permet d’apporter aux tissus le
cholestérol, les vitamines lipophiles A, D, E et K, nécessaires au bon fonctionnement cellulaire
et tissulaire. Le LDL cholestérol est considéré comme le mauvais cholestérol et a I’origine des
phénomeénes de plaques d’athérome. Son taux sanguin ne devrait probablement pas excéder 0.5-
0.8 mmol/l. On I’oppose au HDL, high-density lipoprotein qui rapporte I’excés de cholestérol
au foie et joue un réle de « nettoyeur du cholestérol » souvent considéré comme le « bon
cholestérol » méme si aucune thérapeutique visant a augmenter son taux sanguin n’a démontré

son efficacité.

Quatre types cellulaires sont particuliérement impliqués dans la formation d’athérome : les
cellules endothéliales, les CML, les macrophages et les lymphocytes T.

L’inflammation est également un acteur a plusieurs niveaux de la formation, de la progression

et de la complication des plaques d’athérome.

L’ American Heart Association (AHA) a défini en 1995, 6 stades d’évolution de la plaque a
partir de données histologiques et structurales 3 puis finalement ce sont 8 aprés débats'* et

actualisation des connaissances en 2000 qui sont avancés®®:

- stade | : la paroi artérielle est d’épaisseur normale ou discrétement épaissie. On
note la présence de dép6ts de quelques macrophages, 1’accumulation de lipides
et de cellules spumeuses

- stade Il : Ce sont des lésions de type | associées a des CML en exces, la présence
de lymphocytes T et de rares mastocytes avec ou sans épaississement de I’intima.

On parle de stries lipidiques.

12



Revue de la littérature

Les lésions de stade | et Il sont physiologiques et présents chez tous les sujets.

stade I11 : Ce sont les Iésions pré athéromateuses. Les lésions sont similaires aux

type Il mais avec d’importants dépots lipidiques extra-cellulaires

- stade IV : Ce sont les 1ésions d’athérome décrites par I’OMS avec d’importantes
plaques intimales et la formation d’un ceeur lipidique secondaire a
I’accumulation des dépots lipidiques

- stade V : c’est le stade de fibro-athérome, le ceeur lipidique est recouvert d’une
enveloppe fibreuse riche en protéoglycanes, cellules spumeuses et CML.

- stade VI : ce sont les lésions secondaires a la complication de plaques. En cas de
rupture de l’intima par érosion de la coque fibreuse, il existe un risque
d’hémorragie sur plaque qui peut se compliquer de thrombose artérielle ou
d’emboles et qui sont a I’origine des symptomes cliniques aigus (ischémie aigué
de membre, infarctus du myocarde)

- stade VII : ce sont des lésions a prédominance calcifiées

- stade VIII : ce sont des lésions fibreuses

L’AHA recommande donc a ce jour I’utilisation de cette classification chiffrée et actualisée,
avec 1’ajout des Iésions de stade VII et VIII, pour définir les stades d’évolution de la maladie.
Cependant les voies d’évolution de la maladie a partir du stade IV peuvent ne pas étre linéaires
(Fig 3) et d’autres voies d’évolution pourront étre ajoutées a celles déja definies en fonction de

[’avancée des connaissances.

La formation des plaques d’athérome peut se définir selon trois étapes : la formation, la

croissance et la complication de plaque.

La premicre étape de la formation des plaques d’athérome correspond a I’accumulation de LDL-
cholestérol essentiellement dans 1’intima. Ce phénomene est facilité par un taux de cholestérol
circulant élevé, un dysfonctionnement de 1’endothélium qui est rendu plus perméable aux
macromolécules et donc aux lipoprotéines a cause de I’hypercholestérolémie et de certains
facteurs hémodynamiques comme le flux turbulent induit par les bifurcations, I’hypertension et

les forces de cisaillement (« shear stress »).
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Figure 3 : Schéma de la séquence d'évolution des Iésions athérosclérotiques du type | au type 1V et des différentes
voies ultérieures possibles de progression vers des types de Iésions au-dela du type IV. Le diagramme énumeére les
principales caractéristiques histologiques de chaque étape séquentielle (type de lésion). Les fléches épaisses ou
fines différencient la facilité relative avec laquelle les Iésions se développent d’un stade a un autre, ou bien elles
indiquent la fréquence et I'importance relatives d'une section de la voie.1°

Le LDL-cholestérol une fois dans I’intima est oxydé¢ par les radicaux libres oxygénés libérés
par les cellules endothéliales, les macrophages et les CML. Le NO limite normalement
I’oxydation du LDL-cholestérol mais sa production est diminuée en cas de dysfonction

endothéliale. On parle alors de LDL-oxydés.

Les LDL-oxydés activent I’endothélium qui exprime alors de fagon exacerbé certains molécules
d’adhésion a destinée des monocytes (I’intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) et les

vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)). Une fois passes en sous intimal, les monocytes
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au contact des LDL-oxydées sont activés et deviennent des macrophages dont le réle est

phagocyter d’importantes quantités de LDL-oxydés par I’intermédiaire de récepteurs d

de

its

éboueurs (scavenger). Surchargés en cholestéerol, les macrophages deviennent des cellules

spumeuses. Le LDL-cholestérol peut également s’accumuler en se liant aux protéoglycanes

la MEC formant ainsi des amas puis se lier aux CML via des récepteurs dit LRP (low-density

lipoprotein receptor-related protein). Ces amas contribueront a la croissance des Iésions dans

temps. Cela correspond aux lésions de stade | de I’AHA.

de

le

Lorsque ces cellules spumeuses s’accumulent, elles forment des stries lipidiques qui

correspondent aux lésions de stade 11 de I’AHA schématisées sur la figure 4.

Si la relation de cause a effet entre exces de LDL-cholestérol et athérosclérose est aujourd’hui

prouvée et reconnue, des preuves robustes cliniques manquent encore pour confirmer le réle

pro-athéromateux de I’oxydation des LDL pourtant documenté de facon expérimenta

LDL particle Classic
monocyte

Macrophage
r.
&/ foamcell

Adhesion
) o molecule
Intima o (@) Internal elastic membrane
: | P
_— Blood vessel Smooth
Media muscle cells

Adventitia Mast cell External elastic membrané

Figure 4 : Etapes 1 et 2 de la formation d’athérome ¢ Dans un premier temps, le LDL cholestérol franchit |

le.

a

barriére endothéliale favorisé par des taux sanguin de LDL cholestérol élevés et une dysfonction endothéliale, puis
les monocytes franchissent également cette barriere et deviennent macrophages au contact des LDL oxydés.

Lorsque les macrophages ont phagocyté trop de LDL cholestérol, on parle alors de cellules spumeuses qui e

n

s’accumulant forment des stries lipidiques. En paralléle, on note des interactions entre LDL cholestérol, CML et

MEC.
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L’utilisation de molécules antioxydatives, comme le soccinobuccol, n’a pas montré, par

exemple, de bénéfice sur la réduction de I’athérosclérose.

Les cellules spumeuses entrent ensuite en apoptose et relarguent des débris lipidiques.
Monocytes et leucocytes actives secrétent des cytokines pro-inflammatoires, I’interleukine (IL)-
10 et le transforming growth factor (TGF)-B, qui favorisent I’activation de 1’endothélium et alterent
entre autres ses propriétés anti-thrombotiques. Dans un premier temps, les lipides extracellulaires

s’accumulent apreés la mort des cellules spumeuses, ce sont les Iésions de stade 111 de I’AHA.

Puis les lipides s’accumulent sous les cellules spumeuses constituant un centre lipidique riche
en cholestérol et en débris cellulaires liés a I’apoptose des cellules spumeuses ce qui constitue

les lésions de stade IV de I’AHA. Ces lésions ne sont pas entourées de réaction fibreuse.

Les macrophages activés et les CML entrainent un relargage d’endothéline qui elle-méme
entraine une prolifération des CML et contribuent au développement des plaques d’athérome.
Les plaques peuvent alors se développer pendant quelques années sans retentissement, du fait
du remodelage vasculaire qui permet un élargissement compensatoire du calibre de 1’artere.
Lorsque ce remodelage n’est plus suffisant, la plaque progresse vers la lumiére artérielle et
provoque une sténose artérielle. Le ceeur lipidique constitué de cellules parfois nécrotiques, de
lipides extracellulaires, de cellules géantes, de macrophages spumeux et de CML, est ensuite
entouré d’une chape fibreuse, constituée d’une matrice contenant entre autre du collagéne, des
CML, des lymphocytes T, des macrophages et des cellules inflammatoires. C’est la Iésion

typique d’athérome décrite par I’OMS et qui correspond aux lésions de type V de ’AHA.

Les étapes 3, 4 et 5 de la formation d’une plaque d’athérome sont schématisées dans la figure 5
issue de I’article intitulé « Atherosclérosis » publié en 2019 dans la célébre revue Nature dans
lequel I’équipe d’Harvard fait une mise au point sur les connaissances actuelles, les questions
encore en suspens et les challenges a relever dans ce domaine pour une meilleure

compréhension de la maladie et une optimisation de la prise en charge des patients.®
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Figure 5 : Etape 3, 4 et 5 de la formation de la plaque d’athérome.'® Les macrophages ou cellules spumeuses
rentrent en apoptose. LDL en excés et débris cellulaires s’accumulent et s’enrichissent d’une chape fibreuse
constituée entre autre de collageéne produits par les CML activées. Cette plaque d’athérome une fois constituée
continue a se développer jusqu’a faire sailli vers la lumiére du vaisseau.

Cette plaque d’athérome entourée de sa chape fibreuse est illustrée sur la figure 6. La plaque ne

fait pas dans ce cas encore sailli vers la lumiére artérielle grace au remodelage artérielle.

Mailles du stent

Lumiére artérielle

Chape fibreuse

Cceur lipidique nécrosé

Figure 6 : Exemple de plaque d’athérome sur une artére stentée de lapin avec un cceur lipidique et une enveloppe
fibreuse épaisse sans retentissement sur le calibre de la lumiére artérielle grace au remodelage vasculaire (coupe
histologique issue de ce travail)
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Tant que I’intima est intact, la plaque est dite non compliquée. En cas de rupture de la barriére
endothéliale, on parle de rupture de plaque avec un risque d’hémorragie sur plaque, d’emboles,
de thrombose de plaque a 1’origine d’événements artériels aigus, majoritairement reportés au
niveau coronarien. A 1’étage fémoro-poplité, les plaques sont souvent plus fibreuses et
calcifiées et deviennent plus volontiers symptomatiques lorsque la lumiére du vaisseau est

suffisamment rétrécie pour entrainer des répercussions hémodynamiques sur le lit d’aval.

1.2.3. Spécificités des lésions calcifiées

Les plagues riches en calcium représentent un sous-groupe des lésions d’athérome que 1’on
retrouve plus particulierement dans les atteintes artérielles périphériques comme 1’AOMI et
plus spécifiquement chez les patients diabétiques et/ou insuffisants rénaux séveres. La présence
de calcifications vasculaires séveéres est considérée comme un facteur prédictif indépendant de
mortalité liée aux pathologies cardiovasculaires.!” Ces calcifications vasculaires peuvent se
développer sous 4 formes principales : calcifications artérielles de la media ou maladie de
Mdnckeberg, calcifications athérosclérotiques intimales, calcifications de la valve cardiaque et
la calciphylaxie ou artériolopathie calcique et urémique avec dépots dans les tissus mous. La
présence de tissus « os-like » dans la paroi artérielle athérosclérotique est connue depuis le

début du 195 siécle.

Nous nous attarderons sur la maladie de Monckeberg plus fréquente a 1’étage fémoro-poplité.
La maladie de Mdnckeberg se caractérise par une dégénérescence non inflammatoire et une
calcification de la paroi artérielle qui intéresse plus particulierement la media. L’intima et
I’adventice sont généralement respectées. La media des arteres de moyen et petit calibre devient
le siege de calcifications, avec accumulation de calcium et de phosphate, indépendamment de
la présence d’athérome contrairement aux calcifications de 1’intima visible dans
I’athérosclérose. Cette atteinte est favorisée par le diabéte et 1’insuffisance rénale terminale ou

dialysée et reste moins fréquente a I’étage des coronaires.

Le calcium est un élément indispensable dans plusieurs mécanismes physiologiques comme la
coagulation, la régulation du rythme cardiaque, le systéme endocrinien et neuronal ... Son
absorption dans 1’organisme fait suite a son ingestion via l’alimentation et son stockage

s’effectue normalement au niveau des os et des dents. On a longtemps pensé que les
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calcifications artérielles étaient un phénomene passif, secondaire a la présence en exces de
calcium et de phosphates dans la circulation artérielle qui s’accumulaient et précipitaient sous
forme de cristaux d’hydroxyapatite dans la paroi des vaisseaux. Pourtant la biominéralisation
artérielle serait plutdt la conséquence d’un processus complexe et actif reconnu'®, ou les
calcifications artérielles sont le fruit d’'un métabolisme cellulaire actif et régulé mettant en jeu
la différenciation des macrophages et des CML en cellules « osteoclast-like » comme lors de la

formation des 0s.°

De facon générale, la minéralisation osseuse est initiée par la sécrétion de vésicules matricielles
par les ostéoblastes et les chondrocytes. Ce type de veésicules contient des cristaux
d’hydroxyapatites qui agissent comme des noyaux d’ossification pour la cascade de la
minéralisation. Il existe deux types d’ossification, intra-membraneuse ou endochondrales toutes
deux régulées par de nombreux signaux dont les protéines morphogénétiques osseuses (BMP,
bone morphogenetic protein), I’lhomologue 2 de la protéine homéobox du segment musculaire
(Msx2), le facteur de transcription 2 lié & Runt (Runx2), le Y-box 9 de la région déterminant le
sexe (Sox 9) et le Wnt. L’ossification endochondrale consiste en un dép6t de tissu osseux sur
des travées de cartilage calcifiés préalablement formés et 1’ossification intra-membraneuse

correspond a la transformation d’un tissu conjonctif en un tissu osseux sans cartilage préalable.

Dans les phénomeénes de calcifications artérielles, 1’excés d’ions calcium et de phosphates
circulants associee a des vésicules matricielles sont a 1’origine de la minéralisation de la media.
Deux types de vésicules ont été identifiés : i) les corps apoptotiques des cellules mortes ou en
cours d’apoptose et ii) les vésicules matricielles minéralisantes qui proviennent des CML et de
cellules vasculaires calcifiantes qui ont une activité trés prolifique et sont a 1’origine d’une
calcification similaire a la calcification intra-membraneuse. Les vésicules renferment diverses
protéines, des lipides, et une variété d’enzymes (phosphatases alcalines, pyrophosphatases,
peptidases neutres et protéases). Le stress oxydatif et des cytokines inflammatoires activent une
cascade de signalisation entre la protéine morphogénétique osseuse 2 (BMP2) et I’homologue
de I’homéoboxe du segment musculaire (Msx2). Dans la maladie de Maodnckeberg, la
calcification de la media est favorisée par la perte d’expression de certaines protéines (protéine
Gla et ostéonectine) par les CML dé-différenciées. Ces protéines servent normalement a inhiber
les phénomeénes de calcification et induisent dans cette situation une mise en activité exagérée

des enzymes protéolytiques de la MEC et par conséquent une destruction excessive des
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protéines de la MEC. Cela concoure & la formation de Iésions nécrotiques qui modifient
I’équilibre métabolique en particulier calcique et favorise la formation de 1¢ésions calciques de

la media.?°

1.2.4. Facteurs de risque de I’athérosclérose et prévention du risque cardiovasculaire

La premiére étude s’intéressant aux pathologies cardio-vasculaires et a ses facteurs de risque
remonte a 1948 et se nommait la « Framingham Heart Study ».2! Dans les années 40, le taux de
déces lié aux maladies cardio-vasculaires est devenu particuliérement pré-occupant aux Etats-
Unis sans que I’on ne comprenne véritablement ’origine de ces pathologies, « on mourrait du
ceeur ». Le président Franklin Roosevelt n’échappe pas a la régle et décédera de complications
cardiaques liées a I’absence de prise en charge et de dépistage des facteurs de risque
cardiovasculaire (FDRCV) dont I’hypertension artérielle. Sa tension artérielle avoisinait les
300/190mmHg quelques jours avant son déces. Cet événement est entre autre a 1’origine de la
« Framingham Heart Study », une étude épidémiologique longitudinale débutée en 1948 sous
I’impulsion de son successeur le président Truman et qui s’étalera sur 20 ans avec pour objectif

de mieux comprendre ce nouveau fléau du XX siécle.

Les FDRCYV sont classés en FDRCV non modifiables et modifiables. La premiere catégorie
comprend 1’age, le sexe masculin et les antécédents familiaux de pathologie cardio-vasculaire.
La seconde catégorie intéresse le tabac, le diabéte, I’hypertension artérielle, les dyslipidémies
et I’obésité/sédentarité. L’ intoxication tabagique et le diabéte sont particulieérement incriminés
dans le développement des Iésions athéromateuses de I’AOMI, I’hypertension artérielle est a

haut risque d’AVC et les dyslipidémies d’accidents coronariens.??

La prévention des risques cardiovasculaires reposent sur des recommandations régulierement
ré-actualisées dont les plus récentes datent de 2021 par la société européenne de cardiologie.?®
Cette prévention repose assez simplement sur une hygiéne de vie saine et I’absence

d’intoxication tabagique.
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I.2.4.a. La dyslipidémie

L’impact péjoratif de la dyslipidémie et en particulier I’excés de LDL-cholestérol circulant sur
le risque cardio-vasculaire a eté démontré via de nombreuses études observationnelles,
interventionnelles et également génétiques.?* A I’inverse, il est démontré que la diminution du
LDL-cholestérol circulant de 1 mmol/L via I’utilisation de statines réduit de fagon significative
le risque d’accident cardiovasculaire (RR 0.79, 95% CI 0.77-0.81) a 5 ans indépendamment du
contréle des autres FDRCV.?® Le HDL-cholestérol joue un rdle important bien que des doses

élevées pourrait avoir un effet négatif sans confirmation a ce jour par des études randomisees.

1.2.4.b L hypertension artérielle (HTA)

L’HTA est un FDRCV reconnu depuis les premiéres conclusions de la Framingham Heart
Study. 11 est aujourd’hui admis que la pression artérielle systolique doit étre < 130 mmHg et la
pression artérielle diastoliqgue < 90 mmHg pourtant certaines études semblent méme montrer
des bénéfices en terme de prévention cardiovasculaire avec des chiffres de PAS encore plus
faibles.?

I.2.4.c. Le tabagisme

Le tabagisme est un FDRCV que 1’on ne présente plus puisqu’il est responsable de pres de 50%
des morts évitables dont la moitié secondaire a une pathologie cardio-vasculaire. Chez les moins
de 50 ans, les fumeurs ont 5 fois plus de risque de présenter un accident cardiovasculaire que

les non-fumeurs?’ et I’arrét de 1’intoxication tabagique réduit ce risque de fagon significative.

1.2.4.d. Le diabete

L’hyperglycémie favorise la dysfonction endothéliale qui participe a favoriser le passage du
LDL cholestérol dans la paroi artérielle et altére les phénomenes de relaxation artérielle.
L’hyperglycémie est également a [’origine d’un état pro-coagulant qui favorise les

complications cardiovasculaires.?®
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I.2.4.e. Surpoids et adiposité androide

Il est reconnu a ce jour que I’indice de masse corporelle et le tour de taille présentent une relation

linéaire avec la mortalité liée au risque cardio-vasculaire.?®

1.2.4.f. L’dge, le sexe et les antécédents familiaux.

Avant la ménopause, les femmes sont moins sujettes que les hommes aux pathologies cardio-
vasculaires, protégées par des facteurs hormonaux. L’AOMI survient majoritairement apres
50 ans chez I’homme et aprés 60 ans chez la femme. La présence d’antécédents familiaux
d’AVC avant 60 ans et/ou d’infarctus du myocarde avant 50 ans chez I’homme et 60 ans chez
la femme est un facteur de risque de pathologies cardio-vasculaires déterminant une certaine

prédisposition génétique.

L’athérosclérose peut toucher I’ensemble des arteres de gros et moyen calibres. L atteinte peut
étre chronique et/ou se manifester par des événements aigus. L’atteinte des artéres coronaires
est probablement la plus connue du grand publique puisqu’elle est responsable d’infarctus du
mycocarde et d’angor ou angine de poitrine. Les atteintes des troncs supra-aortiques peuvent
étre a l'origine d’AVC. L’atteinte peut également concerner les troncs digestifs (tronc
coeliaque, artéere mésentérique supérieure et inférieure) et étre responsable d’ischémie
mésentérique ou d’angor mésentérique, pathologies souvent sous-diagnostiquée méme par le
corps médical. Enfin I’atteinte des artéres des membres inférieurs est a 1’origine de I’AOMI qui

est la pathologie qui nous intéressera de facon privilégiée dans ce travail.

[.3. L'artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI)

1.3.1. Généralités

L‘AOMI est caractérisée par un rétrécissement du calibre des artéres a destination des membres
inférieurs, qui entraine une perte de charge hémodynamique, avec ou sans traduction clinique,
dont le meilleur témoin est la chute de 1’index de pression systolique (IPS) (définition HAS).

L’AOMI appartient au cadre nosologique des pathologies cardiovasculaires. Le meilleur
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marqueur diagnostique de I’AOMI demeure a ce jour la mesure de I’IPS. Ce dernier correspond
au rapport entre la pression artérielle systolique (PAS) prise a la cheville et la PAS prise au

bras. Il se mesure a I’aide d’une sonde doppler.
LIPS peut étre :

- > 1,3: artéeres incompressibles (médiacalcose), également associé a un sur-
risque de complications cardiovasculaires *
- Compris entre 0,9 et 1,3 : IPS normal
- <0,9: en faveur d’une AOMI
o 0,75-0,9 : AOMI compensee
o 0,4-0,75: AOMI peu compensée
o <0,4: AOMI sévére

L’athérosclérose est la principale cause de I’AOMI puisque retrouvée dans pres de 95% des

cas.

L’AOMI peut étre asymptomatique ou symptomatique. En cas d’AOMI symptomatique, on
définit deux présentations: i) I’ischémie d’effort responsable de douleurs a la marche
(claudication intermittente) et ii) I’ischémie de repos dite critique ou chronique menagante avec
la présence de douleurs de décubitus plus ou moins associées a la présence de troubles
trophiques ou d’ulcéres. Pour ces derniers patients, le risque d’amputation a un an est évalué
entre 15 et 25%.3! L’ AOMI concerne entre 5 et 10% des plus de 65 ans et jusqu’a 25% des plus

de 80 ans.

Des examens complémentaires tels que 1’écho-doppler artériel, I’angio-scanner et 1’angio-IRM

permettent de décrire et d’objectiver les 1ésions artérielles.

Sa prise en charge répond a des recommandations nationales (HAS en 2021)% et internationales

(Américaines en 2016 **et Européennes en 2017%) régulieérement actualisées.

Son traitement repose sur la correction des FDRCV (tabac, surcharge pondérale, diabéte,
hypertension artérielle, dyslipidémie, sedentarité), la prise par voie orale au long cours de
molécules thérapeutiques qui ont fait la preuve de leur efficacité en prévention secondaire :
antiagrégant plaquettaire, molécules de la famille des statines / fibrates et molécules de la

famille des inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC) / antagonistes des récepteurs de
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I’angiostensine 2 ; dans le cadre de I’amélioration de la qualité de vie et du sauvetage de
membre, un geste de revascularisation (chirurgie ouverte et/ou endovasculaire) peut étre

discuté.

1.3.2. Prise en charge médicale

Le patient porteur d’une AOMI présente un sur-risque (x2 par rapport a la population témoin)
d’accident coronarien, de décés li¢ a une pathologie cardiaque ou de décés toutes causes
confondues dans les 10 ans. Dans les 5 ans suivant le diagnostic d’AOMI, 20% des patients
présenteront un infarctus du myocarde ou un AVC avec des taux de mortalité oscillant entre 10
et 15%.%° L’apparition de plaques d’athérome (type IV de la classification sus-citée) a I’étage
périphérique est souvent plus tardive par rapport aux lésions coronaires, souvent apres 50 ans,
mais la présence de plaques d’athérome avant 50 ans est dans certaines études post mortem
associée a la présence de lésions coronaires dans 100% des cas.®’ Le dépistage et la prise en

charge des FDRCYV sont donc indispensables chez ces patients.

Le sevrage tabagique est indispensable dans la prise en charge des patients présentant une
AOMI associé a une hygiene de vie correcte, une activité physique quotidienne que 1’on définit
par environ 30 min de marche quotidienne. Dans 1’idéal, 1’activité physique est supervisée, on
parle alors de programme de rééducation vasculaire. Le traitement médical optimal comprend
un antiagrégant plaquettaire (clopidogrel ou acide salicylique) en cas d’AOMI symptomatique,
une statine qui peut étre associée a ’ezetimib ou un anticorps monoclonal inhibiteur de
proprotein convertase subtilisin/kexintype 9 (evolocumab).® Cette association semble montrer
un bénéfice en terme d’événements cardiovasculaires. Les inhibiteurs de 1’enzyme de
conversion (IEC) et les antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II sont privilégiés pour
I’optimisation tensionnelle avec des objectifs de PAS <130 mmHg et pression artérielle
diastolique < 90 mmHg.>® Un équilibre glycémique strict est indispensable.*® Plus récemment,
certains etudes tendent & mettre en évidence un bénéfice sur I’incidence d’événement
cardiovasculaire lors de 1’association rivaroxaban et aspirine. A ce jour, la dose conseillée de

rivaroxaban n’est pas commercialisée en France (2,5 mg).*
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La revascularisation est indiquée chez les patients présentant une ischémie d’effort invalidante
malgré un traitement médical optimal et un programme de rééducation a la marche bien conduit

et pour tous les patients présentant une ischémie de repos.

1.3.3. Prise en charge chirurgicale

La prise en charge chirurgicale des Iésions artérielles fémoro-poplitées responsables d’AOMI
s’est modifiée ces 20 dernieres années avec 1’essor des techniques endovasculaires dont les
limites sont sans cesse repoussées grace a des dispositifs médicaux toujours plus innovants. Les
recommandations TASC 11%2 qui ont longtemps prévalu pour déterminer si une Iésion devait
plutdt étre prise en charge par chirurgie endovasculaire ou chirurgie ouverte (Fig 7) sont
aujourd’hui complétement obsolétes méme si la classification reste utilisée dans les différentes
études cliniques sur le sujet. Cette classification en 4 niveaux a le mérite d’évaluer de fagon
semi-quantitative la complexité des Iésions traitees et de permettre leur comparaison dans les

différentes études.

Le traitement endovasculaire, détaillé dans les paragraphes suivants, comporte une dilatation
au ballon (angioplastie) de la lumiere artérielle plus ou moins associée a I’implantation d’un

stent (stenting) de la ou des Iésions.

Pour la chirurgie ouverte, le geste comporte la réalisation de pontage dont 1’objectif est de
shunter les lésions athéromateuses ou de thromboendartériectomie afin de restaurer une
hémodynamique satisfaisante en aval. Le matériel utilisé pour la réalisation du pontage peut
étre, dans I’idéal, une veine grande saphéne autologue qui est le substitut de choix, une
compilation de veines autologues, un substitut synthétique (prothese) ou des allogreffes

artérielles ou veineuses.*®

De nombreuses études ont comparé les résultats de I’angioplastie +/- stenting fémoro-poplitée
au pontage avec des résultats assez similaires.***> En 2005, I’étude BASIL mettait en évidence
un bénéfice a court terme du traitement endovasculaire sur le temps d’hospitalisation
(p<0.0001) et un bénéfice a 2 ans du pontage comparativement a I’angioplastie seule, sur le
taux d’amputation (HR 0.37 (95% CI1 0.17-0.77), p=0.008) et de déceés toute cause confondue
(HR 0.34 (95% CI 0.17-0.71), p=0.004).%® En 2019, les résultats de 1’étude multicentrique et
randomisée de Enzmann et al. qui comparait I’angioplastie +/- stenting fémoro-poplitée et

pontage, démontraient encore 1’avantage de la chirurgie ouverte a 2 ans pour le succes technique
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et I’amélioration clinique. Néeanmoins, il était & noter que les taux de perméabilité primaire et
secondaire, de sauvetage de membre et de survie a deux ans ne présentaient pas de différence

significative entre les 2 groupes.*’

En 2020, la comparaison randomisée et contrdlée entre I’angioplastie-stenting fémoro-poplitée
a I’aide de stent enduit de paclitaxel de type ZILVER PTX (Cook) et le pontage saphénien pour
des leésions femoro-poplitées longues ne mettait pas en évidence de différence significative entre
les 2 techniques concernant la perméabilité primaire, respectivement de 74.5% (95% CI 66.3%
to 82.7%) et 72.5% (95% CIl 63.7% to 81.3%) (p=0.998). Comme dans les études
précédemment citées, le temps d’hospitalisation, la durée opératoire et les complications a

30 jours étaient significativement plus faibles dans le groupe endovasculaire.

A ce jour, la prise en charge endovasculaire des Iésions fémoro-poplitées s’impose comme le
traitement de premiere intention chez les patients présentant une AOMI et relevant d’un geste

de revascularisation.®®
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Type A lesions
N
* Single stenosis £10 cm in length

- ’<
* Single occlusion <5 ¢cm in length I {

TR

Type B lesions:
A
* Multiple lesions (stenoses or occlusions), each S5 cm

* Single stenosis or occlusion $15 cm not involving the
infrageniculate popliteal artery

+ Single or multiple lesions in the absence of continuous
tibial vessels to improve inflow for a distal bypass
* Heavily calcified occlusion £5 cm in length

S (INGZ1) /1

Type C lesions

= Multiple stenoses or occlusions totaling >15 cm with or
without heavy calcification

= Recurrent stenoses or occlusions that need treatment
after two endovascular interventions

Type D lesions

* Chronic total occlusions of CFA or SFA (>20 cm,
involving the popliteal artery)

+ Chronic total acclusion of popliteal artery and proximal
trifurcation vessels

Figure 7 : Classification A, B, C et D des lésions fémoropoplitées selon le « Transatlantic intersociety consensus »
(TASC 1) (2007). Les lésions classées A devaient, selon ces recommandations, étre prises en charge par des
techniques endovasculaires, les Iésions de type D par chirurgie ouverte, les Iésions de type B plutdt par des
techniques endovasculaires et les Iésions de type C plutdt par chirurgie ouverte. Toutes ces lésions sont maintenant
prises en charge par des techniques endovasculaires en premiére intention.
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1.3.4. Traitement endovasculaire des lésions de /’AFS

1.3.4.a. Stenting nu

Dans la maladie artérielle occlusive, la technique endovasculaire comporte une dilatation du
segment artériel occlus, aprés franchissement de la 1ésion, a 1’aide d’un ballon de faible
compliance (= angioplastie) en vue de restaurer un calibre satisfaisant au passage du flux.
Comme a 1’étage coronarien, I’angioplastie au ballon seule (PTA) de I’AFS expose le patient a
un risque de resténose précoce lié au recul élastique (recoil) qui concerne entre 40 et 60% des
angioplasties au ballon de I’AFS a 1 an.*® Contrairement a I’intérét des stents coronariens qui
montrent rapidement un bénéfice sur la resténose par rapport au PTA,* les résultats au niveau
de I’AFS sont initialement décevants.®® Les spécificités histologiques et morphologiques de
I’AFS par rapport aux arteres coronaires (développées plus bas) ont nécessité le recours a des
stents @ mémoire de forme, auto-expansibles en Nitinol plus souples et plus flexibles pour
s’adapter aux contraintes mécaniques de I’AFS, différents des stents montés sur ballon, en acier
ou en chrome cobalt communément utilisés a 1’étage coronarien. Le maillage de la trame
métallique a également été adapté, avec des mailles plus ouvertes qui offrent plus de souplesse

et semblent étre associées a une meilleure ré-endothélialisation.

Le résultat de la technique est en paralléle également menacé par le phénomeéne de RIS. La RIS
est définie comme « une réduction de plus de 50% de diameétre de la lumiére artérielle
apparaissant dans les semaines suivant I’implantation d’un stent ». Elle est secondaire cette fois
aun phénomene d’hyperplasie néointimale, caractérisé par une prolifération excessive de CML
issues de la media et qui migrent vers la lumiere artérielle créant ainsi un épaississement de
’intima.? Cette hyperplasie s’installe en plusieurs mois, mais elle est la résultante de
mécanismes cellulaires précoces observés dans les suites immédiates du geste de
revascularisation (Fig 8). Afin de lutter contre ce phénoméne de RIS, des dispositifs (stents et
ballons) enduits de molécules thérapeutiques (paclitaxel, everolimus et sirolimus) ont été
développés et proposés pour le traitement de I’AFS®~>3 sur une base proche de celle proposée
pour les coronaires. Toutefois, les résultats sont mitigés a 1’étage fémoro-poplité
comparativement aux coronaires ou ces derniers représentent aujourd’hui le « gold standard »

selon les recommandations européennes de cardiologie.>
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Figure 8 : Chronologie des phénoménes physiopathologiques de RIS

Nous reviendrons plus largement sur les stents nus et surtout a élution de médicaments dans la

suite de cette revue de la littérature.

1.3.4.b. Ballon actifs

Afin d’appliquer la théorie du « nothing left behind », on voit également apparaitre des ballons
« actifs» i.e. enduit de principes actifs (essentiellement paclitaxel®>®, plus rarement
everolimus ou sirolimus) pour 1’étage fémoro-poplité. L’ objectif est d’éviter le stenting qui est
vu comme pro-inflammatoire pour la paroi artérielle et donc favorisant la dysfonction
endothéliale, les phénomeénes d’hyperplasie myointimale dans le temps et le risque de
thrombose aigué de stent tardive dont la physiopathologie sera développée plus loin dans le
manuscrit. Plusieurs études muticentriques randomisées, comparant ballon a élution de
paclitaxel et ballon nu ont montré un bénéfice du ballon actif versus le ballon nu en terme de
perméabilité primaire a 12 mois voire a 24 mois dans la prise en charge de lésions fémoro-
poplités®™ Une méta-analyse récente a comparé les résultats en terme de RIS & 6 puis 12 et
24 mois entre ballon a élution de paclitaxel et stent nu. Il n’était pas mis en évidence de

différence significative entre les groupes sur ce critere mais ces deux techniques étaient
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significativement supérieures aux ballons nus.>’ Stents actifs et ballon actifs ont également été
comparés pour la prise en charge de lésion longues (moyenne 14 cm) et occlusives dans plus
d’un cas sur deux, dans une étude randomisée. Il n’était pas mis en évidence de différence
significative entre les 2 groupes en terme de RIS a 12 mois, 21% dans le groupe ballon et 21%
dans le groupe stent (p=0,90).%® Le ballon actif s’est aujourd’hui imposé dans la prise en charge
des lésions courtes fémoro-poplitées et tend a prendre une place de plus en plus importante
méme dans la prise dans charge de lésions complexes. Pourtant, méme enduit de principe actif,
I’angioplastie au ballon actif induit un traumatisme artériel responsable d’hyperplasie

myointimale et de RIS dans prés d’un patient sur cing.*®

1.3.4.c. Stent couvert

Initialement réservés a la prise en charge endovasculaire des anévrysmes poplités, les stents
recouverts d’une membrane de ePTFE et enduit d’héparine sont aujourd’hui utilisés dans la
prise en charge des lésions occlusives fémoropoplitées. Ces stents agissent comme une barriére
entre les lésions artérielles et la lumiere du vaisseaux. Ils n’empéchent cependant pas le
développement d’hyperplasie myointimale.®® Une méta-analyse récente retrouvait une
meilleure perméabilité primaire a 12 mois des stents couvert (69%) par rapport aux stents nus
(55%) (OR: 2.74; 95%CIl: 1.63-4.61; p < 0.001).%°

1.3.4.d. Techniques de dé-calcification : Athérectomie, lithotripsie endoluminale

Enfin, depuis quelques années, toujours rapportées par 1’expérience coronaire, On Voit
apparaitre 1’utilisation de techniques endoluminales dont 1’objectif est de décalcifier la paroi
artérielle. Dans un premier temps, les techniques d’athérectomie se sont développées. L objectif
est de « forer » les plaques calcifiées pour faciliter ensuite soit la mise en place d’un stent et
éviter ainsi les probléemes de malapposition de stent liées aux bourgeons calcifiés soit de
permettre une meilleure diffusion du principe actif lors de I’utilisation de dispositifs avec

principes actifs (sujet sur lequel nous reviendrons plus loin dans le manuscrit).
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Plus récemment, I’utilisation de la lithotripsie endoluminale au moyen de ballons a émission
d’ultrasons s’installe dans les arsenaux thérapeutiques comme une technique de préparation de

I’artére avec des résultats encourageants.5!

|.4. Spécificités physio-pathologiques de I'artere fémorale superficielle (AFS)

Cette discordance de résultats entre stents coronariens et stents périphériques pour le segment

fémoro-poplité s’explique par différents éléments :

1- La nature de la plaque d’athérome au niveau des artéres fémoro-poplitées est
caractérisée par la présence de calcifications modérées a séveres et de plaques plus
fibreuses contrairement aux plaques coronaires ou carotidiennes.%? Les Iésions

athéromateuses sont également plus diffuses, plus sténosantes et souvent plus avancées.

L’étude de Dalager et al. sur 1’analyse histo-morphologique de la constitution de la paroi
artérielle de différents lits artériels (arteres coronaires, carotides et fémorales superficielles) sur
100 cadavres a réveélé des différences sur le type de lésions athérosclérotiques développées. A
I’étage fémoral, les lésions sont plus volontiers tardives (> 40 ans) et fibreuses (type VIII) avec
un intima épaissi tandis que les Iésions coronariennes sont plus riches en cellules spumeuses
avec un cceur lipidique. Deux hypothéses physiopathologiques sont mises en avant i) I’influence
du type histologique de I’artére concernée et les phénomenes hémodynamiques liés et ii) que
les lésions précurseurs de 1’athérosclérose a 1’étage périphérique ne seraient pas les cellules
spumeuses mais un épaississement intimal. Les artéres fémorales sont des artéres musculaires
contrairement aux arteres coronaires qui sont a la fois élastiques et musculaires. Des
phénoménes hémodynamiques pourraient expliquer une partie de ces différences comme les

forces de cisaillement détaillées ci-dessous.

2- L’exposition unique et reconnue de 1’axe artériel fémoro-poplité a des forces
d’¢longation, d’étirement, de torsion et de compression lors de la marche liée a

I’environnement riche en muscles dans lequel chemine 1’artére

L’AFS est un des segments artériels les plus longs du corps humain. Son trajet au milieu des
masses musculaires de la cuisse 1’oblige a une certaine adaptabilité aux différentes contraintes

mécaniques induites par sa localisation anatomique : flexion, extension, mouvements
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d’¢longation et de torsion lors de la marche et des mouvements de la hanche et du genou. En
cas d’AOMI, I’AFS est souvent la premiére artére atteinte et dés 1983, Friedman et al.
expliquaient cette atteinte athérosclérotique privilégiée par des facteurs de risque géométriques

(anatomie favorable, courbes et tortuosités, absence de collatéralités).®®

1.4.1. « Shear stress » ou forces de cisaillement

D’un point de vue hémodynamique, cela s’expliquerait par les turbulences, modifications du
flux sanguin qu’induisent les contraintes mécaniques et qui sont a I’origine d’une diminution
des contraintes de cisaillement (« shear stress » en anglais). Cette diminution des contraintes de
cisaillement a été démontrée comme étant a 1’origine de I’initiation et de la progression de
I’athérosclérose par la dysfonction endothéliale qu’elle induit. Une contrainte de cisaillement t
est une contrainte mécanique appliquée de maniére paralléle ou tangentielle a une face d'un
matériau, par opposition aux contraintes normales qui sont appliquées de maniére orthogonale
a la surface. Elles s’expriment en pression. Des contraintes de cisaillement s’exercent pour tout
fluide qui possede une viscosité, comme le sang. Toute différence de vitesse au sein d'un fluide
visqueux entraine des contraintes de cisaillement : les particules fluides allant plus vite sont
freinées par celles allant moins vite. Au niveau artériel, la dysfonction endothéliale induite par
la baisse des contraintes de cisaillement, est responsable d’une augmentation de la perméabilité
de I’endothélium et d’un dépdt plus important des lipoprotéines dans la paroi artérielle. La
diminution des contraintes de cisaillement est plus importante au repos qu’a 1’effort, chez
I’homme que chez la femme et sur la partie distale du canal de Hunter par rapport a la portion

proximale de I’ AFS.%4%°

1.4.2. Stents en Nitinol

La premiére génération de stent utilisée a I’étage fémoral était des stents en aciers sur ballon
similaires a ceux utilisés a 1’étage coronarien. Ce type de stent n’étaient pas capables de faire
face aux contraintes mécaniques de ’AFS et ont été associés a de nombreuses fractures de
stents / plicatures a 1’origine de thromboses et de RIS. La réflexion s’est donc portée sur le

choix de matériaux qui devaient présenter de nouvelles caractéristiques mécaniques comprenant
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flexibilit¢ pour s’adapter aux mouvements de I’artére mais également de résistance a

I’écrasement pour répondre a la contrainte des plaques calcifiées diffuses et majeures.

Le Nitinol (ou Nickel Titanium Naval Ordinance Laboratory) est un mélange équimolaire de
titan et de nickel. C’est un matériau & mémoire de forme super-élastique. L’élasticité d’un
matériau est définie par sa capacité a retrouver sa forme initiale aprés contrainte. La super-
élasticité du Nitinol lui offre I’avantage d’une résistance a 1’étirement et de capacités de
déformations importantes. Son principal défaut est son manque de résistance a 1’écrasement.
Certains stents comme le SUPERA ont une conception différente des stents en Nitinol
habituellement issus de la découpe laser des tubes Nitinol ; ce stent est le résultat du tissage de
fils de Nitinol lui conférant une augmentation de sa capacité de résistance a 1’écrasement. On
distingue également plusieurs types de stents selon que les cellules soient ouvertes ou fermées.
Pour les cellules ouvertes, 1’aire de surface entre les mailles augmente avec I’expansion de la
maille et est supérieure ou égale & 5 mmz2. Pour les cellules fermées, 1’aire de surface entre les
mailles reste inchangée ou < 5 mm2.%¢ Selon les fabricants, 1’épaisseur de la trame du maillage,
et/ou sa forme varient. Cette variation de structure métallique a montré a la fois chez I’animal®’

et chez I'Homme®® des modifications sur les résultats hémodynamiques et cliniques (Fig 9).

Les matériaux et le design des mailles se sont donc progressivement modifiés pour aboutir a ce
qui est utilisé aujourd’hui a savoir des stents auto-expansibles en Nitinol avec pour la majeure

partie des stents utilisés pour 1’étage fémoro-poplité des mailles ouvertes.

En 2006, Schillinger et al. publient dans le New England journal of Medecine, des résultats
encourageants pour cette catégorie de stents en Nitinol puisqu’ils montrent une supériorité sur
la resténose, de 1’angioplastie-stenting fémoro poplitée par rapport a 1’angioplastie au ballon
simple a 1 an (respectivement 37% vs 63%, p = 0,01)*® ; les résultats restaient supérieurs a 2 ans
(respectivement, 46% et 69% de RIS, p = 0,031) sur des lésions longues (respectivement
132 mm + 71et 127 mm * 55).%
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Stent COOK™ ZILVER® PTX® STENT BARD® LUMINEXX™®

Figure 9 : lllustration de la flexibilité de plusieurs stents en Nitinol actuellement commercialisés pour une
utilisation dans le segment fémoro-poplité présentant des trames différentes.®

En dehors de résultats controversés sur le traitement des lésions courtes,’® I’utilisation de stent

en Nitinol s’est imposée dans les années 2010 comme le traitement de référence pour les lésions
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fémoro-poplitées. Deux études randomisées et multicentriques sont venues corroborer ces
résultats. En 2009, Dick et al. mettent en évidence la supériorité du stent nu sur I’angioplastie
seule au ballon pour la resténose sur des lésions intermédiaires (moyenne 8 cm) a 1 an (34,4%
versus 61,1% (p = 0,028)"* puis en 2010 et 2012, I’étude RESILIENT mettait également en
évidence une supériorité du stent nu en Nitinol sur I’angioplastie seule au ballon dans le
traitement des lésions intermédiaires (moyenne 71 mm + 44 mm dans le groupe stenting et
64 mm + 41 mm dans le groupe angioplastie au ballon) en terme de resténose a 1 an
(respectivement 12.7% versus 54.8%, p < 0.0001)"2 et & 3 ans (respectivement 24.5% versus
58.2%, p < 0.0001).”

L’utilisation des stents auto-expansibles en Nitinol a cet étage se heurte a 3 difficultés : i) le
risque de fracture de stent compte tenu des contraintes mécaniques et du type de lésions
calcifiées et qui peut étre ou non a I’origine de 2 autres complications, ii) la RIS et iii) la

thrombose aigué de stent précoce ou tardive.

I.5. Complications des stents

1.5.1. La fracture de stent

La fracture de stent a 1’étage fémoro-poplité est favorisée par les contraintes mécaniques
induites sur I’artére et plus particuliérement au niveau du canal de Hunter. Comme expliquée
plus haut, ce segment artériel chemine au sein de masse musculaires et doit faire face a des
mouvements d’élongation, de torsion, de plicature lors de la marche et des différentes actions
de flexion/extension du genou et de la hanche. Les fractures de stents sont plus fréquentes a
I’étage fémoro-poplité qu’au niveau coronaire (8% versus 1%).”* Cet axe artériel doit, au repos,
présenter une certaine rigidité pour résister aux contraintes d’écrasement exercées par les
masses musculaires environnantes et ainsi maintenir une lumiére ouverte. A 1’effort, 1’artére
doit alors étre suffisamment souple et flexible pour s’adapter aux mouvements. La présence de
stents modifie la rigidité de 1’artére et en particulier sa flexibilité a 1’effort. Cette modification
de rigidité/flexibilité est particulierement évidente a la jonction entre artére stentée et non
stentée ou le risque de plicature de 1’artere est important augmentant ainsi les contraintes sur le
matériel et donc le risque de fracture de stent. Les stents doivent donc étre particuliérement
flexibles pour s’adapter a ces contraintes mais en parall¢le, le type de plaques, souvent calcifiées
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requiert du stent, une force radiale et une résistance a I’écrasement suffisante pour permettre de
le maintenir ouvert. Les plaques calcifiées peuvent étre également responsables d’une mauvaise
apposition des mailles du stent sur la paroi artérielle a 1’origine de fractures au cours du temps
et lors des mouvements. La physio-pathologie des fractures de stents a 1’étage fémoro-poplité
ne semble néanmoins pas totalement élucidée. Au-dela des contraintes mécaniques liées aux
mouvements et aux plaques d’athérome, le risque de fracture apparait dans certaines études plus
important dans la prise en charge de 1ésions longues plutdt qu’intermédiaires. Certains auteurs
avancent que les fractures de stents pourraient aussi étre favorisées par I’interaction et le

chevauchement de stents.’

Les fractures de stent peuvent étre a 1’origine de thrombose aigué de stent. Elles sont en effet
responsables de 1ésions de la paroi artérielle qui favorisent le recrutement d’éléments circulants
pro-inflammatoires impliqués dans les mécanismes initiaux de la cicatrisation (activation
plaquettaire et libération de cytokines, recrutement de neutrophiles, dép6ts de fibrine). Cet
environnement local pro-inflammatoire entraine une activation du clou plaquettaire et de la
cascade de coagulation a I’origine de thrombose aigué de stent tardive. Cet environnement pro-
inflammatoire peut également favoriser la dysfonction endothéliale a 1’origine d’un entretien
des phénomenes de prolifération myointimale. Cette hyperplasie myintimale est a 1’origine de

RIS voire d’une thrombose du segment artériel stenté.

La thrombose de stent post-fracture peut également étre imputable a un recoil de la lésion

calcifiée qui n’est plus maintenue par la structure métallique.

La réduction des fractures de stent passe par 1’optimisation des matériaux et de leur résistance
a la contrainte mécanique exigeante de ce segment artériel. L’optimisation du matériau et de la
forme de la structure métallique est constante chez les industrielles. A I’heure actuelle, certains
auteurs proposent de personnaliser le type de mailles en fonction des lésions fémoro-poplitées

de chaque patients.”™

1.5.2. La resténose intra-stent

Comme a I’étage coronarien 1’utilisation de stents nus s’est rapidement heurtée au probleme du
phénoméne de RIS qui a ouvert au développement et a 1’utilisation de stents a élution de

médicaments ; point qui sera abordé secondairement.
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I.5.2.a. La RIS : un phénomeéne cicatriciel

La RIS correspond a un phénomeéne de cicatrisation de la paroi artérielle secondaire a une lésion
artérielle endoluminale mécanique et plus particulierement de I’intima. Angioplastie au ballon
et implantation de stent sont a I’origine de 1ésions de 1’endothélium qui vont mettre en ceuvre
des mécanismes de réparation. Au sein de ces mécanismes de cicatrisation, deux phénoménes
sont plus particulierement impliqués dans la RIS : I’hyperplasie myointimale ou prolifération

excessive de CML et dépdts de MEC a partir de la media, et le remodelage vasculaire.

Apres une angioplastie au ballon ou I’implantation d’un stent, la monocouche d’endothélium
extrémement fragile, est Iésée et la media va étre mise a nue. La LEI peut étre également lésée
et la media compressée. La présence d’une effraction de la media et la longueur de cette
effraction sont associées a une majoration de I’hyperplasie néointimale, ainsi qu’a une
majoration de la réaction inflammatoire néointimale. Les voies de cicatrisation sont donc
activées. Des plaquettes et de la fibrine se déposent a partir des éléments circulants sur la zone
lesée. La fibrine agit comme le premier élément hémostatique et va servir de matrice aux
premiers mécanismes de réparation. Les plaquettes sont activées par la libération de facteur
tissulaire a partir de la paroi artérielle lésée. Les plaquettes activées exposent a leur surface des
molécules d’adhésion comme la P-sélectine reconnue par les leucocytes circulants via les
ligands des glycoprotéines (GP) P-sélectine (récepteurs plaquettaires). Aprés adhésion des
leucocytes, ces derniers se fixent plus solidement a la surface de la paroi artérielle au moyen de
I’intégrine des leucocytes (Mac-1) par liaison directe aux récepteurs plaquettaires comme les
GP Iba et par fixation au fibrinogene via les recepteurs GP Ilb/I11a. La migration des leucocytes
a travers la couche de plaquettes/fibrine et la diapédese dans la paroi artérielle sont médiées par
le relargage de chemokines via les CML et les macrophages résidents, des cytokines pro-

inflammatoires comme les IL-6 et 8. Le milieu est alors particulierement pro-inflammatoire.

S’en suit alors une phase de prolifération cellulaire. Plaquettes, leucocytes et CML relarguent
des facteurs de croissance qui stimulent la migration des CML depuis la media vers la néointima
(entre la lumiere du vaisseau et la LEI). D’autres facteurs comme les forces mécaniques, le
stress oxydatif et le systéme rénine-angiotensine favorisent également la prolifération des CML.
Plus spécifiquement, les macrophages résidents participent a la dégradation de débris cellulaires
et de la fibrine et secretent de nombreux facteurs de croissance tels que le fibroblast growth
factor (FGF), I’insulin-like growth factor (ILGF), le transforming growth factor beta (TGF-b),
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le platelet-derived growth factor (PDGF) ou encore le vascular endothelial growth factor
(VEGF) qui participent a la prolifération des CML et I’expansion de la MEC dont 1’objectif est
la cicatrisation de la paroi artérielle. La néointima est donc constituée, apres plusieurs semaines,
de CML, de MEC et de macrophages. Le phénotype des CML évolue, elles perdent leur
fonction contractile et se dé-différencient. Elles secrétent alors de 1’acide hyaluronique et des

protéoglycanes qui participent a stabiliser la « néo MEC » ébauchée a partir de fibrine.

Des phénomenes de remodelage vasculaire s’installent ensuite sur plusieurs semaines voire
plusieurs mois ou cette « néo MEC » est en continue le siége de dégradation des protéines qui
la constitue et de re-synthése. Ces phénomeénes intéressent tout particulierement le collagéne et
ses différents sous-types en particulier le collagéne de type | et Ill, et les protéoglycanes qui
vont constituer la majeure partie de la lésion de RIS. La production d’enzymes, telles que les
métalloprotéases de la MEC qui participent a la dégradation des éléments de la MEC, facilite
aussi la migration des CML vers la néointima, et est favorisée par les leucocytes. Le remodelage
artériel est a ’origine des phénomeénes de recul élastique plus fréquent dans les angioplasties
simples au ballon. L’utilisation d’un étayage de 1’angioplastie par des stents permette de limiter

ces phénomeénes de remodelage vasculaire et de rétrécissement de la lumiére artérielle.”®”

La RIS est décrite comme 1’expression d’une cicatrisation exagérée de la paroi artérielle
aboutissant a une sténose de > 50% de la lumiere artérielle aprés stenting (Fig 10). La clé de
voute de cet équilibre semble reposer sur 1I’endothélium. Une fois I’endothélium cicatrisé, la

prolifération de CML et I’expansion de la MEC s’interrompent.

La prolifération par division cellulaire des CML répond a I’activation des récepteurs de la
tyrosine kinase (TKR) via les différents facteurs de croissances. Les protéines Ras sont ensuite
les transducteurs de 1’activation du processus de mitose et migrent de la membrane plasmatique
vers le noyau cellulaire. En inhibant la voie Ras, des études in vivo ont permis d’inhiber la
prolifération des CML. C’est a partir de ce postulat que les stents a elution de médicaments se

sont développés.
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N

Figure 10 : Coupes histologiques d’artéres stentées illustrant la présence de RIS (fleche noire) par prolifération
myointimale particuliérement plus importante sur ’image de droite. (coupes histologiques issues de ce travail)

1.5.2.b. L’influence des forces de cisaillement sur la RIS

Le stenting étendu de 1I’AFS, en modifiant la rigidité de la paroi artérielle, modifie les forces de
cisaillement exercées par la colonne de sang le long de la paroi artérielle. Ces derniéres
diminuent le long du stent a I’effort comme au repos et sont généralement plus faibles a I’entrée
et la sortie du stenting.®* Comme pour 1’athérosclérose, il a été démontré que la diminution des
forces de cisaillement favorise 1’apparition de resténose. Des zones d’augmentation soudaine
des forces de cisaillement, comme en regard de malapposition des stents ou de protrusion de
Iésions calcifiées, favorisent également la RIS. In vitro, la présence de forces de cisaillement
limite la prolifération des CML."

1.5.3. La thrombose aigué de stent

La présence des mailles du stent et plus particulierement lorsqu’il protrude dans la lumiére
artérielle modifie le flux artériel et la géométrie de la lumiere artérielle. Les forces de
cisaillement sont modifiées, des turbulences existent en regard de 1’obstacle et I’écoulement du
sang et de ses éléments est modifié. Ces modifications de contraintes favorisent directement
I’activation plaquettaire et la libération de thromboxane, d’adénosine triphosphate et d’autres
agents pro-coagulants qui peuvent activer la cascade de la coagulation avec un risque de

thrombose aigué de stent qui peut étre précoce (a I’implantation du stent ou dans les 30 j suivant
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I’intervention) ou tardive (parfois plusieurs mois aprés I’implantation du stent). L’activation
plaquettaire peut également étre secondaire a la dysfonction endothéliale, elle-méme induites
par les modifications des forces de cisaillement et par les lIésions endothéliales causées par le
stent et entretenues par le milieu pro-inflammatoire tel que décrit ci-dessus. La dysfonction
endothéliale s’accompagne d’une diminution de la production de NO, de prostacyclines et
d’inhibiteurs du facteur tissulaire, ainsi que des agents naturels anticoagulants, favorisant ainsi
I’activation du clou plaquettaire et de la cascade de coagulation responsable de la formation de

thrombus et donc d’occlusion aigué de stent.

Il. STENTS ACTIFS PERIPHERIQUES

Afin de limiter les phénomenes de RIS, des stents a élution de médicaments ou « drug eluting
stent » (DES) en anglais, c’est-a-dire recouverts de principes actifs ont été développés. Il faut
distinguer 3 €eléments de leur composition : la structure métallique (matériau, design), le
principe actif (molécule thérapeutique) et la présence ou d’un polymeére assurant 1’interface

entre molécule thérapeutique et structure métallique.

Ces derniers ont montré des résultats intéressants a 1’étage coronaire mais les résultats restent
controversés a 1’étage fémoro-poplité. Plusieurs hypothéses sont avancées pour expliquer cette

différence sur les différents territoires artériels :

- les spécificités anatomiques de I’AFS et I’influence des contraintes mécaniques
et des forces de cisaillement sur la libération/diffusion du principe actif

- les caractéristiques des lésions artérielles plus étendues et calcifiées qui limitent
la diffusion du principe actif dans la paroi artérielle

- le choix des principes actifs et leur manque de sélectivité a 1’origine d’un défaut
de cicatrisation endothéliale et d’une réponse inflammatoire prolongée et
exacerbée par I’utilisation de polymeres pro inflammatoires

- un phénomeéne d’hyperplasie d’installation plus étalé dans le temps (12 mois

pour le segment fémoro-poplité versus 3 a 6 mois pour les coronaires)
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Si a I’étage coronarien de nombreux stents & élution de médicaments ont été ou sont encore
commercialisés, seuls 4 1’ont été pour le segment fémoro-poplité. Ainsi les DES respectivement
au sirolimus S.M.A.R.T et a I’éverolimus E Dinalink, ne sont plus commercialisés faute de
résultats comparativement au stent nu. Seuls les Zilver PTX (Cook®) et Eluvia
(Bostonscientic®) tous deux a libération de paclitaxel (PTX) disposent du marquage CE et sont
actuellement sur le marché. Les résultats a 1 an’ puis 5 ans®? pour Zilver PTX montrent une
diminution significative du taux de RIS par rapport au stent nu. Dans une étude de non
infériorité, le stent ELUVIA ne présente pas de différence significative avec le stent Zilver PTX
en terme de RIS.® Les résultats préliminaires d’une étude randomisée récente semblent mettre
en évidence une supériorité du stent ELUVIA par rapport au stent nu en terme de perméabilité
a un an (estimation Kaplan-Meier 85.4% vs 76.3%; p = .0087) Néanmoins la RIS demeure la
complication la plus fréquente avec ces DMI, prés de 15% (pour ELUVIA)® a plus de 25% des
cas (pour ZILVER PTX).52 Les résultats pré-cliniques et cliniques de ces différents stents seront
plus largement détaillés dans la derniere partie de cette revue de la littérature. Comme il a été
précisé plus haut, coronaires et arteres périphériques présentent des spécificités anatomiques et
histologiques qui sont a 1’origine d’une réponse biologique différente a la fois sur le type de
lésion athéromateuse, sur les réponses a I’agression de I’endothélium et les mécanismes
d’absorption, de rétention et de réponse pharmacologique vis-a-vis des drogues chargées sur les

stents actifs.8?

Les interactions entre les DMI et les Iésions athéromateuses sont un élément clé dans la
compréhension de la pharmacocinétique des principes actifs dans la paroi artérielle, qui
déterminent 1’effet thérapeutique. La réponse aux principes actifs différe selon que les lésions
artérielles sont dominées par des 1ésions riches en lipides et aux cceurs lipidiques nécrotiques
ou fibreuses et riches en collagéne ou calcifiées ou compliquées d’hémorragie intra-plaque.®
Par exemple, les lésions retrouvées au niveau des arteres coronaires, plus riches en lipides,
présentent a leur surface des sites de fixation plus spécifiques, via les macrophages spumeux et
les stries lipidiques, pour les différentes molécules (PTX et molécules de la famille des limus)
permettant ainsi leur absorption dans la paroi arterielle. Les I1ésions calcifiées de I’ AFS agissent
comme une barriére inerte sans élément de fixation pour les principes actifs.®? Faute d’étre
absorbé dans la paroi artérielle ou de pouvoir diffuser, le principe actif est alors soit lavé par le

flux artériel et éliminé par I’organisme et/ou reste au contact de I’endothélium 1ésé ou il agit de
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facon non spécifique en inhibant la prolifération cellulaire et donc freine la cicatrisation de
1’endothélium.®® Tzafriri et al ont évalué la diffusion de PTX dans une paroi artérielle humaine
d’AFS présentant des calcifications et ont montré qu’aprés décalcification de I’artére, la
diffusion était augmentée de pres de 70% avec une relation logarithmique entre le degré de dé-
calcification et le pic de diffusion du PTX.84 Les Iésions fibreuses sont riches en élastine et en
collagene et présentent de nombreux sites non spécifiques de fixation. Ces deux molécules
semblent faciliter, in vitro, le transport des principes actifs dans la paroi en agissant comme une
route via leurs sites de fixation sans que cela n’ait été confirmé cliniquement a ce jour.
Néanmoins, élastine et collagene semblent apparaitre comme des éléments indispensables a

1I’absorption du principes actifs dans la paroi artérielle.

[I.1 Les différentes générations de stents a élution de médicaments

Bien que ce travail porte essentiellement sur les stents a destiné périphérique, il semblait
important de rappeler 1’évolution des différents stents a élution de médicaments coronaires (3
générations) qui ont permis en paralléles le développement des stents a élution de médicaments

périphériques méme si, rappelons-le les freins semblent plus nombreux pour ces derniers.

Les stents de premiere génération présentent des mailles épaisses (>100 pm) recouvertes d’un
polymeére non résorbable puis d’un principe actif, la PTX ou le sirolimus. Les deux premiers

stents coronaires commercialisés étaient :

- le Cypher™ (Cordis Corporation, Miami, FL) dont le polymere et le principe
actif ont servi a mettre au point le stent SMART a élution de sirolimus pour une
utilisation périphérique, a savoir une association de trois couches de polymeres
non résorbables : du paryléne puis 2 couches de poly (éthyléne-co-vinyl acétate)
(PEVA) et de poly (n-butyl méthacrylate) (PBMA).

- le Taxus™ (Boston Scientific, Natick, MA, USA), un stent a ¢lution de PTX et

du poly(styrene-B-isobutylene-B-styrene) comme polymeére non résorbable
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Devant les critiques de 1’utilisation d’un polymére pro-inflammatoire favorisant I’hyperplasie
néointimale et I’absence de cicatrisation endothéliale, des stents de 2°™ génération ont été
développés. Ces derniers présentent des mailles plus fines. Les polymeres utilisés sont
biodégradables ou absents et/ou les principes actifs sont d’autres molécules de la famille des
limus (everolimus, zotoralimus ...). Le stent Dynalink a ¢élution d’éverolimus pour un usage
périphérique mais qui n’est plus commercialisé, était recouvert d’un copolymer d’éthyléne
vinyl alcohol non dégradable. Sa conception s’apparentait au stent Xience™ (Abott vascular)

mais dont le polymere est un fluoropolymere non résorbable.

La troisieme génération de DES fait appel & une plateforme biodégradable ; cette derniére

génération des stents actifs concerne essentiellement les stents coronaires.

Concernant les stents périphériques, on pourrait considérer ’ELUVIA comme appartenant
plutdt aux stents de premiére génération avec une largeur de maille de 218 um, un revétement
polymérique constitué d’une premiére couche de poly n-butyl methacrylate (PBMA) non
résorbable, qui facilite ensuite la fixation d’une couche de fluoropolymer PVDF-HFP
[poly(vinylidene fluoride-co-hexafluoropropylene)] également non résorbable dans laquelle est

dispersé le principe actif, le PTX..%

Le stent ZILVER PTX est quant a lui plutdt apparenté aux stents de 2°™ génération puisque
sans polymere. Cette différence de conception explique leur profil de libération tres différent.
Avec le stent Zilver PTX, 90% du paclitaxel présent sur le stent est libéré dans les 15 jours
suivant la procédure et il n’est plus détectable 2 mois aprés 1’intervention sur le stent.® la
libération est plus longue avec le stent ELUVIA comparativement au stent Zilver PTX dans le
temps, avec un PTX encore détectable dans la paroi artérielle 1 ans apres la procédure (Figure
11).
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DRUG RELEASE OVER TIME
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Based on pre-clinical PK analysis. Data on file at Boston Scientific.
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Figure 11 : Profil de libération du paclitaxel a partir des stents Zilver PTX et ELUVIA

[1.2 Les différentes drogues utilisées

Deux principales familles de molécules thérapeutiques sont a ce jour utilisees dans les études
cliniques et pré-cliniques pour la composition des ballons ou des DES (coronaires et
périphériques), le PTX et les molécules de la famille des limus (sirolimus et éverolimus pour le
périphérique). L’utilisation de molécules antiprolifératives et immuno-suppressives pour
limiter I’hyperplasie myointimale a été inspirée par les molécules utilisées en chimiothérapie

anticancéreuse.

Ces molécules ont été choisies pour leur caractére hydrophobe, qui leur confere la capacité a
demeurer dans les tissus a des concentrations élevées via la présence de site de fixation.?” La
dénudation endothéliale secondaire au stenting modifie également les capacités d’absorption
des principes actifs. In vitro, cette dénudation s’accompagne par exemple d’une exposition des
fibres d’élastine de la media favorable a la fixation du sirolimus et d’une diminution
d’exposition des microtubules (plutot présents dans 1’espace sous-intimal), moins favorable a

la fixation du PTX. Des preuves cliniques manquent encore pour valider cette théorie.
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11.2.1 Famille des limus

La famille des limus inclue le sirolimus ou rapamycine, 1’éverolimus, le biolimus.®® Ces
molécules présentent un tropisme pour 2 protéines présentent dans la media sur lesquelles elles
vont se fixer, le FKBP12 (FK506-binding protein 12) et le FRAP (protéine associée au
FKBP12-rapamycine), qui se fixent ensuite sur la protéine de transduction du signal cible
mammalienne de la rapamycine, arrétant la progression du cycle cellulaire a la phase G1/S et
entrainant des effets cytostatiques. Le sirolimus, est un macrolide produit par les bactéries
Strepromyces hygroscopicus. C’est la premiére drogue a avoir été utilisée dans cette utilisation
et a avoir obtenue le marquage CE et de la Food drug administration (FDA) (I’équivalent aux
Etats Unis).

11.2.2 Paclitaxel

Sa découverte fait suite a une grande campagne menée dans les années 50 par I’institut national
du Cancer américain qui souhaitait répertorier I’ensemble des molécules pouvant étre utilisé
comme agent de chimiothérapie. En 1960, le département de 1’agriculture a intégré dans ces
recherches et pendant prés de 20 ans, plus de 30000 végétaux et animaux et leurs dérives qui
ont été examinés a la recherche de molécules anti-cancéreuses. C’est ainsi que le PTX, produit
par des champignons endophytes (Taxomyces andreanae, Nodulisporium sylviforme), a été
découvert dans 1’écorces de certaines especes d’ifs (ou Taxus). Sa premiere synthétisation par
I’Homme remonte a 1994 pour une premiére utilisation comme anticancéreux dans le traitement

d’un cancer ovarien.®

Le taxus présente une affinité pour les microtubules du cytosquelette cellulaire et agit comme
inhibiteur de leur depolymérisation bloquant ainsi le mécanisme de mitose des cellules (phase
S/G2/M du cycle cellulaire). Le PTX est une molécule extrémement hydrophobe, dont la
structure chimique est présentée figure 12 et qui présente une affinité toute particuliére pour les
microtubules polymérises qui sont présents dans toutes les cellules. 1l présente le désavantage

de s’accompagner de phénomenes de nécrose cellulaire et d’inflammation. C’est la deuxiéme
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molécule a avoir obtenu le marquage CE et FDA pour une application dans les DES. C’est

actuellement la seule molécule utilisée dans les DES utilisés sur 1’axe fémoropoplité.

LA -
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Figure 12 : Formule chimique du PTX, C47Hs1NO14

[1.2.3 La Simvastatine (SV)

Les molécules de la famille des statines sont d’abord connues pour leurs effets inhibiteurs sur
I’enzyme HMG-COoA reductase (ou 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase), qui
permettent de réduire la production de cholestérol circulant participant a la formation
d’athérome ®. De nombreuses études cliniques et pré-cliniques démontrent maintenant que les
statines présentent des effets pléiotropiques, c’est-a-dire non liés a leur pouvoir hypolipémiant
et qui sont différents pour chacune des statines commercialisées. En effet en inhibant I’enzyme
HMG-CoA reductase, les statines limitent la production de mevalonate qui est a I’origine du
cholestérol mais également d’autres intermédiaires isoprénoides dont le pyrophosphate farnesyl
(FPP) et le pyrophosphate geranylgeranyl (GGPP). Ces deux molécules permettent 1’adhésion
de certaines proteines a la membrane cellulaire et plus particulierement les protéines des
familles Ras et Rho qui nécessitent respectivement une farnésylation et une géranylgéranylation
pour fonctionner et se positionner correctement au sein de la membrane cellulaire.®* Ces voies
sont également impliquées dans la prolifération et migration des CML de la media, la

dysfonction endothéliale, 1’inflammation vasculaire et le remodelage cellulaire.>2
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La SV dont la structure chimique est présentée figure 13, présente plus spécifiquement des
activités inhibitrices sur la prolifération et la migration des CML. Elle augmente 1’expression
de I’enzyme endothéliale a 1’origine de la synthése de NO. Elle augmente aussi 1’activité et la
production de progéniteurs cellulaires endothéliaux, impliqués dans la cicatrisation de
I’endothélium et diminue la production de radicaux libres oxydatifs. L’ensemble de ces effets,
regroupés sous le terme d’effets pléiotropes, en fait une excellente candidate comme molécule
d’intérét pour un DES ° permettant de lutter contre la RIS mais également accélérer la
cicatrisation endothéliale. Plusieurs études ont déja été publiées sur 1’utilisation de statines dans
la fonctionnalisation de stent vasculaire : rosuvastatine, atorvastatine et SV dont une étude
clinique pour cette derniére®*®, I’¢tude SIMVASTENT publiée en 2012. Dans cette étude,
42 patients avaient bénéficié du traitement de lésions coronariennes par des stents a élution de
SV, 0,4 ng/mm? versus des stents nus et des stents a ¢lution d’éverolimus (groupes controles).
Les résultats des stents a élution de SV étaient significativement moins bons que ceux a élution
d’éverolimus et les auteurs mettaient en avant une quantité trop faible de SV disponible en

surface.%

HO O

Figure 13 : Structure chimique de la SV, CzsH3s0s
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D’autres molécules pour les citées, comme 1’aspirine, certains AINS, ... ont été testées sur des
modeles animaux mais ne seront pas détaillés dans ce manuscrit. Aucune de ces molécules n’a,

a ce jour, fait I’objet d’une évaluation clinique a ma connaissance.

[I.3 Le revétement ou polymere et les mécanismes de libération du principe actif

Un DES est un DMI a libération de principes actifs. Cette libération doit étre contrélée pour ne
pas dépasser les doses toxiques a la fois a 1’échelle locale mais également systémique.
L’évaluation des doses toxiques est un élément déterminant dans 1’évaluation pré clinique de
nouveaux DES. Avant I’évaluation des DES sur un modéle animal, le seuil de toxicité du
principe actif doit étre déterminé in vitro et par des prélevements systématiques in vivo selon
les recommandations.® La libération du principe actif doit également répondre aux contraintes
de la maladie pour laquelle il est utilisé (tissus impliqués) et a ses contraintes de temps. Dans
le cas de I’hyperplasie myointimale, celle-ci s’installe en plusieurs étapes qui s’étalent dans le
temps sur plusieurs semaines puis mois. Les tissus impliqués sont la media et I’intima. La
libération de principe actif doit donc étre suffisamment prolongée dans le temps et le principe
actif doit arriver jusqu’aux tissus cibles pour espérer un effet thérapeutique satisfaisant.
L’utilisation de polyméres permet le chargement de PA sur la structure métallique, et assure sa
diffusion et sa libération progressive dans la paroi artérielle (de quelques jours a plusieurs mois

suivant le type de polymere utilisé).

Des mécanismes physiques et chimiques contribuent a 1’obtention d’une libération contrélée et
prolongée du ou des principes actifs. Les mécanismes physiques sont principalement impliqués
dans le contrdle de la libération des principes actifs a partir des stents. On citera les deux
principaux que sont la diffusion du principe actif au travers d’une couche ou de couches
multiples de polymére non résorbable et la libération par dégradation d’une matrice de polymére
résorbable.®® Chaque systéme de libération a une cinétique de libération du principe actif
déterminée qui peut étre ajustée en faisant varier certains paramétres comme 1’épaisseur de la
couche de polymére, le type de polymeére ...%. Le polymére doit répondre a un certain cahier
des charges. Il doit étre biocompatible, favoriser la mise a disposition de la molécule

thérapeutique sous une forme qui lui permet d’étre efficace et conserver ses propriétés physico-
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chimiques et son intégrité apres sterilisation et apres implantation. Sa dégradation doit

également étre sans risque pour le patient.

A noter que certains stents sont dits « polymer-free », le principe actif est adsorbé sur la
structure métallique ou dans des réservoirs. La libération ou la dégradation de ce dernier
s’effectue selon les caractéristiques physico-chimiques du principe actif uniquement (Fig 14a
et e). C’est le cas du stent Zilver PTX (Cook).

11.3.1 Libération contrélée par diffusion
Il existe deux mécanismes de libération contrélée par diffusion :

)i Le principe actif est contenu dans un « réservoir » (anfractuosité de la surface
métallique), lui-méme recouvert d’une couche de polymére qui agit comme une
membrane contrdle et permet une libération constante dans le temps jusqu’a ce que
le réservoir soit vide (Fig 14f),

) Le principe actif est dispersé dans une matrice de polymére non résorbable et se
libere au gré de la diffusion du principe actif dans le polymeére (Fig 14b, c et d).
C’est le modele choisit pour les stents Eluvia (Boston®)

Le revétement polymérique utilisé pour le stent ELUVIA est constitué de 2 couches de
polymeres non réesorbables, une premiére couche de poly n-butyl methacrylate (PBMA), qui
facilite ensuite la fixation d’une couche de fluoropolymer PVDF-HFP [poly(vinylidene
fluoride-co-hexafluoropropylene)] également non résorbable dans laquelle est dispersée le

principe actif, le PTX.

11.3.2 Libération contr6lée par érosion de la membrane

Le polymere en se dégradant permet la libération du principe actif contenu dans sa matrice ou
dans des réservoirs au sein de la couche de polymeére. C’est le principe retenu pour ’utilisation
de polymeéres biorésorbables tel le poly-(caprolactone) (PCL) ou I’acide polylactique (PLA)
(Fig 149). Certains DES sont méme entierement dégradable (Fig 14h).
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Figure 14 : Modeéles de stents « actifs » a libération de principes actifs®

Le choix du polymére ou son absence sont donc déterminant dans le profil de libération du
principe actif et donc son effet thérapeutique. Certains polymeres en particulier non résorbables
seraient a 1’origine de processus inflammatoire chronique et favoriseraient 1’hyperplasie
myointimale. Nous y reviendrons un peu plus loin. Le choix du polymere a donc été déterminant

dans 1’évolution des DES en particulier coronariens.

II.4 Les différentes méthodes de revétement du principe actif sur les stents

Plusieurs techniques de revétement des stents existent dans le domaine des stents vasculaires

dont trois seront detaillés ci-dessous :
- le revétement par trempage,

- le revétement par pulvérisation ou aérosolisation,
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- le revétement par électrofilage.

Les deux premieres sont des méthodes de revétement fréquemment utilisés dans ce domaine
d’application et le dernier est celui qui a ét¢ utilis€ pour la fonctionnalisation des stents dans ce

travail.

11.4.1 Le revétement par trempage

Ce type de revétement consiste a plonger le stent métallique dans une solution de polymére ou
un mélange polymeére/principe actif puis de le faire sécher afin d’obtenir un revétement sous
forme d’une fine couche homogene® (Fig 15). Un revétement multicouche trés fin peut étre
obtenu par I’utilisation de plusieurs solutions de polymeres différents et principes actifs de
charges électriques opposées. Cette assemblage couche par couche ou « layer by layer » a
constitué la thématique de recherche des travaux de Jonathan SOBOCINSKI, Myriem
GARGOURI et Jatupol JUNTHIP.%1% Aprgs polymérisation de la dopamine en polydopamine
(PDA), cette derniere était greffée sur la structure métallique oxydée, les fonctions catéchols de
la PDA permettant d’assurer une adhésion durable a la surface métallique. La PDA servait alors
d’ancre chimique afin d’immobiliser soit directement des principes actifs tel que 1’hémine
(travaux de Master 2 d’Adrien HERTAULT), soit un polymeére « réservoir », tel que les
polycyclodextrines (PCD), qui aura la capacité de stocker et de libérer au cours du temps une
molécule d’intérét thérapeutique. Ce systeme dit multicouches (figure 16) permet d’obtenir un

profil de libération plus prolongé dans le temps.

Les principales limites de ces techniques sont 1’absence de contréle du chargement en principe
actif sur la structure métallique et une quantité chargée parfois insuffisante. Le choix de
I’électrofilage fait suite a ces travaux. Il doit permettre d’obtenir un revétement plus homogéne
de la structure metallique en principe actif et offre des possibilités de libération du principe actif

plus controlée.
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Dipping Withdrawal Evaporation
(Wet layer formation)

Figure 15 : Exemple de « dip-coating » de stent avec revétement monocouche et qui est secondairement retiré de
la solution et laissé pour séchage®.
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Figure 16 : Schéma de la fonctionnalisation d’une structure métallique de chrome cobalt par un systéme
multicouche (PDA et PCD) (issu des travaux de J. SOBOCINSKI)%
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11.4.2 Le revétement par pulvérisation ou aérolisation

La méthode inclut le dép6t de gouttelettes ou micro-gouttelettes de solution de polymeére ou
polymere/principe actif a la surface de la structure métallique constituant ainsi une tres fine
couche de revétement uniforme (Fig 17). Plusieurs couches successives peuvent ainsi étre
déposées. 01102 C’est la méthode la plus simple et la plus rapide pour la fonctionnalisation des
stents et par conséquent la plus utilisée dans cette application. Elle est utilisée pour déposer le
PTX sur les stent ZILVER PTX(Cook). Toute les solutions ne sont cependant pas facilement

pulvérisables du fait de leur viscosité en particulier.

rotator (

linear motor

~

s

Figure 17 : Illustration du revétement d’un stent par aérosolisation®

11.4.3 Le revétement par électrofilage
11.4.3.a Généralités

L’¢lectrofilage permet la fabrication de NFs a partir d’une solution de polymeére chargée
positivement et de I’application d’une tension électrique de haut voltage (10 a 30 kVolt) négatif
(Figure 18).1% Tout polymeére de poids moléculaire suffisamment haut peut étre électrofilé et
cette technique offre la possibilit¢é d’intégrer dans la structure des NFs des molécules
thérapeutiques. Cette technique de production de NFs a été décrite pour la premiere fois en 1900

by John Francis Cooley mais finalement investie seulement depuis les années 1990 ou le
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développement des nanotechnologies I’a remise sur le devant de la scéne.®

Motor

Syringe pump

§ |Collection plate

-----

Power supply

C-W. Hwang et al. [ Biomaterials 52 (2015) 318-326

Figure 18 : Exemple d’installation pour électrofilage

L’¢lectrofilage offre de nombreuses possibilités dans le milieu de la santé et en particulier dans
le domaine des pathologies cardiovasculaires. La structure de la membrane électrofilée est
poreuse et souvent désorganisée et s’apparente a la structure de 1a MEC. Cette membrane peut

alors servir de tuteur dans des procédés de régénérescence/cicatrisation tissulaire.10>10¢

Syringe

Polymer solution Taylor cone

Spinneret

Liquid jet

High voltage
power supply

*_/C""“‘”

Figure 19 : Cone de Taylor et formation du jet de NFs
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11.4.3.b Technique de production des NFs

La solution contenant le polymeére est placée dans une seringue munie d’une aiguille. Sous
I’effet du champ électrique, la goutte située a I’extrémité de 1’aiguille est étirée et forme « un
cone de Taylor ». Le jet est finalement éjecté et va s’étirer du fait de la répulsion successive des

charges pour former des NFs.

Entre la pointe de I’aiguille et le collecteur, le solvant s’évapore et les fibres solidifiées se
déposent sur ce dernier (Fig 19). Un pousse-seringue électrique permet d’entretenir le
processus. Un collecteur rotatif permet de déposer de maniere homogéne la membrane sur une
surface cylindrique telle qu’un stent. Cette technique est dépendante de parametres
environnementaux (humidité, température), du protocole (débit, distance seringue/collecteur,
voltage ...) et de la solution (viscosité, solvant ...) si ’on veut pouvoir obtenir des NFs
reproductibles et de morphologie adéquate. Grace a ce procédé, la grande porosité et I’important
volume de NFs déposées par mm?2 permet une large absorption de la molécule thérapeutique
mise en solution 7 et potentiellement une libération prolongée dans le temps par mise en jeu des

mécanismes de diffusion, de gonflement et de dégradation du revétement. "%

La production de NFs homogeénes et reproductibles est soumises a plusieurs parametres dits
intrinséques, que sont la température et ’humidité dans la cellule d’électrofilage, et les
parametres extrinséques représentés par les parameétres liés a la solution (la viscosité de la
solution servant a 1’¢lectrofilage, sa concentration ...) et les paramétres liés a 1’appareil (la
distance entre 1’aiguille et le collecteur, le débit de la solution dans la tubulure entre la seringue
et ’aiguille, le voltage ...). Ces différents paramétres influencent également le diametre et la

morphologie des NFs.10%108

Le principe actif peut étre incorporé dans les NFs selon plusieurs procédes :

109

- I’incorporation directement du principe actif dans les NFs™*, c’est la technique

qui a été utilisée dans ce travail

La principale limite de cette méthode est la nécessité que le principe actif soit soluble dans le

méme solvant que le polymere.
- I’imprégnation en surface des NFs par le principe actif par trempage!°

- D’incorporation de nanoparticules contenant le principes actifs, dans le NFs.
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11.4.3.c Etat de ['art de [ ’électrofilage au laboratoire et son application en vasculaire

Ce travail de thése s’inscrit dans un programme européen Interreg 2 mers IMODE (Innovative
Multicomponent Drug Design) dont I’objectif est de développer des médicaments et dispositifs
médicaux innovants basés sur des nouveaux matériaux. Il est réalisé en collaboration avec
I’unité UMET de la Faculté de Sciences ou les travaux sur 1’électrofilage ont commencé il y a
une dizaine d’année. Les travaux de Safa OUERGHEMMI sur I’¢lectrofilage de NFs de
chitosan/polycyclodextrine, chargées en triclosan, un agent antibactérien, pour le traitement des
plaies, ont montré un bénéfice des PCD sur la libération prolongée.’'! Syrine DIMASSI a
optimisé 1I’électrofilage de NFs de chitosan sulfoné et démontré ses propriétés anti coagulantes

in vitro en vue d’une application vasculaire.'?

Ce travail de these fait, enfin, directement suite a ceux de Dyhia KERSANI qui a démontré la
faisabilit¢ de recouvrement d’un stent vasculaire par une membrane de NFs composées de
chitosan, PCD et SV et établi les caractérisations physico-chimiques de ces NFs. Au cours de
mon Master 2, nous avons travaillé conjointement sur 1’évaluation in vitro de ces membranes

(détaillée Partie 3 du manuscrit).

Kuraishi et al, en 2009, ont les premiers publié sur la faisabilité du recouvrement d’un stent
vasculaire par une membrane de NFs électrofilées. Les NFs étaient constituées de polyuréthane
(PU) et le stent était destiné a la prise en charge des anévrysmes cerébraux.

Des études récentes ont montré la faisabilit¢é du dépot d’une membrane électrofilée en
poly(D,L)-lactide-co-glycolide (PLGA) 2 ou en PU ** sur un stent en CrCo (Chrome-Cobalt)
et en polyéthyléne glycol diméthacrylate/poly I-lactide acid (PEGDMAJ/PLLA) sur des stents
en Nitinol *°. A noter que les polyméres utilisés sont le plus souvent synthétiques mais des
polyméres d’origine naturelle peuvent également étre électrofilées comme le chitosan utilisé
dans ce travail. L utilisation initiale de 1’¢électrofilage sur stent avait pour but la conception de
stents couverts pour I’exclusion d’anévrysmes ou en cas de rupture artérielle.!'® A ce jour, seul
le stent Papyrus de Biotronik® qui est un stent en chrome cobalt recouvert d’une membrane
électrofilée de PU, est commercialisé pour les ruptures coronaires dans les procédures

complexes (chronic total occlusion :CTO) de revascularisation coronaire.'’

Depuis une dizaine d’années, des principes actifs ont été ajoutés dans la solution mere servant
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au procédé d’électrofilage. En 2014, Lee et al. publiaient les résultats encourageant de
I’électrofilage d’acide salicylique et de PTX a partir d’une solution de polylactide-

polyglycolide, sur I’agrégation plaquettaire et de perméabilité sur un modéle lagomorphe.!8

Une équipe chinoise 2 a travaillé sur 1’électrofilage d’une membrane en PU chargée en
rosuvastatine (5 pg/mma2) et a montré la supériorité de cette membrane par rapport a un stent nu
sur la RIS. Ces travaux ont largement influencé notre choix quant a la quantité de SV chargée

sur les membranes.

[1.5 Les limites des DES

[1.5.1 Thrombose aigué de stent

Plusieurs études ont soulevé le probléme de I’hypersensibilité de la paroi artérielle a la présence
d’un polymére non résorbable et durable.!'® Certains industriels ont donc cherché a développer
des polymeéres amphiphiles durables comme le carbure de silicium®?® ou méme les revétements
a base d'anticorps capables de supprimer la réponse inflammatoire!?! ou des revétements
biodégradables dans le temps!??. L'équilibre optimal entre la dégradation du polymére et la
libération du principe actif, et leur impact sur les effets thérapeutiques ou toxiques, reste a
clarifier et constitue toujours un domaine de recherche.® Plusieurs études pré cliniques ont
montré la persistance de stigmates d’une inflammation de la paroi artérielle (présence de
collagéne, macrophages ..) plus importants en cas de stenting par DES versus des stents
nus.12124 | e temps de ré-endothélialisation des mailles des stents est également prolongé dans

les groupes DES.*?°

Cet etat pro-inflammatoire lié a la présence des polymeres et 1’action anti-mitotique non
spécifique des principes actifs responsable d’une dysfonction endothéliale prolongée dans le
temps nécessite la mise en place d’un traitement par double anti-agrégation plaquettaire
prolongée chez les patients traités par DES. Ce traitement fait I’objet de recommandations
internationales pourtant la durée de cette double anti-agrégation plaquettaire reste flou pour
1’AOMI alors qu’elle semble beaucoup mieux définie pour les coronaropathies. L’objectif de
ce traitement est essentiellement de limiter le risque de thrombose aigué tardive de stent par
activation plaquettaire qui peut survenir tant que I’endothélium n’est pas cicatrisé.'?®

L’incidence de la thrombose aigué tardive de stent serait autour de 0,5a 1% au niveau coronaire

et un peu plus difficile a évaluer a I’ étage périphérique.'?” Une interruption trop précoce de cette
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double anti agrégation plaquettaire peut étre a I’origine d’une thrombose aigué de stent.
D’autres facteurs comme la mal-apposition des stents, le stenting sur une zone de bifurcation
ou en regard d’une plaque d’athérome présentant un cceur lipidique riche a risque de rupture

sont autant de facteurs de risque de thrombose aigué de stent.

11.5.2 Paclitaxel « gate »

Enfin, nous avons vu émerge le « paclitaxel gate ». La toxicité du PTX et plus particulierement
les DES périphériques au PTX ont récemment été mis en cause. Une méta analyse de 2018,
reprenant les résultats a 1 an puis a 5 ans de la mortalité apres angioplastie + stenting fémoro-
poplitée a I’aide de ballon ou de stents a élution de PTX comparativement aux ballons ou stents
nu, mettait en évidence une sur-mortalité.’?® Vingt-huit études randomisées et controlées ont
été analysées soit prés de 4663 patients, dont 89% claudicants. La mortalité toutes causes
confondues s'est avéree plus élevée a 2 ans (12 essais ; n = 2216) dans le groupe PTX (7,2 %
vs 3,8 % ; ratio de risque, 1,68). Le sur-risque de déces toutes causes confondues, a 5 ans (trois
essais ; n = 863) est encore plus important dans le groupe PTX versus nu (14,7 % vs 8,1 % ;
rapport de risque, 1,98). La méta-régression a montré une relation significative entre
I'exposition au PTX (produit dose-temps) et le risque absolu de déces. Suite a cette publication
de nombreuses études rétrospectives plus ou moins sponsorisées par 1’industrie ont montré
’absence d’association entre les deux.!?®139130131 Deg études chez 1’animal ont montré la
présence de paclitaxel dans les tissus environnant, d’emboles distaux sans que pourtant I’ instant
il ne soit possible d’affirmer le caractére néfaste de ces constatations.’32133 A I’heure actuelle,
le débat reste ouvert et la recherche de nouvelles molécules pour les stents actifs est devenue

d’autant plus importante.

[11. CHOIX DU MODELE ANIMAL

Aucun modéle animal ne fait aujourd’hui aussi bien que le « modéle humain » pour déterminer
I’efficacité et la sécurité d’un nouveau DMI vasculaire. Des recommandations a partir d’un
consensus d’expert concernant 1’évaluation pré-clinique et en particulier 1’utilisation des

modéles animaux pour les DES a destiné périphérique ont été publiées en 2014.% L’objectif est
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d’homogénéiser la recherche dans ce domaine et ce malgré une moins bonne compréhension
des études pré-cliniques in vivo et de leur traduction chez ’Homme. Les résultats in vivo de
I’évaluation de la sécurité d’un nouveau DMI apparaissent satisfaisants quel que soit le modele
animal : porcin ou lagomorphe, sain ou athérosclérotique. L’évaluation de 1’efficacité est plus
controversée. La libération et la diffusion des principes actifs different en fonction du lit artériel
et du type de lésion'®, de méme que la réponse tissulaire. A ce jour, deux modéles semblent
privilégiés sur I’analogic histo-pathologique : i) les modeles porcins (artéres iliagues et
fémorales) et ii) lagomorphes (artéres iliaques). Les artéres dans ces 2 modeéles présentent des
similitudes histologiques avec ’Homme et leurs tailles rendent possible I'utilisation de matériel
similaire a celui utilisé chez I’étre humain. Les experts recommandent la réalisation d’études
comparatives avec de nombreuses dates de points d’analyse dans le temps pour ne pas
méconnaitre un effet négatif au cours du suivi. L’analyse des tissus environnants (muscles ...)
a la recherche d’effets toxiques doit étre réalisée. Il est également recommandé que tout effet
indésirable, en particulier toute mort inattendue au cours du protocole, soit étudié afin
d’éliminer une complication liée au DMI et en particulier éliminer une thrombose aigué de

stent, qui pourrait remettre en cause la sécurité du DMI.

[1I.1. Les différents modeles animaux

En 1976, Andreas GRUNTZIG a pour la premicre fois étudié I’effet d’une angioplastie
coronaire sur un modele canin. Charles DOTTER a proposé ensuite 1’utilisation de stent pour
limiter le recoil élastique et a testé son hypothese sur des artéres fémorales de chien. Dans les
suites, 1’utilisation de modéles animaux s’est largement développée pour évaluer les stents

comprenant de petits (rongeurs, lapins) et de gros animaux (porcs, chiens).

Les animaux utilisés peuvent étre sains ou soumis a des régimes ou des manipulations
génétiques responsable d’hypercholestérolémie et donc de la formation de plaques d’athérome
dans les différents lits artériels. Des lésions artérielles (Iésion au ballon'®, injection dans la
paroi artérielle de protéines pro inflammatoires'*®) peuvent également étre réalisées sur ’artére
cible pour accélérer la formation de certaines lésions (plaques d’athérome instables, hyperplasie

myointimale).
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Chague modeéle propose ses propres avantages et inconvénients qui seront décrits

secondairement. Le modeéle idéal devrait répondre aux exigences suivantes :

- présence de lésions athéromateuses similaires a celles observées chez I’'Homme

- environnement métabolique (ex : dyslipidémie) et histologique (ex : artéres
musculaires ou ¢€lastique) similaire a ce qui est observé chez ’Homme dans la
pathologie étudiée

- taille des animaux réduite pour faciliter leur manipulation mais la taille des
artéres doit étre adaptée aux dispositifs médicaux a I’étude et aux systemes
d’imagerie utilisés

- ¢éviter les modeles animaux trop fragiles pour limiter la perte d’animaux avant la
fin du protocole

- réponse adaptée du modéle animal aux thérapeutiques médicales communément

utilisées pour I’AOMI et ayant fait la preuve de leur efficacité chez ’Homme.

[11.1.1. Modeéle porcin

Les deux modéles porcins privilégiés sont le mini porc et le porc domestique sains ou normo
cholestérolémiques. Le modéle porcin offre 1’avantage de présenter des arteres iliaques et
fémorales de diamétre et d’histologie similaires aux artéres périphériques humaines. Les
phenomeénes de RIS suivent la méme chronologie que chez I’Homme mais de fagcon accélérée
(1 mois versus 6 a 12 mois) et moins prononcée. Cette différence pourrait s’expliquer par la
présence sous-jacente de plaques d’athérome chez 1’Homme, qui ralentissent la cicatrisation
artérielle et qui, parallelement, sont difficiles a observer chez le porc, animal peu sensible aux
régimes hypercholestérolémiants.'®” Certaines sous espéces telles les mini-porcs Yucatan ou
I’utilisation de porcs domestiques ou de mini-porcs genétiquement modifiés permettent
d’étudier la RIS dans un environnement métabolique plus proche de celui observé chez
I’Homme. Le prix onéreux de ces modeles et la taille des animaux nécessitant des lieux

d’hébergement adaptés demeurent un frein a leur utilisation.
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Ce modéle avec le modele lagomorphe est le modéle le plus utilisé et recommandé dans cette
application en particulier pour 1’évaluation des stents coronaires. Comme nous le reverrons, les
stents enduits de sirolimus et d’everolimus ont été évalués chez I’Homme pour une utilisation
périphérique a partir d’évaluations pré-cliniques menées sur des modéles d’arteres coronaires

de porcs.

Le modéle porcin est souvent décrit comme un bon mod¢le pour I’évaluation de la sécurité de

nouveau stents actifs mais I’évaluation de I’efficacité des DMI reste plus incertaine.*®

[11.1.2. Modeéles lagomorphes

Le modele lagomorphe est le premier modele & avoir été utilisé pour 1’étude de 1’athérosclérose
et il demeure avec le modéle de porc, le meilleur modele pour 1’étude de cette pathologie. C’est
le scientifique russe, Ignatowski, qui en 1908 a le premier proposé d’enrichir 1’alimentation de

lapins pour étudier I’apparition de plaques d’athérome au niveau de I’aorte des animaux.

Le modele lagomorphe offre le principal avantage de présenter de nombreuses similitudes en
terme de métabolisme du cholestérol avec 1’étre humain résumées dans le Tableau 1.1 Soumis
a une alimentation enrichie en cholestérol, le lapin comme I’Homme présente rapidement une
¢lévation du cholestérol circulant d’origine hépatique favorisant le développement de Iésions
artérielles athéromateuses diffuses. Cette hypersensibilité a ce régime spécifique n’est retrouvé

chez aucun autre animal.

Human Rabbit Mouse
Major plasma lipoproteins LDL LDL HDL
CETP Abundant Abundant None
Hepatic apoB mRNA editing No No Yes
apoB-48 Chylomicrons Chylomicrons VLDLs/LDLs and Chylomicrons
apoB- 100 Can be bound to apo(a) Can be bound to apoda) Cannot be bound to apo(a)
HDL Heterogeneaiis Heterogeneaiis Homogeneous
apoAll Dimer Absent Monomer
Hepatic LDL receptor activity Down-regulated Down-regulated Usually high
WLDL receptor in macrophages  Yes Yes No
Hepatic lipase: High, liver-bound Low, liver-bound High, 70% in circulation
Cholesterol pool Mainly from hepatic synthesis  Mainlv from hepatic synthesis  Mainly from dietary origin
Excretion of bile acid Low Low High
Response to a cholesterol diet Sensitive Sensitive Resistant

Tableau 1 : Comparaison du métabolisme lipidique chez la souris, le lapin et ’Homme 3
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Depuis plusieurs années les scientifiques ont délaissé le modele lagomorphe le considérant
comme un « gros rongeur » similaire au métabolisme des rats ou souris. Pourtant, un travail
effectué sur la famille des statines sur les lapins a pu montrer des similitudes avec les effets

retrouvés chez I’Homme.13°

Dans D’alimentation classique des lapins, le cholestérol représente moins de 0,01% de
I’alimentation des animaux et le taux de cholestérol circulant est compris entre 30 et 90 mg/dl.
Des études ont montré qu’un régime a > 2% de cholestérol mené pendant plus d’un mois
aboutissait a la formation de lésions trop séveres et non représentatives des lésions
athérosclérotiques présentes chez 1'Homme 3. L’enrichissement de I’alimentation est
classiquement compris entre 0,3 et 1% de cholestérol et entre 4 et 8% d’acides gras (huile de
noix de coco, ou de cacahouete). L’adjonction de lipides au régime hypercholestérolémiant telle
que les huiles de cacahoucétes, noix de coco, ... permet I’obtention de plaques d’athérome tres

proches de celles retrouvées chez 1’étre humain 14°

alors qu’en I’absence d’enrichissement de
I’alimentation par les acides gras, les Iésions sont souvent trop séveres, peu représentatives de
celles observées chez I’Homme. Dans ces modéles toutefois, environ 20% des individus sont
hypo ou non-répondeurs ; cet élément est apprécié par une absence d’élévation significative des
taux de cholestérol plasmatique (sans qu’aucune valeur seuil de cholestérol plasmatique n’ait
cependant été décrite).*® On estime qu’aprés 4 semaines d’enrichissement raisonnable, le taux
de cholestérol circulant doit étre d’environ 800 mg/dl, sans excéder 2 g/dl.*% L utilisation d’un
modele associant un régime enrichi et une lésion au ballon de 1’endothélium artériel permet

d’obtenir des plaques d’age plus avancé plus rapidement. Par ailleurs, I’alternance d’un régime

enrichi puis normal semble étre associé a la formation de Iésions plus hétérogénes 4,

Le modéle lagomorphe offre I’avantage d’étre moins colteux et plus facile & manipuler que les
gros animaux comme le porc. Les artéres stentées sont généralement les arteres iliaques. Ce
mode¢le permet donc de s’affranchir des variabilités inter individuelles ou chaque animal devient
son propre témoin puisqu’un stent différent peut étre implanté dans chacune des 2 arteres

iliaques.

Paradoxalement, le principal inconvénient de ce modéle est sa grande sensibilite aux
changements de régime qui est associée a un risque accru de dysfonctions multiviscérales. La
taille des arteres iliaques est également plus petite, environ 3 mm, comparativement au mini-
porc (4 a5 mm) ce qui rend compliqué I’utilisation, sur ce modéle animal, de certains matériels
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normalement utilisés chez ’'Homme comme par exemple les stents auto-expansibles, peu

commercialisés pour les petits diamétres en particulier <3 mm.

[11.1.3. Modeéles rongeurs

Les modeles de rongeurs offrent 1’avantage de leur petit gabarit qui facilite la manipulation et
la logistique pour les études et permet d’inclure un plus grand nombre d’animaux. Le gabarit
est également le principal défaut de ce modele qui rend impossible 1’utilisation de matériels
normalement utilis€ chez I’homme dans la méme région anatomique (coronaire ou
périphérique). Ces rongeurs sont privilégiés pour 1’étude cellulaire de la physiopathologie de
I’athérosclérose et/ou des phénomeénes de RIS. Les nombreuses possibilités de modification

génétique offre un large panel de modeéles (diabétiques, athérosclérotiques, hypertendus ...).142

[11.1.4. Autres

Le modeéle canin a également été utilisé mais la réponse inflammatoire post-stenting semble

plus limitée. Le mouton et la chevre ont aussi été utilisés de facon plus épisodique.

[Il.2. Criteres histologiques recommandés dans les évaluations pré-cliniques des stents

périphérigques sur modeéles animaux.

Avec ’essor des stents et DMI pour le périphérique, des recommandations ont été émises pour
uniformiser les résultats pré-cliniques et éviter les risques graves pour I’Homme. L’évaluation

de I’efficacité des nouveaux DMI reste a ce jour toujours incertaine sur les modéles animaux.

La simple mesure et comparaison des aires des différentes tuniques, néointima et media et de
la lumiere ainsi que le degré de stéenose ne semblent pas étre des criteres suffisamment
discriminants. Une analyse histopathologique semi-quantitative via I’utilisation de scores
validés a été proposée selon la classification de Schwartz®. Les différents scores sont résumés
dans le tableau 2.
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Pour chaque coupe transversale d’artére, les différents scores de Iésion artérielle,
d’inflammation et d’endothélialisation sont définies par la somme du score pour chaque maille

de stent divisée par le nombre de mailles présentes sur la coupe.
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Tableau 2 : Tableau des différents scores d’analyse histologique semi-quantitative proposé par le groupe d’expert

pour I’évaluation des stents actifs®
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[1l.3. Du modele animal aux résultats cliniques

AOMI et coronaropathies appartiennent au méme cadre nosologique des maladies
cardiovasculaires. Pourtant, on 1’a vu, les résultats encourageants et prometteurs a 1’étage
coronarien des DES ont décu a 1’étage périphérique. Des pistes viennent aujourd’hui expliquer
ces phénomenes : tortuosité de I’artére, calcifications ... cependant les modéles animaux
utilises demeurent globalement identiques de méme que les criteres de jugement des études :
pourcentage de sténose, aire de la néointima, score de Iésion artérielle, score d’inflammation,
score d’endothélialisation. Certaines études pré-cliniques sur des modeles animaux coronariens
ont méme parfois servi a la commercialisation d’un stent coronarien puis périphérique apres
une simple modification de la structure métallique par du Nitinol. En effet, depuis I’apparition
des DES et leur utilisation a 1’étage fémoro-poplité, 4 dispositifs ont été commercialisés dans
cette indication et seulement 2 sont toujours commercialises comme expliqué ci-dessus. On
peut alors se demander dans quelle mesure les études pré-cliniques permettent d’anticiper les

résultats cliniques.

I11.3.1. Stents actifs au Sirolimus (SRL)

Le premier stent actif commercialisé pour 1’étage fémoro-poplité était un stent en Nitinol enduit
de SRL et d’une matrice polymeére non résorbable. Initialement, il avait été développé pour un
usage a I’étage coronaire, et c’était d’ailleurs 1’un des premiers sinon le premier stent actif
coronarien (Cypher®). En 2002, il apparaissait comme la grande solution de la maladie

coronaire.*® Son évaluation a 1’étage périphérique a été trés décevante.

L’évaluation pré-clinique a été réalisée sur un modéle coronaire sain de cochon %1% ainsi
qu’un modeéle lagomorphe . Les stents utilisés dans les études pré-cliniques étaient en acier
montés sur ballon comme pour les stents coronaires Cypher®. Les résultats sont résumés dans

le tableau 3.

Les résultats histologiques satisfaisants a J28 ou 30 ne sont pas retrouvés a J90 et J180.
L’évolution des phases de remodelage et d’inflammation artérielle semblent plus prolongée en
présence de SRL mais a terme, la cicatrisation de la paroi artérielle et 1’hyperplasie semble

similaires apres stenting nus ou enduits de SRL. Certaines équipes supposent que les résultats
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a 90 et 180 jours chez les animaux pourraient correspondre aux résultats a long terme (24-
30 mois) chez I’Hommes qui s'expliquerait par la différence de longévité entre les especes.

La démonstration de ’efficacité des stents enduits de SRL reste fragile également sur les
modeles lagomorphes comme en atteste les résultats des études de Klugherz et al.}* et
Takimura et al.2® dont les résultats sont résumés dans le tableau 3.

Le r6le pro-inflammatoire du revétement polymere a été critiqué mais les études pré-cliniques
réalisées avec des stents sans polymeére n’ont pas permis d’obtenir des résultats plus

satisfaisants en terme d’efficacité a long terme sur un modele coronaire de porcs sains.#’

Le chevauchement de stents enduits de SRL n’a pas non plus été démontré comme pro-

inflammatoire sur un modéle lagomorphe sain contrairement aux stents enduits de PTX.148

A notre connaissance, aucune étude pré-clinique sur le modéle animal des stents & élution de
SRL en Nitinol n'a été publiée. La plupart des études pré-cliniques ont prouvé I'innocuité des
stents a €lution de médicament a base de SRL, bien que le caractere pro-inflammatoire du
polymere poly-n-butyl methacrylate et polyethylene—vinyl acetate utilisés sur les stents de
Cypher soit critiqué, mais rares sont celles qui ont réussi a mettre en évidence l'efficacité et la
supériorité de ces dispositifs par rapport aux stents nus pour la RIS, en particulier dans les
évaluations a long terme (>90 jours). Un autre biais est qu'aucun modele préclinique n'était
athérosclérotique, ce qui limite I'étude translationnelle de la libération de médicaments dans la

paroi artérielle et n'expose pas au risque de mal-apposition des stents par exemple.

Aucune des études cliniques randomisées et prospectives menées par Duda et al 14151 g
permis de mettre en évidence de différence significative entre un stents en Nitinol SMART
enduit de SRL et matrice en polymére non résorbable et un stent nu en Nitinol équivalent a 6,
12 et 24 mois (SIROCCO) (tableau 3). En I’absence de résultats probants a 2 ans, le stent auto-
expansible S.M.A.R.T. Nitinol & élution de SRL n’a plus été commercialisé.

Les résultats insatisfaisants des essais SIROCCO s'expliquent potentiellement par une
administration inadéquate du médicament, une charge médicamenteuse insuffisante, une
libération rapide du médicament et un taux élevé de fracture du stent. L’utilisation d’une matrice

polymere pro inflammatoire était également reprochée.
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Récemment, un nouveau stent a élution de SRL pour une utilisation périphérique a été
développé, le NIiTIiDES (Alvimedica). Ce stent en Nitinol, sans polymere pour limiter
I’inflammation liée a son utilisation, est chargé de principe actif au sein des réservoirs
(encoches) présents a la surface externe du stent. Le SRL est mélangé avec des acides gras afin
de le rendre plus hydrophobe, dans le but d’augmenter sa biodisponibilité. La quantité de SRL
chargée est environ 30% plus importante que dans les stents des études SIROCCO. Les résultats
de ce nouveau stent auto-expansible a élution de SRL sans polymére, sont présentés dans le
tableau 3. Aucune étude comparative avec les stents nus n'est encore disponible.'>>1%3 Pourtant
si I’on porte un intérét aux évaluations pré cliniques, il apparait probable que cette supériorité

ne soit pas démontrée.4
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Tableau 3 : Synthése des différentes études pré-cliniques et cliniques disponibles pour 1’évaluation des stents a

élution de SRL. BMS Bare metal stent, SES sirolimus eluting stent, PF SES polymer free sirolimus eluting stent,

PES paclitaxel eluting stent. La perméabilité primaire est un critére défini par un pic de vélocité systolique a I’écho
doppler < 2,4 sans et absence de geste de revascularisation en regard de la Iésion traitée au cours du suivi motivé

par des symptémes cliniques
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111.3.2. DES avec éverolimus

Fort de son succés a I’étage coronarien (ex: Xience V (Abbott Vascular, CA, USA))
1I’éverolimus a également été utilisé sur un stent en Nitinol pour une utilisation a I’étage fémoro-
poplité. Une synthése des résultats pré-cliniques et cliniques est présentée dans le tableau 4.
Une étude pré-clinique a été réalisée sur un modeéle d’artéres périphériques de porcs avec des

stents en Nitinol identiques a ceux utilisés secondairement chez I’Homme. !>

Toutes les études pré-cliniques rapportent des résultats satisfaisants des stents a élution
d’éverolimus en termes de sécurité. Concernant I’efficacité des DMI, les critéres d’aire de la
néointima, pourcentage de sténose sont souvent en faveur des stents a élution d’éverolimus mais
les scores de fibrine et/ou d’inflammation sont majoritairement péjoratifs pour ces derniers. Les
résultats a long terme, jusqu’a 12 mois dans certaines études pre-cliniques ne rapportent pas de
bénéfice des stents actifs.1>® Ces résultats décevants reflétent I’expérience clinique actuel des
stents a ¢lution de molécule thérapeutique a 1’étage périphérique et confirment I'importance de

la nécessité du suivi a long terme dans les études pré-cliniques.

En 2011, Lammer et al*>® ont publié le premier essai clinique. La perméabilité primaire a
12 mois était décevante et similaire a celle des stents nus. Les stents Dynalink E ont

secondairement été retirés du marché.

L'exemple du stent Dynalink E illustre parfaitement le fossé qui existe entre le domaine
coronaire et le domaine periphérique puisque le Xience, stent analogue au Dynalink E reste a
ce jour I’'une des références comme DES pour les revascularisations coronaires. Malgré une
dose d'éverolimus plus élevée pour les stents périphériques par rapport aux stents coronaires et
une modification du polymeére pour un profil de libération plus prolongé, aucun bénéfice n'a été

démontreé dans les différentes études cliniques.

De ces exemples, plusieurs eléments peuvent étre mis en avant pour expliquer les limites de la

transposition des résultats des études pré-cliniques et ceux des études cliniques :
- une application in vivo dans une région anatomique différente de 1’application
finale (coronaire versus périphérique),
- des durées de protocole trop courtes comparées a la physiopathologie de la RIS

fémorale,
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- des modeéles animaux sains,
- des critéeres de jugement (pourcentage de resténose, aire de la néointima)

insuffisamment spécifiques de I’efficacité des dispositifs a I’étude.
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Tableau 4 : Synthese des résultats des études cliniques et pré-cliniques évaluant la sécurité et I’efficacité des stents
a élution d’éverolimus plus spécifiquement appliquées a une utilisation périphérique. BMS bare metal stent, Cr-
Co chrome cobalt, EES everolimus eluting stent, SES sirolimus eluting stent, ZES zotoralimus eluting stent. La
perméabilité primaire est un critére défini par un pic de vélocité systolique a 1’écho doppler < 2,4 sans geste de
revascularisation en regard de la lésion traitée au cours du suivi motivé par des symptomes cliniques. La resténose
chez ’'Homme est défini par la présence a I’artériographie d’une Iésion sténosante >50%
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111.3.3. Stents actifs au paclitaxel (PTX)

Il existe a ce jour deux stents a libération de PTX pour le traitement des Iésions fémoro-
poplitées, le stent ELUVIA (BostonScientific) et le stent ZILVER PTX (CookMedical) dont

les spécificités ont été détaillées plus haut.

En 2011, Dake et al 8 publiaient les premiers résultats pré-clinique des stents Zilver PTX, sur
un modele d’arteres iliofémorales de porcs sains. Les critéres de jugements confirmaient la
sécurité de ce nouveau DMI sans donner d’argument évident quant a la supériorité du Zilver
PTX versus son équivalent nu (tableau 5). La comparaison entre Zilver PTX, ELUVIA et stents
nus sur un mod¢le d’artére fémorale de porcs hypercholestérolémiques semblait annoncer les
résultats prometteurs du stent ELUVIA. Néanmoins, il est a noter la persistance d’un dép6t de
fibrine plus important avec les stents ELUVIA par rapport aux autres groupes qui alerte sur le
risque d’absence de supériorité a long terme du stent ELUVIA. Ces dépots de fibrine semblent

apparaitre comme le témoin d’une cicatrisation non définitive de la paroi artérielle. ™’

Concernant les évaluations cliniques du stent Zilver PTX, les résultats apparaissent
encourageant mais le flow chart des différentes études a été vivement critiqués et induits de
nombreux biais dans I’interprétation des résultats en particulier sur le nombre de patients inclus

dans chaque bras (tableau 5).527%158

En 2018, Gray et al & publiaient les résultats de 1’étude IMPERIAL, étude clinique randomisée,
prospective, contr6lée de non infériorité comparant ELUVIA et ZILVER PTX dans le

prestigieux journal Lancet. A 12 mois, la non-infériorité était démontrée (tableau 5).

En 2020, Gouéffic et al®® ont publié le premier essai multicentrique randomisé et controlé
disponible qui comparait stent nu et stent actif, en I’occurrence le Zilver PTX dans le traitement
des lésions fémoro-poplitées (BATTLE Trial). Aucune différence n'a éte retrouvée sur le critéere

d'évaluation principale a savoir I'absence de RIS a 1 an (tableau 5).

Plus récemment, les résultats préliminaires de I’étude EMINENT, présentés en congrés VIVA
2021, une étude prospective, multicentrique contrdlée de supériorité comparant le stent
ELUVIA versus le stent nu semble mettre en évidence un taux de perméabilité primaire a

12 mois supérieur dans le groupe ELUVIA mais I’étude n’a a ce jour pas encore été publiée.

L’étude pré-clinique de Gasior en 2017%" semble faire écho aux résultats cliniques de 2022. Le
modele d’artéres ilio fémorales porcines athérosclérotiques offre un environnement proche de
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celui retrouvé chez ’homme tant sur le plan de la maladie que du comportement histo-
pathologique de I’artére stentée. Cela rejoint les recommandations sus cités de Schwartz pour
I’évaluation des stents actifs.®> Néanmoins la présence exacerbée de fibrine aprés 90 jours dans

ce modele interpelle sur le risque de résultats clinique péjoratifs a long terme (2 ans, 5 ans).
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(HR: 1.2; 93% CL 0.6 to
=0.64)

80,95 BMS vz 858 PES a
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Tableau 5 : Synthese des résultats des études pré-cliniques et cliniques des stents a élution de PTX pour une
indication périphérique. BMS bare metal stent, FP PES fluoropolymer paclitaxel eluting stent, PES paclitaxel
eluting stent, PTA angioplastie transluminale au ballon, RIS resténose intra-stent. La RIS est définie par un pic de

vélocité systolique > 2,4.
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I\V. CONCLUSION

L’AOMI est une entité différente de la coronaropathie ischémique méme si ces deux
pathologies appartiennent au méme cadre nosologique. L’axe fémoro-poplité présente des
spécificités anatomiques, histologiques qui lui sont propres. Une meilleure compréhension des
phénomeénes physiopathologiques de 1’athérosclérose et de la RIS a cet étage passe par une
meilleure compréhension des études translationnelles entre animal et étre humain. La recherche
scientifique est également tres active dans la recherche de principes actifs, de méthodes de
fonctionnalisation des stents..., plus spécifiques des Iésions souvent plus calcifiées retrouvées
dans I’atteinte de I’axe fémoro-poplité. Nos travaux de recherche s’inscrivent donc dans cette
thématique trés actuelle en proposant un modéle animal adapté a la RIS et en ’appliquant a
I’évaluation pré-clinique d’un nouveau stent a ¢lution de SV et recouvert de NFs obtenues par

électrofilage dont I’objectif est de lutter contre la RIS et la thrombose intra-stent.

82



PARTIE 2

MISE AU POINT ET OPTIMISATION D’UN MODELE
LAGOMORPHE HYPERCHOLESTEROLEMIQUE A

DOUBLE LESION ARTERIELLE
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|. INTRODUCTION

L’ AOMI reste un défi majeur de santé publique et I'athérosclérose en est la principale étiologie.
La RIS reste le talon d'Achille de la technique, retrouvée chez jusqu'a 30% des patients. La
supériorité des DES pour I’AOMI n'a pas encore été clairement démontrée, contrairement aux
stents coronaires a élution médicamenteuse, et les modeles animaux restent peu fiables pour

évaluer l'efficacité des nouveaux DMI.

La recherche pré-clinique sur les dispositifs périphériques ne doit pas se limiter a I'évaluation
de leur sécurité sur des modeles coronariens, mais la notion de modele animal idéal reste floue.
Les artéres périphériques des porcs domestiques et les artéres iliaques des lapins sont décrits
comme les mieux adaptées car leur taille et leur accés sont similaires a ceux des vaisseaux
humains. Le modéle lagomorphe est reconnu comme le meilleur modéle pour I'étude de
I'athérosclérose en dehors des animaux génétiquement modifiés puisqu’il présente un
métabolisme hépatique des lipoprotéines similaire a celui observé chez I'Homme et une
sensibilité élevée a un régime enrichi. Le modele de lapin athérosclérotique iliaque avec une
Iésion artérielle par ballonnet avant la pose d'un stent est couramment utilisé pour I'évaluation
des DES en raison de la similitude des plaques artérielles athérosclérotiques. Cependant, malgré
une histologie de I'intima, de la media et de I'adventice similaire, la réponse de la paroi artérielle
a une lésion mécanique telle qu’une lésion au ballon utilisé pour favoriser le développement
d’une neointima dans les modeles animaux reste peu comprise. L’hyperplasie myointimale
retrouvée dans la RIS se caractérise par la présence d’une prolifération anarchique de CML, un
défaut de cicatrisation de la monocouche de cellules endothéliales et des éléments
caractéristiques d’un état inflammatoire (dépdts de fibrine, présence de cellules inflammatoires
tel que les macrophages). Dans cette premiere partie concernant le modéle animal lagomorphe
hypercholéstérolémique a double lésion artérielle, il semblait important de confirmer la
présence de ces différentes lésions au niveau des artéres iliaques avant I’étape de stenting. Ce
modele est largement décrit dans I’étude de la pathologie athérosclérotique mais peu
d’informations histologiques sont disponibles sur la réaction des parois artérielles aprés lésion

mécanique.*®
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L’objectif de cette premiere partie était donc de mettre au point et d’optimiser un modele
lagomorphe athérosclérotique a double Iésion artérielle a partir des résultats de la littérature sur

le sujet.

Dans un premier temps, nous avons comparé sur ce modele lagomorphe
hypercholestérolémique, les Iésions histologiques retrouvées sur les axes iliaques apres lésions
ou non au ballon dans le but d’évaluer 1’intérét du modéle dans le domaine de la RIS

Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une étude de validation externe du modeéle en
comparant les résultats histologiques sur ce modele lagomorphe hypercholestérolémique a
double lésion artérielle entre stents nus et stents a élution d’éverolimus ayant fait preuve de son

efficacité pour la prise en charge des coronaropathies mais pas dans I’AOMI.

II. MATERIEL ET METHODES

[I.1. Matériel

11.1.1. Animaux

Des lapins blancs (ou albinos) Néo-Zélandais adultes méles (SEGAV, St Mars-D'Egrenne,

France) ont été utilisés (Fig 20).

o
Figure 20 : Lapin domestique de type Néo-Zélandais blanc
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11.1.2. Stents

L’expérimentation animale sur mod¢le de lapin n’a pas été menée avec des stents Nitinol mais
avec des stents en CrCo car un nombre suffisamment de stent en Nitinol de 3mm a pu étre
récupéré. Des stents coronaires en CrCo, nu Multi-Link VISION et des stents a élution
d’éverolimus de type Xience notés stents actifs dans la suite du manuscrit offerts par Abott ont
été utilisés. Le diametre des stents était compris entre entre 2,5 et 3 mm et la longueur était

comprise entre 12 et 38 mm.

[1.2. Méthodes

[1.2.1. Protocole N°1 : Caractérisation de [’effet sur la paroi artérielle d’artéres iliaques de

lapin, de [’association, lésion au ballon et hypercholestérolémie

11.2.1.a. Régime alimentaire, traitement médicamenteux et conditionnement

Chaque lapin était logé dans une cage individuelle dans une piece a température et lumiere
contrdlées. Le protocole de 1’étude animale, soins et procédures chirurgicales, avait au préalable

été approuvé par le comité d’éthique régional en expérimentation animale.

Apres une semaine d’acclimatation et une alimentation standard, les lapins ont bénéficié d’une
alimentation enrichie en cholestérol a 0,3% et en huile de noix de coco a 4,9% pendant
7 semaines suivi de 2 semaines d’alimentation normale (SSNIFF, Soest, Allemagne) (Fig 21).
Pendant les 9 semaines de protocole, ils bénéficiaient d’un traitement par Kardegic 20 mg/jour

distribué dans 1’eau de boisson. L’alimentation et I’eau étaient données ad libitum.

Avant de débuter I’alimentation enrichie et une semaine apres, un dosage du cholestérol
plasmatique via la veine marginale de 1’oreille a été réalisé pour évaluer la réponse biologique

de chaque animal au régime enrichi en cholestérol.

Les lapins hypo ou non répondeurs, défini par un taux de cholestérol sérique < 700 mg/dL,

n’étaient pas exclus du protocole.
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»
»

< Aspirine PO 20 mg/jour

<4« T7semaines 000000 < 2semaines

Régime enrichi
Régime normal

0,3% cholestérol + 4,9% huile de noix de coco

v i \/

T0 1s : Lésion artérielle au ballon a gauche 9s : Sacrifice
(acces carotidien)

Figure 21 : Protocole sur 9 semaines a partir d’un modéle lagomorphe hypercholestérolémique pour évaluation pré-
clinique de le RIS avant stenting

11.2.1.b. Lésion artérielle au ballon

A J8, des Iésions de I’endothélium artériel des artéres iliaques des lapins ont été réalisées. Pour
se faire, une anesthésie générale étaient réalisée par injection intra-musculaire (IM) de 1 mL de
Xylazine (20 mg) et de 1 mL de Kétamine (100 mg) puis entretenue par de 1’isoflurane 2,5%
associé a de I’oxygene au masque pendant toute la durée du geste (1L/min). Apres rasage de la
région cervicale pré trachéale (Fig 22A), désinfection a la Biseptine et mise en place de champs
stériles, on réalisait une incision en regard de la trachée. La carotide droite était exposée
(Fig 22B) et mise sur « lacs » via 2 brins de Vicryl 2/0 permettant ainsi sa ligature en fin de
procédure. Aprés ponction de I’artére au cathlon 18 G, un introducteur 4Fr était mis en place.
Une héparinothérapie non fractionnée par voie générale de 100 Ul/kg était réalisée. L’aorte
thoracique était cathétérisée gréace a une sonde BER et un guide souple 0,035”’. La sonde BER
était ensuite positionnée juste en amont de la bifurcation aortique. Une artériographie sélective
des axes iliaques via la sonde BER était faite avant (Fig 22C) et apres la réalisation des lésions
artérielles pour vérifier la perméabilité des axes iliaques. L’artére iliaque gauche était
cathétérisée sélectivement puis un ballon de 2,75 mm x 18 mm était inflaté a 9 atm (Fig 22D)
et retiré jusqu’au niveau de la bifurcation aortique gonflé. Cette manceuvre était répétée 3 fois.
Le matériel endovasculaire était enfin retiré et I’artére carotide ligaturée. Les différents plans
étaient refermés au vicryl 2/0 et fil a peau 3/0. Les animaux bénéficiaient ensuite d une injection

en IM de Buprénorphine 0,3 ml poursuivie pendant 3 jours post opératoires.
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Figure 22 : (A) Rasage de la zone pré trachéale, (B) Dissection de la carotide gauche (fleche), (C) artériographie
des axes iliaques et (D) Fogarty de I'axe iliaque au ballon

11.2.1.c. Sacrifice et prélévement des artéres iliaques

A lafin de la 9°™ semaine, le sacrifice des lapins testés était réalisé par injection intra-cardiaque
d’une dose léthale de phénobarbital. Auparavant, une laparotomie était réalisée et I’aorte sous
rénale ainsi que les axes iliaques étaient exposés (Fig 23A). L’aorte sous rénale était
ponctionnée a ’aide d’un cathlon 22 G et une artériographie (mémes conditions que décrites
ci-dessus) des axes iliaques était réalisée afin de vérifier la perméabilité des stents iliaques
(Fig 23B). L’aorte sous rénale était alors ligaturée et I’ensemble de la bifurcation aortique, de
’aorte sous rénale jusqu’a la jonction ilio-fémorale, étaient prélevées. Chaque axe iliaque était

secondairement disséqué pour étre fixé dans du paraformaldéhyde a 4% (PAF).
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Aorta

Right iliac artery

Inferior vena cava

Figure 23 : (A) Dissection du carrefour aortique, (B) Artériographie avant explantation des artéres stentées

[1.2.2. Protocole N°2 : étude comparative, stent nu vs stent a élution d’éverolimus

11.2.2.a. Régime alimentaire, traitement médicamenteux et conditionnement

Apres une semaine d’acclimatation et une alimentation standard, les lapins ont bénéficié d’une
alimentation enrichie en cholestérol a 0,3% et en huile de noix de coco a 4,9% pendant

7 semaines puis 6 semaines d’alimentation normale (SSNIFF, Soest, Allemagne) (Fig 24).

< Aspirine PO 20mg/jour

v

< 7semaines 6 semaines

Régime enrichi .
Régime normal

0,3% cholestérol + 4,9% huile de noix de coco

! !

T0 1s : Lésion artérielle au ballon 9s : Stenting 13s : Sacrifice

(accés carotidien) (acces fémoral)

Figure 24 : Protocole sur 13 semaines du modele lagomorphe a double Iésion artérielle. Le stenting est réalisé
8 semaines aprés la Iésion au ballon et les animaux sont sacrifiés & J28 apres le stenting.

11.2.2.b. Lésion artérielle au ballon

La lésion artérielle était réalisée de la méme fagon que dans le protocole N°1 mais au niveau

des deux arteres iliaques.
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11.2.2.c. Stenting

Huit semaines aprés la 1ésion au ballon, les animaux ont bénéficié d’une angioplastie- stenting
iliaque bilatérale a I’aide de stents coronaires nu a droite et actifs & gauche, par abord fémoral
bilatéral. L’anesthésie générale était menée selon le méme protocole préalablement exposé, de
méme que la gestion de I’analgésie post-opératoire. Apres rasage des plis inguinaux et
désinfection a la biseptine, une incision du pli inguinal était réalisée afin de contrdler chaque
artere fémorale par 2 brins de Vicryl 2/0 pour la ligature en fin de procédure, en prenant garde
de ne pas léser la veine fémorale qui chemine a sa face antéro-interne (Fig 25A). L’artére était
ponctionnée au cathlon 22 G et un introducteur 4 Fr (Radifocus TIF TIP®, TERUMO Tokyo,
Japon) était mis en place. 100 Ul/kg d’héparine était injectés en intra-artériel. Une
artériographie (DSA) par injection manuelle de 5 mL de Xenetix 300 (Guerbet, Villepinte,
France) était réalisée avant et aprés stenting pour verifier la perméabilité des arteres iliaques
(Fig 25B et 25C). Chaque animal recevait 2 stents, un dans chaque artére iliaque primitive
répartis de la fagon suivante : stent nu a droite et stent Xience® (stent a libération d’éverolimus)
a gauche. Leur montée le long de I’axe iliaque était au préalable protégé par 1’introducteur afin
d’éviter que ces derniers ne se dessertissent. Les deux artéres fémorales étaient ligaturées en fin

de procédure apres retrait du matériel et I’incision refermée.

Figure 25 : Implantation d’un stent iliaque. (A) Controle des artéres fémorales communes, (B) artériographie
avant stenting, (C) artériographie post stenting
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11.2.2.d. Sacrifice et prélévement des arteres stentées

Le sacrifice des lapins était réalisé 4 semaines apres le stenting. Une artériographie était réalisée
selon le méme protocole que décrit précédemment. La zone stentée était secondairement
dissequée et recoupée environ 5 mm au-dessus et en-dessous du stent pour étre fixée dans du
paraformaldéhyde a 4% (PAF).

11.2.3. Evaluation histologiques

Apres prélevement et fixation dans du PAF 4%, les arteres étaient déshydratées dans des bains
successifs et de concentrations croissantes d’alcool puis mis en résine dans un polymeére de
methylmethacrylate. Les échantillons étaient ensuite coupés a différents niveaux du stent a
I’aide d’un ultramicrotome (Micro tronconneuse, Strues Acutom 100) afin d’obtenir des coupes
de 200 pm. Les coupes étaient colorées soit a I’hématoxyline et a 1’éosine soit au trichrome de
Masson puis examinées au microscope optique (x10) puis enregistrées sous format numérigue.
Les coupes étaient ensuite analysées a 1’aide du logiciel ZEN (ZEN 2 version blue pour

Windows).

11.2.3.a. Evaluations histomorphologigques quantitatives

L’aire de la lumiére, ’aire de la néointima et 1’aire de la media étaient mesurée (figure 26).
L’aire de la néointima (n) était déterminée par la différence entre I’aire délimitée par la LEI et

I’aire de la lumiére artérielle :
n = (aire délimitée par LEI)-(aire de la lumiere artérielle + aire de la maille des stents)

L’aire de la media (m) était déterminé par la différence entre 1’aire délimitée par la LEE et 1’aire

délimitée par la LEI :
m = (aire délimitée par la LEE) — (aire délimitée par la LEI)
Le pourcentage de remodelage était déterminé selon la formule suivante :

100 x n/(n+m) correspondant a 1’aire de la néotintima divisée par 1’aire de la néointima

associée a I’aire de la media, multiplié par 100.
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Le pourcentage de sténose était déterminé selon la formule suivante :

n/(n + aire de la lumiére artérielle) correspondant a I’aire de la néotintima divisée par

I’aire de la néointima associée a ’aire de la lumiére artérielle.

Maille du stent

Néointima
LEI

Média
LEE

Adventice

Aire de la lumiére artérielle

Aire de la néointima

Aire de la média

Figure 26 : coupe histologique d’artére de lapin stentée issue de ce travail aprés coloration a I’hématoxyline et éosine (A) et
apres agrandissement x10 (B) permettant la visualisation de la LEI qui détermine la limite entre néointima et média, puis la
LEE qui détermine la limite entre néointima et média (C)

11.2.3.b. Evaluations histo-pathologiques semi-quantitatives

Le score de lésion artérielle était établi selon la classification de Schwartz 159 (figure 27)

précédemment décrite:
- O LEl intacte

- 1 LEI rompue et media comprimée

92



Mise au point et optimisation d’un modele lagomorphe

- 2 LEI rompue et media lacérée

- 3 LEE rompue.

Maille

LEE

LEI

LEI

LEE
rompue

Media
lacérée

LEE

LEE

/3

Figure 27 : lllustration du score de Schwartz & partir de coupes histologiques apres coloration a I’hématoxyline et
a I’éosine, issues de ce travail. LEI intacte (A), LEI rompue et média comprimée (B), LEI rompue et média lacérée
(C) et LEI et LEE rompues (D)

Pour chaque coupe transversale d’artére, le score de 1ésion artérielle était défini par la somme
du score de lésion artérielle pour chaque maille de stent divisée par le nombre de mailles

présentes sur la coupe :

Z’,§=1 score de lésion artérielle
k

Score de lésion artérielle =

(avec k le nombre de maille de stent visible sur la coupe histologique)
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La coloration trichrome de Masson était utilisée pour colorer le collagéne en vert. On définit
ainsi la fraction de surface du collagéne défini par le rapport entre 1’aire du collagéne détecté
dans la paroi et I’aire totale de la paroi artérielle (figure 28).

Figure 28 : section d’une artere iliaque de lapin issue de ce travail aprés 1ésion mécanique au ballon et
coloration au trichrome de Masson (A) puis aprés déconvolution des couleurs (B) pour le calcul du ratio de
collagene.

[I.3. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne et I’écart type associé pour les valeurs quantitatives
et en % pour les valeurs qualitatives. Des tests non paramétriques, respectivement de Wilcoxon
et de Mann et Whitney, ont été utilisés pour les comparaisons de moyennes appariées ou non.
Le seuil de significativité était fixé a p <0,05. Le logiciel IBM® SPSS® Statistics 20 a servi a

la réalisation des tests statistiques et Excel a celle des représentations graphiques
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I11. RESULTATS ET DISCUSSION

[1I.1. Suivi des animaux

I11.1.1. Protocole N°1 : Caractérisation de l’effet sur la paroi artérielle d’artéres iliaques de

lapin, de I’association, lésion au ballon et hypercholestérolémie

Douze lapins ont été inclus dans 1’étude ayant pour objectif d’évaluer les lésions
histomorphologiques induites par le régime hypercholestérolémique et la Iésion artérielle au
ballon. Chaque lapin était son propre témoin. L’artére iliaque droite « saine » était comparée a

I’artére iliaque gauche « Iésée ».

Sur ces 12 lapins, 9 ont terminé le protocole. Les causes et les dates de décés sont présentées

dans le flow chart (Fig 29).

JO
(n=12)
J 2 et J4 : Déces de cause
indéterminée (n=2)
J7

Lésion au ballon

(n=10)
Déceés peroperatoire sur
inhalation (n=1)
J63
Sacrifice
(n=9)

Figure 29 : Flow chart de la répartition des animaux dans le protocole d’évaluation histomorphologique des
Iésions induites par le régime hypercholestérolémiant et la lIésion artérielle au ballon.
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Aprés une semaine de régime enrichi, le taux moyen de cholestérol sérique était plus important
qu’a JO, respectivement 1090 mg/dl + 668 mg/dl versus 565 mg/dl £ 388 mg/dl (Fig 30). Ce
taux était en moyenne multiplié par deux avec une importante variabilité interindividuelle. On
retrouve dans la littérature, la notion de lapin hypo ou non répondeur (environ 20%) **® sans
que des valeurs de cholestérol plasmatique ne soient clairement définies pour chaque sous-
groupe. Certains auteurs évoquent un taux de cholestérol plasmatique compris entre 400 et
700 mg/dL apres 7 jours de régime enrichi. Sur les 9 lapins, 8 sont considérés comme
répondeurs au régime enrichi et 1 lapin semble hypo répondeur (taux de cholestérol plasmatique
a J7 : 306 mg/dl). Cet animal n’était pas exclu du protocole. On notera également que dans
notre cohorte aucun lapin ne présentait un taux de cholestérol > 2000 mg/dl, seuil considéré

comme non physiologique.

Evolution du taux de cholestérol plasmatique aprées une
semaine d'enrichissement

4500

4000 °

3500

3000

2500

2000

1500

1000 X

T

JO

plasmatique (mg/dl)

Concentration en cholestérol

Figure 30 : Evolution du taux de cholestérol plasmatique apres une semaine d’enrichissement alimentaire dans la population
de lapin inclus dans le protocole étudiant la caractérisation de 1’effet sur la paroi artérielle d’artéres iliaques de lapin, de
’association, 1ésion au ballon et hypercholestérolémie

Les animaux ont été pesés régulierement et il était noté une prise de poids chez I’ensemble des
individus d’environ 280g entre JO (poids moyen 3,73 kg £ 0,15 kg) et J63 (poids moyen 4,0 kg
+0,29 kg).

Au cours de ce protocole, 3/12 (33%) des animaux sont décédés avant la fin du protocole. Le
modele lagomorphe est connu pour sa fragilité en particulier cardiaque, ce qui en fait son

principal inconvénient. Dans des études préliminaires, un protocole d’enrichissement par 1%
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de cholestérol et 4,9% d’huile de noix de coco avait initialement été utilisé.**®14! Ce protocole
a été modifié en diminuant I’enrichissement du fait d une perte > 50% des animaux avant la fin
du protocole mais qui reste associé a une augmentation du taux de cholestérol sérique a J7
satisfaisant et un taux de déces prématuré tolérable (33%). Les régimes hypercholestérolémiants
habituellement décrits pour le modéle lagomorphe indiquent un enrichissement entre 0,3% et
2% de cholestérol et entre 4 et 8% de graisses. Ce modele est largement inspiré de celui décrit
par Nakazawa dont I’alimentation est enrichie a 1% de cholestérol et 6% d’huile de cacahouétes
pendant 5 semaines puis 0,025% de cholestérol pour le reste du protocole et ou les animaux

subissent également d’une 1ésion artérielle iliaque aprés une semaine. %

I11.1.2. Protocole N°2 : étude comparative, stent nu vs stent a élution d’éverolimus

Six animaux ont été inclus dans ce protocole. Chaque lapin était son propre témoin et bénéficiait
a droite d’un stent nu et a gauche d’un stent enduit d’éverolimus (Xience V). L’analyse du taux
de cholestérol mettait en évidence un taux multiplié en moyenne par 4 apres 1 semaine et par

18 en moyenne a la fin des 7 semaines de régime enrichi en cholestérol.

Cing sur six animaux ont termineé le protocole soit > 80% de notre effectif initial. Les causes et
dates de déces ou sacrifices des animaux sont représentés dans le flow-chart (Fig 31). A J7, la
Iésion artérielle au ballon a été réalisée chez les 6 lapins de facon bilatérale sans complication
technique. Un animal s’est réveillé paraplégique suite a une ischémie médullaire et a d0 étre
sacrifi¢ avant la fin du protocole. L’angioplastie stenting s’est déroulée sans complication

particuliére pour les 5 animaux restant qui ont ensuite été sacrifiés selon le protocole a J91.
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JO
(n=6)

J7

Lésion au ballon

(n=6)
Sacrifice a J7 pour
ischémie médullaire
(n=1)
J 63
Stenting
(n=5)
Jo1
Sacrifice
(n=5)

Figure 31 : Flow chart de la répartition des animaux dans le protocole comparant stent nus a stent a élution
d’éverolimus sur un mod¢le lagomorphe a deux Iésions artérielles. On note un décés prématuré soit 17%
de I’effectif.

[Il.2. Résultats artériographiques avant sacrifice

I11.2.1. Protocole N°1 : Caractérisation de l’effet sur la paroi artérielle d’arteres iliaques de

lapin, de l’association, lésion au ballon et hypercholestérolémie

Sur Partériographie réalisée lors du sacrifice par ponction aortique apres laparotomie,
4/8 iliaques gauches présentaient des lésions sténosantes > 50% (Fig 32). A droite, aucune

sténose > 50% n’était mise en évidence.
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Figure 32 : Artériographie réalisée directement via 1’aorte abdominale aprés laparotomie et avant le sacrifice a
J63 des lapins hypercholestérolémiques (n=8) (a droite : pas de lésion au ballon; a gauche : lésion au ballon a J7
par voie carotidienne).

[11.2.2. Protocole N°2 : étude comparative, stent nu vs stent a élution d’éverolimus

Aucune différence significative n’était retrouvée sur les artériographies entre stents nus et stents

enduits d’éverolimus.

[1.3. Résultats histologiques

I11.3.1. Protocole N°1 : Caractérisation de l’effet sur la paroi artérielle d’arteres iliaques de

lapin, de l’association, lésion au ballon et hypercholestérolémie

Il n’était pas retrouvé de différence significative concernant I’aire de la néointima et le ratio
neointima/media entre les groupes «contrle » et «lésion au ballon », respectivement
0,23 mmz2 £ 0,29 mm2 vs 0,43 mm? = 0,44 mm2 (p=0,20) et 0,32 mm?2 + 0,31 mm?2 vs 0,71 mm?2

+ 0,62 mm2 (p=0,13)). L’aire de la lumiére artérielle ne présentait pas non plus de différence

99



Mise au point et optimisation d’un modele lagomorphe

significative entre les 2 groupes (0,40 mm2 + 0,09 mm?2 dans le groupe controle vs 0,33 mmzt
0.15 mmz2 dans le groupe lésion au ballon (p=0,23)).

Le pourcentage de sténose était significativement plus important dans le groupe Iésion au ballon
(49,9% £ 21,9%) par rapport au groupe « contrdle » ((25,7% + 19,1%) (p=0,012) de méme
que le pourcentage de remodelage était significativement supérieur dans le groupe « Iésion au
ballon » (33,9% + 18,7%) versus le groupe « contréle » (17,8% + 13,4) (p< 0,001).

L’absence de différence de I’aire de la lumiére artériclle associée a un pourcentage de sténose
significativement plus important dans le groupe « Iésion au ballon », peut s’expliquer par les

phénomeénes de remodelage excentrique initiaux de la paroi artérielle.

Ces parametres histologiques ont longtemps été les seuls utilisés pour évaluer la RIS. Des études
plus récentes ont montré I’importance d’y associer une évaluation des scores de 1€sion artérielle

et d’inflammation.®%

Dans notre étude, le score de lésion artérielle était significativement plus important dans le
groupe « lésion au ballon » par rapport au groupe « contréle » (respectivement, 1,15 + 0,31 et
0,60 + 0,37 ; p=0,013). Dans un modéle murin, une rupture de la media, conduit a une
prolifération importante des CML, alors que lorsque la LEI est intacte, I’hyperplasie intimale

est minime. 16!
L’ensemble des résultats sont illustrés dans la figure 33.

Les résultats concernant la présence de collagéne dans la paroi suggerent une présence
significativement plus importante du collagéne dans la paroi aprés une lésion artérielle
(p=0,0001).
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Figure 33 : Résultats des différents éléments histologiques comparés entre les groupes contrbles et Iésion au
ballon. On note une différence significatives sur la fraction de surface du collagéne entre les groupes « contréle »
et « lésion au ballon » (p=0,0001), le score de Iésion artérielle (p =0,013) et le pourcentage de sténose (p = 0,038)
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Cette présence importante de collagene dans la paroi artérielle suggére 1’importance des
remaniements post lésionnel au sein de la paroi artérielle qui font intervenir la MEC. La
présence exacerbée de collagéne dans le mur artériel est décrit comme 1’un des témoin d’un
remodelage constrictif de la paroi qui est a ’origine des mécanismes de sténose post
angioplastie a la fois chez 1’animal (lapin, porcs) mais également chez I’homme.%2-284 || peut
aussi étre le témoin initial de la formation de plaque d’athérome dans la paroi.'®® Nous ne les
avons pas quantifiés dans ce travail, car necessitant des colorations ou marquages
immunohistochimiques spécifiques non prévus dans le protocole initial, mais cette
augmentation de collageéne s’accompagne de 1’augmentation d’¢élastine et de protéoglycane.
C’est ainsi toute 1’architecture de la MEC qui est modifiée. La dysfonction endothéliale induite
par ’angioplastie, I’athérosclérose ... favorise également ces phénomenes de remodelage

constrictif.

Certains lits artériels humains sont plus enclin au remodelage artériel, en particulier les axes
ilio fémoraux alors que d’autres comme les artéres rénales sont rarement le siege de remodelage
méme aprés une lésion artérielle.1%® Les artéres iliaques de lapins, méme si elles sont décrites
comme moins riches en CML que celles de I’Homme répondent, dans notre étude, a la Iésion
mécanique en présentant un remodelage de la paroi vasculaire avec production d’une néointima
épaisse et riche en collagéne comme dans la RIS observée chez ’Homme. Cette sensibilité de
la paroi artérielle iliaque a la Iésion mécanique sur le modeéle lagomorphe n’est pas retrouvée

sur le modéle coronaire de porc.t®’

Nous avons réalisé le sacrifice des animaux 8 semaines apres la lésion mécanique puisque cela
correspond a la date du stenting dans nos protocoles avec stenting (cf Protocole N°2). Une
augmentation de 1’aire de la néointima par hyperplasie a été observée jusque 12 semaines aprés
le traumatisme sur un modéle lagomorphe non hypercholestérolémique avec une augmentation
des taux de collagene, élastine et protéoglycane jusque 10 fois supérieur par rapport a 1’axe
iliaque controlatéral jusqu’a 4 semaines apres la lésion.'®’ Le régime enrichi semble favoriser
dans notre étude la persistance de 1’augmentation des taux de collagene dans le temps ou la
fraction de surface du collagene reste élevée au-dela des 4 semaines décrites dans la littérature.
A noter que I’animal hypo répondeur au régime enrichi présentait I’aire de néointima la plus

faible pour les 2 groupes (artére « saine » et « lésée ») mais le taux de collagéne était similaire
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a ceux des autres animaux. Le collagene semble apparaitre comme un témoin plus sensible des

phénomeénes de remaniement artérielle a I’origine de la resténose artérielle intra stent.

Dans ce premier protocole d’étude, un tiers des animaux sont décédés avant la fin du protocole
de causes variées malgré des opérateurs expérimentés. Deux animaux sont décédés avant toute
manipulation chirurgicale. Aucune cause n’a été retrouvée en dehors de la modification du
régime alimentaire confirmant ainsi la sensibilit¢ accru de ce modele aux modifications
environnementales. Lors de travaux préliminaires nous avions observé des taux de déces
prématurés > 50% qui nous avaient alors amenés a diminuer I’enrichissement en cholestérol de
I’alimentation passant ainsi de 1 a 0,3%. Notre décision était appuy€ sur les travaux de Fan et
al**® qui décrivaient des taux de cholestérol excessivement élevés aprés enrichissement de
I’alimentation a 1% de cholestérol pendant plusieurs semaines mais non retrouvés chez 1’étre
humain. Le choix de 0,3% apparaissant pour les auteurs comme le meilleur compromis entre
développement de plaques d’athérome d’age varié et réponse histologique a la 1ésion mécanique
artérielle d’une part et risque de complications en particulier cardiaque, dermatologique et

hépatique a I’origine des déces prématurés.

111.3.2. Protocole N°2 : étude comparative, stent nu vs stent a élution d’éverolimus

Pour chaque animal, les résultats entre le stent nu posé a droite et le stent a élution d’éverolimus
posé a gauche ont été appariés. Chaque animal devenait donc son propre témoin permettant de
s’affranchir des biais interindividuels en particulier dans de petites cohortes. Il n’était pas mis
en évidence de différence significative entre les groupes stents nus et stents enduits
d’éverolimus sur I’aire de la néointima, le pourcentage de remodelage et le pourcentage de
sténose (Fig 34). La proportion de remodelage et le score de lésion artérielle a été

précedemment décrit.

Dans notre étude, aucune différence significative n’a été retrouvée entre stent nu et stent enduit
d’éverolimus (Xience) ce qui conforte les résultats retrouvés chez I’Homme pour une utilisation
périphérique. Les résultats sont présentés dans la figure 34. On notait cependant une tendance
a une proportion de remodelage plus importante dans le groupe BMS et un score de lésion

artérielle plus important dans le groupe stent a élution d’éverolimus.

Le faible effectif des groupes ne permet pas de comparer statistiquement 1’existence d’une
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différence (n=5) ; néanmoins, ces résultats semblent cohérents avec ceux de la littérature dans
I’utilisation de stent a libération d’éverolimus dans la pathologie artérielle périphérique fémoro-
poplité. La supériorité de ce stents vis-a-vis des stents nus n’a jamais été démontrée pour le
segment fémoro-poplité amenant leur retrait du marché.**® 11 est par contre utilisé pour certaines
indications dans la prise en charge des lésions distales, jambieres avec quelques résultats

intéressants.16®

Concernant les études pré-cliniques, des effectifs plus importants retrouvaient, sur des modeles
lagomorphes similaires au notre un bénéfice en termes d’aire de la néointima et du pourcentage
de sténose. La proportion de remodelage et le score de lésion artérielle n’était pas calculé. %16
Plusieurs hypothéses peuvent étre avancees pour expliquer cette différence entre nos résultats

et ceux de la littérature :

i) L effectif réduit d’animaux dans notre étude ne nous permet pas de mettre en évidence

qui existe,

il) L’enrichissement de I’alimentation dans les études sus cités plus important (1% de
cholestérol jusqu’au stenting puis 0,025% de cholestérol et 6% d’huile pendant toute la
durée du protocole) a I’origine de Iésions artérielles histologiquement éloignées de celle
décrites chez 1’étre humain a ’origine de biais dans I’interprétation des résultats, des

1ésions trop riches en lipides ne correspondant pas aux 1ésions décrites sur I’AOMI.

iii) Dans ces études, la comparaison n’était pas appariée ; chaque animal recevait

2 stents identiques, choix critiquable car a I’origine de biais inter individuels.

Sur un autre modeéle de lapin mais diabétique cette fois, il n’était pas retrouvé de différence
significative entre stents nu et stents enduits d’éverolimus concernant la réaction de la paroi au

stenting. Le degré de sténose était plus faible dans le groupe éverolimus.*?®

Dans notre protocole, les animaux sont sacrifiés 4 semaines aprés 1’implantation du stent
correspondant a la période du pic d’hyperplasie myointimale chez le lapin Soumis & un régime
enrichi en cholestérol. S’il a été démontré un pic du remodelage et des phénomeénes
d’hyperplasie dans les 14 premiers jours suivant le stenting puis un retour a une situation de
base a 1 mois chez les lapins sains,*’® un remodelage artérielle et des phénomeénes de resténose
artérielle et intra stent peuvent étre visible jusqu’a trois mois aprés I’implantation d’un stent

chez des animaux soumis a un régime hypercholestérolémique apres une lésion artérielle.
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Mise au point et optimisation d’un modele lagomorphe

Un protocole incluant une période d’étude plus longue (jusqu’a 6 mois) apparait pertinente pour
confirmer les résultats a court terme sur la sécurité du DMI et en particulier vérifier I’absence
de complications tardives comme la thrombose aigué ainsi que I’efficacité du DMI vis-a-vis
des phénomeénes de remodelage prolongés dans le temps favorisé par certaines conditions pro-

inflammatoires comme 1’environnement athérosclérotique.

Nos résultats sont cohérents avec les résultats cliniques des stents a élution d’éverolimus a
I’étage périphérique et nous renforce dans 1’idée que ce modele lagomorphe est adapté a notre
objet de travail méme si les effectifs réduits d’animaux crée de nombreux biais d’interprétations

des résultats.
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Figure 34 : Comparaison des résultats des stents actifs, enduits d’éverolimus et stents nus en terme de pourcentage
de sténose (A), proportion de remodelage (B) définie par I’aire jusqu’a la LEI-I’aire de la lumiére/I’aire jusqu’a la
LEE-I’aire de la lumiére et du score de 1ésion artérielle. Aucune différence significative n’était retrouvée.
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111.3.3. Limites de [’étude

Une des principales limites de ce modéle animal est la taille des artéres iliaques qui nécessite
du mateériel adapté. Des stents nus auto expansible de 3 mm existent mais aucun stent en Nitinol
a ¢lution de médicament n’est actuellement disponible. Nous avons donc fait le choix, pour la
validation de notre modele de stents en chrome cobalt enduit d’éverolimus. Nous avons
privilégier 1’éverolimus car malgré des résultats pré cliniques intéressants, ces stents n’ont pas
fait la preuve de leur efficacité chez I’étre humain. Nous avons considéré que I’objectif principal

n’¢était pas d’évaluer la structure métallique mais le principe actif sur notre modéle animal.

La second limite importante est la fragilité des lapins aprés régime hypercholestérolémique.
Apres des études préliminaires avec un régime plus riche en cholestérol (1%) le taux de
complications (abces, pododermatite) et de décés péri opératoire et per protocole ont contraint
a limiter I’enrichissement en cholestérol a 0,3% avec une réponse satisfaisante de la paroi

artérielle au régime et a la lésion mécanique au ballon.

V. CONCLUSION

L’analyse histologique comparative des artéres iliaques de lapin hypercholestérolémique apres
lésion mécanique ou non met en évidence des arguments directs et indirects d’hyperplasie
myointimale et de remodelage artériel. Ce modele apparait adapté a I’étude de la RIS pour
I’évaluation de nouveaux stents actifs. Il confirme également la sécurité mais 1’absence de
supériorité des stents a élution d’éverolimus par rapport aux stents nus pour une utilisation

périphérique.
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PARTIE 3

EVALUATION IN VITRO ET IN VIVO D’UN STENT

RECOUVERT DE NANOFIBRES CONTENANT DE LA

SIMVASTATINE
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Evaluation in vitro et in vivo de stents recouverts de NFs contenant de la SV

|. INTRODUCTION

Malgré I’essor et I’optimisation des stents nus puis a ¢lution de médicaments, les gestes de
revascularisations endovasculaires a 1’étage fémoro-poplité restent associés a un taux de RIS
évalué entre 10 et 30% a 1an. Par ailleurs, s’ils permettent de limiter les phénoménes
d’hyperplasie myointimale, les stents a ¢lution de PTX utilisés pour les pathologies artérielles
périphérique, présentent un sur-risque de thrombose aigué de stents en partie liés a un défaut de
ré-endothélialisation de la paroi artérielle stentée. Ces résultats décevants s’expliquent entre
autres par un profil de libération de principe actif non adapté a la pathologie traitée, I’absence

de sélectivité du principe actif et certaines propriétés pro-inflammatoire des polymeres utilisés.

Les cyclodextrines, a 1’étude depuis de nombreuses années a I’'UMET en collaboration avec
I’unité INSERM U1008, ont demontré leur intérét dans la libération prolongée de principe actif
dans de nombreuses applications dont la chirurgie vasculaire.r’*173 Les cyclodextrines sont des
oligosaccharides cycliques dont la partie extérieure est plutt hydrophile et la partie intérieure
hydrophobes (Fig 35). Elles agissent comme une cage permettant de piéger des molécules
hydrophobes de petite taille formant ainsi des complexes d’inclusion qui améliorent la solubilité
de ces molécules dans 1’eau et donc leur biodisponibilités dans les tissus biologiques.t’* Les
CDs peuvent ensuite étre polymérisées pour obtenir des polymeres de CDs (PCD). Des études
préliminaires ont montré que, concernant la SV, principe actif hydrophobe utilisé dans ce
travail, la polyHPBCD est le polymeére de cyclodextrines qui permet d’augmenter le plus la
solubilité de la SV dans I’eau. L’utilisation du polyHPBCD permet d’atteindre une solubilité de
SV dans I’eau 300 fois plus importante qu’en son absence.’® Nous avons donc retenu ce

polymere de cyclodextrine pour la suite des travaux.
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Figure 35 : Représentation de la structure d’une cyclodextrine'™

109



Evaluation in vitro et in vivo de stents recouverts de NFs contenant de la SV

Le choix du polymeére apparait comme un élément clé dans 1’¢laboration d’un stent a élution de
principe actif. Les travaux menés précédemment dans notre laboratoire sur la fonctionnalisation
de structures métalliques en chrome-cobalt par un systéeme multi couches de complexes
polyélectrolytes (CHT/PCD) confirmaient le bénéfice du polymere de cyclodextrine dans la
liberation prolongée des principes actifs mais la disponibilité du PA demeurait trop faible et
inconstante pour mettre en évidence un bénéfice in vivo. L’électrofilage permet d’obtenir une
membrane recouvrant 1’ensemble du stent vasculaire dont les NFs imitent la structure de la
MEC. Les polymeres a la base des NFs peuvent étre d’origine synthétique comme le
polyuréthane, qui a été largement exploré et utilisé entre autre pour des stents coronaires
commercialisés (PK Papyrus, Biotronik), ou naturel, tel le chitosan utilisé dans ce travail. Le
chitosan est un polysaccharide linéaire qui appartient a la famille des glycosaminoglycanes
(GAG) qui constituent la MEC. Nous avons fait le choix d’un polymére reconnu pour son
caractére biocompatible et biodégradable pour lequel des études ont montré un intérét dans la
prévention de la RIS et capable de former un complexe polyélectrolyte stable et reconnu avec
les PCD.

La SV aété choisie pour ses effets pléiotropes (cf Partie 1) et en particulier ses actions favorisant

la cicatrisation endothéliale et limitant la prolifération myointimale.

Dans une étude précédente®, nous avons confirmé la faisabilité d’électrofiler sur un stent en
Nitinol des NFs composées de CHT/polymére de B-cyclodextrine/SV et évalué les

caractéristiques morphlogiques et de dégradation de ces membranes.

Ce travail s’inscrit dans la continuité de cette publication et a pour objectif 1’évaluation in vitro
du profil de libération et de la cytotoxicité de ces membranes et in vivo sur le modele

lagomorphe a double Iésion artérielle précédemment décrit.

Il. MATERIELS ET METHODES

[1.1. Matériel

11.1.1. Stents

Des stents auto-expansibles en Nitinol de type Zilver (CookMedical®) de diamétre 5 mm et

longueur 60 mm ont été utilisés pour la conception et 1’évaluation in vitro et plus
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particulierement 1’épreuve de sertissage des stents recouverts d’'une membrane électrofilée de
chitosan, PCD et SV.

Seule I’expérimentation animale sur modele de lapin n’a pas été menée avec des stents Nitinol
mais avec des stents en CrCo car un nombre insuffisamment de stent en Nitinol de 3 mm a pu
étre récupéré, considérant par ailleurs que le biais induits par le choix de la structure métallique
sur I’objectif principal, a savoir I’évaluation in vivo des membranes de NFs, était négligeable.
Des stents coronaires en CrCo nu Multi-Link VISION (AbbottVascular) ont été utilisés. Le
diametre moyen des stents étaient de 3,2 mm +0,3 mm et la longueur moyenne 22 mm *
5,3 mm.

11.1.2. Membranes électrofilées

Les membranes de NFs étaient composées de chitosan (CHT), PCD (polyHPBCD), poly(oxyde
d’éthylene) (PEO) et de SV.

Le CHT utilisé provenait de champignons et était fourni par la société Beijing wisaple (Chine).
La masse molaire était de 69000 g/mol. Le degré de déacétylation était de 98%. La structure

chimique est donnée sur la figure 36.

CHs
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Figure 36 : Structure du Chitosan

Le poly(oxyde d’éthyléne) (PEO) est un polymere biocompatible ajouté dans la solution de
CHT pour faciliter son électrofilage. Il était fourni par Sigma Aldrich, France. La masse molaire

du PEO est de 900000 g/mol. La formule chimique est donnée figure 37.

0
H ~OH

Figure 37 : Structure chimique du PEO
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La synthése du polymere de HPBCD (polyHPBCD) était réalisée au sein du laboratoire de
I’UMET en utilisant la méthode décrite par Martel et al.1”® La masse molaire était 64650 g/mol.

La structure chimique est donnée figure 38.

Figure 38 : Structure chimique de la polyHPBCD

La SV est le principe actif a 1’étude dans ce travail. Sa structure chimique a été donnée figure
13. Elle était fournie par Farmalabor, Italie. Son point de fusion est a 140°C et sa masse molaire
de 418,56 g/mol.

[1.2. Méthode
I1.2.1. Elaboration des membranes en NFs et optimisation de la concentration en SV a
4 ng/mm?

I1.2.1.a. Electrofilage

Le montage pour 1’électrofilage (Fig 39) utilisé dans notre étude, a été développé au sein du
laboratoire UMET et était constitué d’un pousse seringue électrique, d’une seringue de 5 ml,

d’une tubulure de 50 cm en polyéthyléne (diametre interne 1 mm, Vygon), d’une aiguille de
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21 G (Terumo), de 2 électrodes, d’un générateur électrique et d’un moteur sur lequel était fixé
une tige métallique de 6 mm de diamétre. L’aiguille 21 G était fixée sur un support en téflon,
reliée au pdle positif et ce support était lui-méme fixé sur une potence permettant de régler la
distance entre 1’aiguille et le collecteur. Une électrode négative et la terre étaient connectées a
la tige-support. Les tubes en aluminium ou le stent étaient montés sur la tige. Environ 2 a 3 mi
de solution étaient prélevés grace a la seringue. Celle-ci était positionnée dans le pousse-
seringue électrique a 1’extérieur de la cellule d’¢lectrofilage. La tubulure reliait la seringue a
I’aiguille située dans la cellule et la solution était ensuite conduite, a débit controlé, a travers la
tubulure jusqu’a I’aiguille. Un thermo-hygromeétre était positionné dans la cabine afin de
mesurer la température et I’humidité relative lors de la préparation des NFs et la présence de

sels de silice dans la cellule permettait de réguler I’humidité en cas d’exces.

Des tubes en aluminium (élaborés a partir de rouleau de papier aluminium alimentaire) étaient
placés autour de la barre rotative (collecteur) a la place du stent dans les études in vitro portant
sur les profils de libération et les caractéristiques biologiques. Les stents ou le papier aluminium
étaient placés sur le collecteur, une tige en acier inoxydable rotative @ = 5,5 mm pour les études

in vitro et @ = 3 mm pour 1’étude in vivo.

Les différents paramétres extrinseques (température et humidité dans la cellule) et intrinséque
d’électrofilage (débit, voltage et distance aiguille/collecteur) avaient été optimisés afin
d’obtenir des NFs sans défauts, reproductibles et homogenes (Tableau 6) lors des travaux de
these de Dyhia KERSANI.

Un traitement thermique des NFs était réalisé dans 1’objectif d’éliminer les résidus de solvant,
I’acide acétique. Les membranes électrofilées étaient mises sous vide & 120°C pendant 4 h

(Heraeus vacutherm, Thermoscientific, France).

Trois durées d’électrofilage (10, 30 et 60 minutes) ont été étudiées afin d’évaluer 1’effet du
temps d’électrofilage sur 1’épaisseur des revétements et sur les cinétiques de libération de la
SV.

Pour 1’étude in vivo, les stents étaient électrofilés a partir d’une solution de CHT/PCD/SV3,3

pendant 30 min, conditions nécessaire a 1’obtention d’un chargement en SV de 4 pg/mm? en

moyenne (objectif fixé en fonction de la littérature).
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Paramétres d’électrofilage

Voltage | Débit | Distance entre I’aiguille | Diamétre interne de | Vitesse de rotation du | Humidité | Température
(kV) (ml/h) | et le collecteur (mm) I’aiguille (mm) collecteur (rpm) (%) (°C)

18-20 | 0,3 200 0,5 200 27 +2 22 +2

Tableau 6 : Paramétres extrinséques et intrinséques d’électrofilage utilisés pour la conception des NFs dans ce
travail. Ces parameétres sont issus du travail d’optimisation de Dyhia KERSANI

11.2.1.b. Préparation des solutions

Des solutions de compositions différentes ont été préparées, contenant différentes quantités de
polyHPBCD (PCD) et différentes quantités de SV. Trois quantités différentes de PCD ont été
étudiées, 0%, 1,65% w/v et 3,3% wi/v. Deux quantités de SV ont été étudiees, 0,33% wi/v et

3,3% w/v afin d’obtenir les doses thérapeutiques préconisées dans la littérature.

Les solutions ne contenant pas de PCD étaient préparées en mélangeant le CHT et le PEO (avec
un ratio 90/10 w/w et une concentration totale de 3,3% w/v) avec la SV dans I’acide acétique
90% (v/v). La solution était laissée sous agitation a 350 rpm pendant une nuit a température

ambiante.

Les solutions contenant la PCD étaient préparées en deux étapes. La premiére étape consistait
a mélanger la PCD (0, 1,65 ou 3,3% w/v) et la SV dans une solution de 10 mL d’acide acétique
90% (v/v). La solution était laissée sous agitation & 350 rpm a 1’aide d’un agitateur rotateur
(Innova 40, Eppendorf, France) pendant 15 minutes. Le mélange CHT/PEQ de ratio (90/10)
était ensuite progressivement ajouté a la solution et laissé sous agitation a 450 rpm pendant une

nuit.
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La composition des solutions étudiées est résumée dans le tableau 7.

Composition dans acide acétique 90% (v/v)

Solutions CHT PEO PCD SV
Yow/v % wt Yow/v Y% wt | % wlv Ywt | Yowlv | % wt
CHT/SV0,33 2,97 82 0,33 9 0 0 0,33 9
CHT/PCD3,3 2,97 45 0,33 5 33 50 0 0
CHT/PCD1,65/SV0,33 2,97 56,25 0,33 6,25 1,65 31,25 0,33 6,25
CHT/PCD3,3/SV0,33 2,97 43 0,33 4.7 33 47,6 0,33 4,7
CHT/PCD3,3/SV3,3 2,97 30 0,33 34 33 333 33 333

Tableau 7 : Composition chimique des différentes solutions-méres ayant servi a la production des NFs dans
le cadre de I’optimisation et de 1’évaluation in vitro du chargement et de la libération de la SV a partir des

NFs. Travaux réalisés conjointement avec Dyhia KERSANI

Dans la solution servant a la préparation des NFs recouvrant les stents utilisés dans 1’étude in
vivo sur modele animal, la concentration en SV était de 3,3% w/v notée CHT/PCD3,3/SV3,3

dans le tableau 7.
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Cellule

Moteur

Générateur

Aiguille

Collecteur

Stent ou tube

d’aluminium

Figure 39 : Installation de la cellule d’électrofilage (A) vue d’ensemble et (B) centrée sur I’intérieur de la cellule

11.2.2. Etude du chargement en SV et des profils de libération de la SV a partir des membranes
de NFs

Les profils de libération in vitro de la SV a partir des NFs électrofilées ont été étudies selon
deux modes : statique et dynamique. Les concentrations de SV étaient données en pg/mm2 de
membranes. Pour I’¢tude des profils de libération de la SV a partir des membranes électrofilées
réalisée en conditions statique et dynamique, la SV était également donnée en % de la quantité

extraite.
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I1.2.2.a. Extraction — désorption de la SV a partir des membranes électrofilées

Pour déterminer la quantité de SV chargée sur chaque membrane, des NFs étaient au préalable
électrofilées a partir des solutions de CHT/PCD3,3/SV0,33 et de CHT/PCD/SV3,3 sur des tubes

en aluminium de 3x30 mm dans les mémes conditions que les stents.

Les tubes en aluminium étaient plongés dans une solution de 3 mL d’acide acétique a 90%
pendant 24 ha 37°C et 80 rpm.. Une seule membrane était immergée par tube. La concentration
de SV extraite était déterminée par chromatographie a phase liquide a haute performance
couplée aux ultraviolets (CLPH-UV). Au préalable une gamme d’étalonnage était réalisée avec
des concentrations croissantes de SV allant de 0 a 1 mg/ml d’acide acétique (coefficient de

corréelation > 0,99). La quantité de SV était donnée en pg/mm?2 de membrane.

Pour chacune des solutions, le chargement en SV dans les NFs était comparé en fonction du
temps d’électrofilage. Trois durées d’électrofilage ont été étudiées, 10 min, 30 min et 60 min.

Les échantillons étaient préparés en triplicata.

11.2.2.b. Libération statique de la SV a partir des membranes électrofilées

Pour I’étude de libération en mode statique, les échantillons étaient plongés dans une solution
de 10 ml de PBS/SDS 0,7 g/L sous agitation 80 rpm et 37°C. Une seule membrane était mise
par tube. Les NFs étaient électrofilées a partir d’une solution de CHT/PCD3,3/SV0,33%. Trois
durées d’électrofilages ont été comparées : 10 min, 30 min et 60 min et les échantillons étaient
préparés pour une analyse en triplicata pour chaque durée d’électrofilage. Cent microlitres
étaient prélevés apres 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h et 48 h et analysés par CLHP-UV, 100 pL
de PBS/SDS 0,7 g/L frais étaient ajoutés dans chaque tube apres prélevement.

Au préalable, une gamme d’étalonnage était réalisée avec des concentrations croissantes de SV

allant de 0 a 1 mg/ml dans le PBS/SDS 0,7 g/L (coefficient de corrélation > 0,99).

11.2.2.c. Libération dynamique

L’¢tude de libération dynamique était réalisée a I’aide d’un appareil de test de dissolution USP4
a flux continu (SOTAX) couplé a un spectrophotomeétre UV. L’appareil disposait de 7 cellules,
une réservée au blanc, puis une pour chaque échantillon. Le test de dissolution était mené dans
80 mL de PBS/SDS 0,7 g/L au débit de 35 mL/min (Fig 40). Des prélevements de 100 pL
étaient effectués a 30 min, 1 h, 1 h 30, 2 h, 2h30,3 h,3h 30,4 h,4h30,5h;5h 30,6 het24 h
et analysés par CLPH. Cent microlitres de PBS/SDS 0,7 g/L frais étaient ajoutés dans chaque
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tube en remplacement apres chaque prélévement. Au préalable, une gamme d’étalonnage était
réalisée avec des concentrations croissantes de SV allant de 0 a 0,1 mg/ml dans le PBS/SDS

0,7 g/L (coefficient de corrélation > 0,99).

Flow

. >
o
Filter
Pompe
sample 35 mL/min
P —
3 UV/Vis
/ : Spectrophotometer

Figure 40 : schéma illustrant une cellule du Sotax au sein de laquelle est positionné un échantillon de NFs noté
« sample ». Le débit est fixé & 35 ml/min. L analyse est réalisée au moins du couple CLPH-UV et le milieu dans
lequel est réalisé 1’étude est de PBS/SDS 0,7 g/L.

L’influence de 1’épaisseur de la membrane sur le profil de libération de la SV a partir des NFs
a ¢été analysée. A partir d’une solution de CHT/PCD3,3/SV0,33%, des échantillons ont été
électrofilés pendant 10 min, 30 min et 60 min. Pour chaque durée d’électrofilage, les

échantillons ont été préparés en triplicata et les résultats ont été comparés.

L’influence de la quantité de PCD a également ét¢ analysée. Des échantillons ont été électrofilés
pendant 60 min en triplicata a partir de trois solutions différentes : CHT/PCD1,65/SV0,33%,
CHT/PCD/SV0,33 et CHT/SV0,33%.

Enfin, I’influence de la concentration en SV a ét¢ analysée. Des échantillons ont été électrofilés
pendant 60 min en triplicata a partir de deux solutions différentes : CHT/PCD3,3/SV0,33% et
CHT/PCD3,3/SV3,3%.
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11.2.3. Caractérisations physiques et biologiques in vitro des NFs

I1.2.3.a. Caractérisations physiques

11.2.3.a.i. Microscopie électronigue a balayage

La morphologie des NFs a été examinée au microscope électronique a balayage (MEB,
HitachiS.4700 SEM field emission GU, Japan) avec une tension d’accélération de SkV et un
courant d’émission des électrons de 10 HA. Une fine couche de chrome était pulvérisée sur tous
les échantillons avant 1’analyse. La résolution était de 4cm™. Les mesures des diamétres des
NFs ont été effectuées en utilisant le logiciel Imagel a partir d’une cinquantaine de NFs
sélectionnées  aléatoirement. L’épaisseur ~ des  membranes  composées  de
CHT/PCD3,3/SV0,33% a également été mesurée a partir du logiciel ImageJ et les résultats a

¢été comparés en fonction du temps d’électrofilage (10, 30 et 60 min).

11.2.3.a.ii. Test de sertissage des stents

Afin d’évaluer la compliance des NFs au sertissage et au déploiement du stent, des stents
autoexpansibles en Nitinol ont été recouverts d’une membrane de NFs a partir d’une solution
contenant CHT/PCD3,3/SV0,33% et une durée d’électrofilage de 30 min (Fig 41). Ces stents

couverts ont ensuite été ressertis dans leur cathéter au moyen d’un « crimper » (MSI, Flagstaff,
USA) (Fig 42).

‘ < _e o
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Figure 41 : Stent en Nitinol n (A) et recouvert de NFs électrofilées contenant de la SV (B).

]
Figure 42 : Crimper utilisé pour ressertir les stents autoexpansibles apres recouvrement par une membrane de NFs
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D’autres analyses des caractéristiques physiques des NFs ont été realisés par Dyhia KERSANI
dans son travail de thése (spectroscopie a rayons X a dispersion d'énergie, spectroscopie Raman,
imagerie par spectrométrie de masse quantitative, étude de la dégradation des NFs). Seules les

analyses réalisées conjointement sont mentionnées dans ce manuscrit.

11.2.3.b. Caractérisations biologiques in vitro

11.2.3.b.i. Evaluation de la cytotoxicité des membranes obtenues par électrofilage

Le test de cytotoxicité a été effectué suivant la norme ISO/EN 10993-5/EN 30993-5 par la

méthode de I’extrait (contact indirect).
Les membranes étaient composées de :
- CHT/PCD3,3
- CHT/PCD3,3/SV0,33

Les membranes étaient rincées 1 min dans une solution d’hydrogénocarbonate de sodium,
(NaHCOs3 4 g/L), puis une minute dans du serum physiologique (NaCl 0,9%). L’apport du

ringage sur les résultats des tests de cytotoxicité, a également été analyse.

Les membranes électrofilées (@22 mm) étaient disposées dans des flacons en polypropyléne
contenant 1 mL de milieu de culture utilis¢é comme milieu d’extraction (1 mL), i.e. un milieu
pour des cellules endothéliales (PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany) avec 2% de sérum
de veau feetal (FBS) (PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany) supplémenté avec de la
streptomycine (0,1 g/L) et pénicilline G Sodium (100 IU/mL) pendant une durée de 72 h+2h

a 37 +1 °C sous agitation 80 rpm.

Des cellules endothéliales microvasculaires pulmonaires humaines (HPMECs) étaient mises en
culture dans le milieu indiqué dans une atmosphére a 37°C dans un incubateur a CO2 (CB
150/APT line/Binder, Labexchange, Paris, France) saturée a 5% de CO2/95% d’atmosphére,
humidité 100%. A 70-80% de confluence, la trypsine était ajoutée et les cellules étaient
ensemencées dans une plaque en polystyréne de culture tissulaire (TCPS, tissue culture
polystyren) de 96 puits (Falcon®, France) a la concentration de 4000 cellules par puits (n=8
pour chaque échantillon a tester) dans 100uL de milieu de culture. Apres 72 heures d’incubation

dans le milieu de culture, celui-ci était retiré et remplacé par 100 puL de milieu d’extraction filtré
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stérile (0,2 um, PB Acrodisc ; PALL, France) et laissé incubé pour une durée de 24 h dans une
atmosphére a 37°C saturée a 5% de COz.

Trois puits avec du milieu pour HPMECs étaient considérés comme témoin.

L’¢évaluation de la wviabilité cellulaire s’effectuait par analyse de I’activit¢ enzymatique
mitochondriale via la coloration AlamarBlue® (AB) (Interchim Montlucon, France). Le milieu
de culture de chaque puits était retiré et remplacé par 200 pL de milieu supplémenté avec 10%
de colorant AlamarBlue®, soit une solution AB consistant en 10% de colorant/réactif AB avec
90% de milieu de culture. Apres 2 heures d’incubation, 150 uL du réactif de chaque puits était
transféré dans une plaque 96 puits Fluoro-/luminunc (Polylabo, Strasbourg, France) et
I’intensité fluorescente était mesurée par le fluorométre Twinkle LB970 (Berthold Technology,
GmbH & Co. KG, Germany) pour une excitation 8 530 nm et une émission a 590 nm. L’activité
métabolique cellulaire est exprimeée par le pourcentage d’intensité de la fluorescence par rapport

a la valeur du controle.

La limite de cytotoxicité était fixée a une réduction du taux de viabilité cellulaire > 30%

comparée aux puits témoins.

L’effet cytotoxique de la SV sur des lignées de cellules endothéliales coronaires humaines
(HCASMC-prolif; C-12512, Promocell) et de CML humaines (HCAEC- prolif; C-12222 ,
Promocell) a également été étudié. Les cellules étaient ensemencées dans une plaque 96 puits
a la concentration de 3000 cellules par puits pour les cellules endothéliales et 5000 cellules par
puits pour les CML (n=3, pour chaque concentration de SV a tester). A J1, le milieu était changé
pour un milieu de culture contenant de la SV a concentration croissante. A J3, la viabilité et
prolifération cellulaire étaient étudiées selon le méme protocole a base de colorant Alamar
Blue®.

11.2.3.h.ii. Test d’agrégation plaquettaire sur les membranes électrofilées

Les membranes électrofilées (~5 cm?) étaient disposées dans un milieu de culture avec 2% de
sérum de veau feetal (FBS) supplémenté en gentamycine (50 Ul/ml) a 37 £1°C sous agitation
80 rpm. Les échantillons de NFs testés contenaient CHT/PCD avec ou sans SV et un stent en
CrCo sans revétement était également testé. Ces différents échantillons étaient mis en contact
avec des plaquettes extraites de sang humain pendant 3 heures a 37°C sous agitation. Le plasma

riche en plaquettes était ensuite retiré et les échantillons étaient rincés trois fois a 1’aide de
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sérum physiologique (NaCl 0,9%) et analysés au MEB pour une analyse qualitative.

11.2.4. Evaluation in vivo des stents recouverts d 'une membrane électrofilée contenant de la SV

sur le modele lagomorphe hypercholestérolémique a double Iésions artérielles
11.2.4.a. Protocole

Les animaux et le protocole animal était le méme que celui décrit dans la partie 2 de ce
manuscrit (Fig 23). Les animaux bénéficiaient pendant 7 semaines d’une alimentation enrichie
par 0,3% de cholestérol et 4,9% d’huile de noix de coco suivie de 6 semaines d’alimentation
normale. L’eau et I’alimentation était ad libitum. Les animaux bénéficiaient d’un traitement par
Aspirine 20 mg/j pendant toute la durée du protocole. A J8, une lésion artérielle mécanique était
réalisée selon le méme protocole que précédemment déecrit. A J63, les animaux bénéficiaient
d’un stenting des artéres iliaques. A droite, un stent nu était positionné et a gauche un stent
recouvert d’'une membrane électrofilée constituée de CHT/PCD3,3/SV3,3%. Les animaux
étaient sacrifiés 4 semaines apres le stenting, les arteres iliaques stentées étaient alors prélevées

et analysées dans les mémes conditions que précédemment décrites.
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11.2.4.b. Evaluations histologiques

11.2.4.b.i. Analyses histo-morphologiques guantitatives

L’aire de la lumiére, I’aire de la néointima et I’aire de la media étaient mesurée. L’aire de la
néointima (n) était déterminée par la différence entre I’aire délimitée par la LEI et 1’aire de la

lumiére artérielle :
n = (aire délimitée par LEI)-(aire de la lumiére artérielle + aire de la maille des stents)

L’aire de la media (m) était déterminée par la différence entre I’aire délimitée par la LEE et

I’aire délimitée par la LEI :
m = (aire délimitée par la LEE) — (aire délimitée par la LEI)
Le pourcentage de remodelage était déterminé selon la formule suivante :

100 x n/(n+m) correspondant a 1’aire de la néotintima divisée par 1’aire de la

néointima associée a I’aire de la media, multiplié par 100.
Le pourcentage de sténose était déterminé selon la formule suivante :

n/(n + aire de la lumiére artérielle) correspondant a I’aire de la néotintima divisée par

I’aire de la néointima associée a I’aire de la lumiére artérielle.

11.2.4.b.ii. Analyses histo-pathologigues semi-guantitatives

Le score de lésion artérielle était établi selon la classification de Schwartz précédemment
décrite et pour chaque coupe transversale d’artére, il était défini par la somme du score de lésion

artérielle pour chaque maille de stent divisée par le nombre de mailles présentes sur la coupe.

La coloration trichrome de Masson était utilisée pour colorer le collagene en vert. On définit
ainsi la fraction de surface du collagéne défini par le rapport entre I’aire du collagene détecté

dans la paroi et I’aire totale de la paroi artérielle
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[I.3. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne et 1’écart type associé pour les valeurs quantitatives
et en % pour les valeurs qualitatives. Des tests non paramétriques, respectivement de Wilcoxon
et de Mann et Whitney, ont été utilisés pour les comparaisons de moyennes appariées ou non.
Le seuil de significativité était fixé a p <0,05. Le logiciel IBM® SPSS® Statistics 20 a servi a

la réalisation des tests statistiques et Excel a celle des représentations graphiques.
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I11. RESULTATS ET DISCUSSION

[1I.1. Elaboration des membranes en NFs

Les conditions d’¢électrofilage ont permis d’obtenir des membranes reproductibles présentant
une répartition homogéne des NFs sur les différents stents. Les NFs adhéraient aux stents sans

pré-traitement de ce dernier.

L’optimisation des conditions d’¢électrofilage (température de la cellule, humidité, viscosité de
la solution initiale,...) a été largement étudiée par Dyhia Kersani (PhD) en préambule de ce
travail pour aboutir a I’obtention de membranes reproductibles quel que soit 1’opérateur.® Ces
paramétres sont indispensables pour obtenir des NFs reproductibles et homogénes.*®1” Tout
polymere de haut poids moléculaire peut étre électrofilé mais dans des conditions variables et
devant étre adaptées.’® La distance entre aiguille-collecteur, et le voltage du champ électrique
appliqué vont définir la qualité et la régularité du jet. Si le champ électrique est trop faible, les
NFs ne se forment pas et 1’on obtient sur le collecteur des gouttes de solution. A I’inverse, un

champ électrique trop important est a I’origine d’une dispersion des NFs dans la cellule.1%

[1l.2. Résultat de I'étude du chargement en SV et des profils de libération a partir des NFs

I11.2.1.Quantité de SV chargée sur les membranes

La quantité de SV chargée sur les membranes a pu étre étudiée selon 2 parametres : le temps
d’électrofilage et la quantité initiale de SV (Fig 43). Les supports utilisés étaient des tubes en
aluminium ; leur surface pour un diamétre de 3 mm et 30 mm de long était calculée a partir de
la formule 2zrh ou r est le rayon (soit 1,5 mm) et h la hauteur (soit 30 mm) et était estimée a

28 mmz2.
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Figure 43 : Extraction de la SV & partir de membranes électrofilées pendant 10, 30 et 60 min a 2 concentrations
initiales en SV différentes. La relation semble linéaire entre le temps d’électrofilage et la quantité de SV chargée
sur les membranes.

Plusieurs équipes ont travaillé sur la capacité des statines a réduire 1’hyperplasie néointimale
lors d’une action locale délivrées par un stent. Des résultats encourageants sur I’hyperplasie
mais aussi sur la cicatrisation de I’endothélium ont pu étre retrouvés chez le porc/lapin/chien/rat
9394113 Peu d’études néanmoins suggerent la dose thérapeutique efficace nécessaire in situ ; la
seule publiée a ce jour sur les résultats de I’implantation d’un stent fonctionnalisé par de la SV
est celle de Zago et al. Il n’a pas été mis en évidence de différence significative en terme de
RIS entre stent enduit a la SV et stent nu. Les auteurs émettaient I’hypothése que la quantité de
SV (0,2 pg/mm?) présente sur le support était insuffisante pour obtenir 1’effet thérapeutique
escompté. Cette quantité est proche de celle extraite de nos membranes électrofilées pendant
10 min et réalisées a partir d’une solution contenant 0,33% w/v de SV (0,16 pg/mm? + 0,01).
Dans une autre étude, Lee et coll 113 ont étudié une quantité de 2 pg/mm? et 5 pg/mm? de

rosuvastatine dans des membranes électrofilées de PLGA et mettaient en évidence un effet
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biologique in vivo significativement plus important des membranes chargées de 5 pg/mm? de
rosuvastatine en termes de ré-endothélialisation, prolifération myointimale et agrégation

plaquettaire sans qu’une dose seuil thérapeutique ni toxique n’ait pu étre déterminée.

Dans notre étude, sur les membranes obtenues a partir d’une solution contenant 0,33% w/v de
SV, la quantification CLPH-UV objectivait une concentration de SV de 0,16 a 0,95 pug/mm?2 de
membrane selon le temps d’électrofilage ce qui peut apparait insuffisant pour obtenir une
réponse thérapeutique efficace au vu des résultats de la littérature et en particulier si 1’on
compare au 5 pg/mm? de I’étude de Lee et coll obtenue a partir d’'une concentration de
rosuvastatine dans la solution initiale a 3,5% w/v. C’est pourquoi dans la suite du travail nous
avons majoré la concentration de SV jusqu’a 3,3% w/v de la solution initiale permettant
d’approcher la dose thérapeutique décrite dans la littérature avec une quantité totale de SV
chargée sur la membrane aprés 30 min d’électrofilage de 4,01 pg/mm?2 de membrane
(x 0,44 pg/mma).

Néanmoins, il apparait important de rappeler que rosuvastatine et SV ne présentent pas les
mémes propriétés physico-chimiques, la rosuvastatine étant plus hydrophile que la SV, qui,
comme la plupart des statines, est plutdt lipophile. Leurs propriétés pharmacocinétiques ne sont
par consequent pas les mémes. Il a par exemple été démontré que les statines hydrophobes
comme la SV présentent une action inhibitrice sur la prolifération des CML et que cette action
est trés faible voire inexistante pour les statines hydrophiles telle que la rosuvastatine.'’® Seule
I’évaluation in vivo devrait permettre de définir 1’intervalle thérapeutique de ces membranes

électrofilées 8.

Dans notre étude, quelle que soit la concentration de la solution mere en SV, le chargement
aprés 10 (pour les membranes CHT/PCD3,3/SV0,33%), 30 et 60 min apparait suivre une
relation linéaire (R=0,98 pour les membranes CHT/PCD3,3/SV0,33 et R?=0,99 pour les
membranes CHT/PCD3,3/SV3,3%). Cependant pour un méme temps d’électrofilage, selon que
la solution soit chargée de 0,33% w/v ou 10 fois plus de SV, le chargement de SV sur les
membranes électrofilées ne semble pas suivre une relation linéaire mais seule deux
concentrations ont été étudiées dans ce travail.D’autres temps intermédiaires seraient

nécessaires dans notre étude pour confirmer ce résultat.

Plusieurs études ont également montré I’influence de la concentration de principe actif dans la
solution mére sur la formation des NFs en particulier leur épaisseur.’® Ce paramétre n’a

cependant pas été étudié dans ce travail.
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[11.2.2. Etude du profil de libération des membranes dans des conditions statiques

Pour 1’étude du profil de libération des membranes dans des conditions statiques, seule la
concentration CHT/PCD/SV0,33% a été étudiée. Les résultats de cette etude préliminaire ont
permis d’optimiser la concentration de la solution mére en SV qui a, secondairement, été

analysé uniguement dans des conditions dynamiques plus proches de la réalité.

Trois membranes réalisées sur des tubes en aluminium de 3 mm de diametre sur 30 mm de long
(soit 283 mm?) ont été analysées pour chaque temps d’électrofilage (10, 30 et 60 min) a partir
d’une solution mére constituée de CHT/PCD/SV0,33%.

L’étude de la cinétique de libération en condition statique objectivait une libération sur les 48 h
premiéres heures de plus de 80% de la quantité de SV chargée sur les membranes électrofilées
(30 et 60 min).

La quantité de SV libérée a 48 h entre les membranes électrofilées 30 et 60 min était
significativement différente dans des proportions proches de celles retrouvées lors de
I’extraction (0,55 + 0,01 pg/mm? versus 0,87 = 0,02 pg/mm?, p < 0,05) mais il n’était pas
retrouvé de différence significative sur le profil de cinétique de libération (p > 0,05) (Fig 44).

L’étude des membranes avec un temps d’électrofilage de 10 min a montré des résultats

aberrants avec >100% du principe d’actif libéré en moins de 24h.
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Figure 44 : Etude du profil de libération en mode statique de membranes électrofilées 30 et 60 min a partir d’une
solution mére CHT/PCD/SV0,33%, dans un milieu de PBS/SDS 0,7 g/L. La SV est exprimée en pg/mm? de
membrane (A) et en % de I'extraction (B).

[11.2.3. Etude du profil de libération des membranes dans des conditions dynamiques

Les conditions dynamiques ont pour objectif de re-créer les conditions observées dans la
circulation sanguine. Ces conditions sont plut6t proches de celles observées dans le systéeme
coronaire avec un flux laminaire et un débit de 35 mL/min. Dans ce montage, le flux n’est pas

pulsatile contrairement a ce qui est observé dans les artéres fémorales superficielles.

Comme précisé précedemment, la SV est trés peu soluble en milieu aqueux. C’est pourquoi le
milieu utilisé était constitué de PBS/SDS (0,7% wi/v) afin de respecter les conditions « sink »

de libération. Trois paramétres ont été analyses :
- D’influence de I’épaisseur de la membrane ou durée d’¢électrofilage,
- laprésence de PCD

- la concentration de SV.

Influence de I’épaisseur de la membrane. Le profil de libération des membranes composées
de CHT/PCD3,3/SV0,33 électrofilées pendant 10 min (n=6), 30 min (n=6) et 60 min (n=6) a
été comparé.
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Figure 45 : Profil de libération dynamique de la SV dans un milieu de PBS/SDS 0,7 g/L en fonction du temps
d’¢lectrofilage (la SV est exprimée en % de 'extraction (A) et en pg/mm? de membrane (B))

La durée de libération de SV était significativement plus longue pour les membranes
électrofilées 60 min comparativement a celles électrofilées 30 min (p <0,001) et 10 min (p
<0,001). Plus de 80% de la SV chargée était libérée en moins de 30 min pour les membranes
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électrofilées durant 10 min, en 1h30 pour les membranes électrofilées durant 30 min et entre 3
et 4 h pour les membranes électrofilées durant 60 min (Fig 45).

Le temps d’électrofilage semble influencer le profil de libération de la SV ; cela pourrait
s’expliquer par une rétention plus importante de la SV dans I’épaisseur des membranes

électrofilées.

Néanmoins, quel que soit le temps initial d’électrofilage, il existe un effet « burst » dans le
profil de libération de la SV. Quel que soit le temps d’électrofilage, 50% de la SV était libérée
en moins de 2 h et > 95% de la SV chargée était libérée apres seulement quelques heures (entre
30 min et 5 h selon le temps initial d’électrofilage) (Fig 45).

Influence de la PCD sur la libération de SV. Les profils de libération de membranes

électrofilées durant 60 min avec des proportions variables de PCD :
- CHT/PCDO/SV,n=3
- CHT/PCD1,65/SV0,33,n=3
- CHT/PCDS3,3/SV0,33,n=3

ont été compareés.

La libération de SV était significativement plus longue pour les membranes contenant 3,3% wi/v
de PCD dans la solution initiale comparativement a celles contenant 1,65% w/v (p <0,001) et
0% de PCD.

Sans PCD et avec 1,65% w/v, 80% de la SV était libérée dans la premiére heure alors que cette
durée était prolongée entre 3 et 4h pour les membranes contenant 3,3% w/v de PCD. Il n’était
pas retrouvé de différence significative sur le profil de libération entre les membranes contenant
1,65% w/v de PCD et celles n’en contenant pas (p=0,97) (Fig 46). La quantité de SV chargée
sur les membranes électrofilées durant 60 min était significativement plus faible lorsque la
quantité de PCD était de 0% vs 1,65% et 3,3% (respectivement, 0,57 pg/mmz2 + 0,003 pg/mmz2,
1,10 + 0,008 pg/mmz2 et 1,04 + 0,07 pg/mmz, p<0,05).
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Figure 46 : Profil de libération dynamique de la SV dans un milieu de PBS/SDS 0,7 g/L en fonction de la
proportion de PCD (la SV est exprimée en % de 1’extraction (A) et (B) en pg/mm? de membrane). Il existe une
différence significative en terme de chargement des NFs en SV entre les membrane contenant des PCD et celles
n’en contenant pas (p<0,05).

La RIS peut compliquer une angioplastie-stenting jusqu’a 12 mois apres le geste pour 1’étage
fémoral mais elle est surtout la conséquence de phénomeénes inflammatoires débutant quelques

minutes a quelques heures apres le traumatisme de ’artére et I’implantation du stent.

Nos résultats indiquent une libération quasi complete de la SV chargée en 6 h environ a partir
des membranes CHT/PCD3,3/SV0,33 et en moins d’une heure en 1’absence de PCD ou lorsque

sa concentration est diviser de moitié Ce délai de libération de 6 h apparait court mais pourrait
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néanmoins permettre de limiter la réponse inflammatoire initiale et secondaire. Lee and coll 113
retrouvait une libération prolongée sur 30 jours de rosuvastatine a partir de stent couvert de NFs
de PLGA/Rosuvastatine, de méme que Janjic and coll 179 & partir de NFs d’acétate de cellulose
chargées en rosuvastatine. Néanmoins dans ces deux études, le milieu de libération utilisé était

le PBS, dans lequel la rosuvastatine est soluble ; ce qui n’est pas le cas de la SV.

Dans notre étude, le milieu de libération utilisé était un mélange PBS/SDS a 0,7% afin de
respecter les conditions « sink » mais dont la composition s’¢loigne de celle du milieu
physiologique. L’ajout de SDS, un surfactant anionique, dans le milieu est une méthode décrite
pour surmonter les limites des conditions « sink » pour I’analyse de la libération in vitro de
molécules hydrophobes.®® Ce choix induit inévitablement un biais dans ’analyse des résultats
in vitro puisqu’il facilite la libération de la SV dans le milieu mais est indispensable pour
pouvoir analyser sa libération dans le milieu. Certains auteurs ont d’ailleurs démontré que
I'ajout de SDS dans le milieu de libération augmentait la viscosité de la solution étudiée et
entrainait une augmentation de la durée de libération du principe actif. 8 L’évaluation
pharmacocinétique chez I’animal devrait permettre de mieux définir le profil de libération de la
SV a partir des NFs (concentration en SV dans le sang circulant, dans la paroi artérielle et
résiduelle sur le stent entre autre). Les études in vivo du stent Zilver PTX dont les résultats
cliniques a 5 ans semblent encourageants 8 retrouvaient une libération de PTX chargé sur le
stent > 50% en seulement 30 min mais le paclitaxel restait présent au sein de I’artére jusqu’a 4

semaines apres I’implantation.

Influence de la concentration en SV. Douze membranes électrofilées 60 min composées de :
- CHT/PCD3,3/SV0,33,n=6
- CHT/PCD3,3/SV3,3,n=6

ont été comparees. Les résultats sont présentes dans la figure 47.
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Figure 47 : Profil de libération dynamique de la SV a partir de membranes électrofilées 60min en fonction de la
concentration en SV de la solution mere, 0,33% wi/v versus 3,3% w/v.

Le profil de libération ne variait pas de facon significative en fonction de la quantité de SV dans
la solution électrofilée avec plus de 80 % de la SV libérée aprés 3h30 pour les 2 types de
membranes. Dyhia Kersani a montré que le mécanisme dominant lors du transport de la SV est
la diffusion couplée a une érosion du polymeére expliquant ainsi que les profils de libération soit

superposables tant que la concentration de polymere reste inchangée.
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[1l.3. Evaluation in vitro : caractérisations physico-chimiques des membranes obtenues par

électrofilage

111.3.1. Caractérisation des NFs au MEB

A partir d’une solution mére contenant CHT/PCD3,3/SV3,3, I’épaisseur d’une membrane
électrofilée pendant 10 min, 30 min et 60 min était respectivement mesurée a 125 pm + 20 pm,
160 pum £ 40 pum et 390 um £ 70 um (Fig 47A, B et C). Plus le temps d’électrofilage était long,
plus I’épaisseur augmentait sans que la relation entre le temps d’¢électrofilage et 1’épaisseur de
la membrane ne suive une relation linéaire. L hétérogénéité de 1’épaisseur de la membrane peut
s’expliquer par plusieurs paramétres : comme la viscosité de la solution mere, le voltage
appliqué...'® Le diamétre des NFs était mesuré entre 400 et 800 nm et leur répartition n’était
pas alignée (Fig 48D et E) malgré I’utilisation d’un collecteur rotatif qui favorise selon la
littérature 1’alignement des fibres les unes par rapport aux autres sur le recepteur.'® Par ailleurs,
méme s’il a été montré que les profils de libération a partir de NFs alignées ou disposées de
fagon aléatoire sont similaires avec un effet « burst » initial puis une libération prolongée de la
molécule, il existe cependant certaines différences. Eslamian et al. ont par exemple vérifié
qu'une libération initiale en rafale de médicaments anti-inflammatoires (dans ce cas de la
dexamethasone) a tendance a étre plus prononcée dans le cas de fibres aléatoires plutdt que de
fibres alignées, en raison de la probabilité plus élevée de former des pores de surface entre les
fibres lorsque la disposition est aléatoire ce qui favoriserait la dégradation des nanofibres de
surface contrairement a une disposition alignée et donc plus compacte des nanofibres.'®® Les
fibres alignées ont montré un moindre éclatement et une libération plus soutenue du
médicament par rapport aux fibres aléatoires, principalement en raison d'un comportement de
dégradation différent. En dehors d’un collecteur rotatif, d’autres méthodes alternatives ont été
utilisées pour obtenir des NFs alignées comme 1’utilisation de deux électrodes conductrices
placées en parallele a une distance prédéfinie, entre quelques centaines de micrometres a
plusieurs centimétres, dans lesquelles les forces électrostatiques locales sont capables de
disposer les fibres chargées le long de voies préférentielles. 8 A I’inverse, I’enchevétrement
des NFs améliore leurs propriétés mécaniques et leur permettrait, pour I’application attendue,

de mieux résister a la compression et I’expansion du stent durant 1’angioplastie.*8’
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Figure 48 : Images au MEB des membranes aprés 10 (A), 30 (B) et 60 min (C) aprés grossissement x60 et image
des NFs de CHT/PEO/PCD/SV au grossissement x1000 (D) et x500 (E).

136



Evaluation in vitro et in vivo de stents recouverts de NFs contenant de la SV

111.3.2. Test de sertissage des stents

Les stents en Nitinol recouverts d’'une membrane électrofilée, aprés avoir été crimpés et chargés
dans leur lanceur, étaient largués et analysés a I’oeil nu et au MEB (Fig 49) A I’eil nu, la

membrane présentait une modification de sa morphologie sans dégradation. L’observation au

MEB ne révélait pas d’atteinte de la structure des NFs.

Figure 49 : Photographie du stent recouvert d’une membrane électrofilée de CHT/PCD/SV3,3 aprés crimpage (A)
puis aprés déploiement (B). Image au MEB de la membrane (C).

111.3.3. Résultats de cytotoxicité
Pour chacune des compositions de NFs suivantes :
- témoin,
- CHT/PCD3,3rincé
- CHT/PCD3,3 non rincé (noté CHT/PCD3,3)
- CHT/PCD3,3/SV0,33 rincé
- CHT/PCD3,3/SV0,33 non rincé (noté CHT/PCD3,3/SV0,33)

Les analyses ont été menées en triplicata. Le test de cytotoxicité a été effectué suivant la norme
ISO/EN 10993-5/EN 30993-5 par la méthode de 1’extrait (contact indirect). Des cellules
endothéliales ont été utilisées puisqu’a terme les NFs sont destinées a recouvrir des stents
endovasculaires et donc amenées a étre au contact de cette monocouche de cellules

endothéliales.

La limite de cytotoxicité était fixée a une réduction du taux de viabilité cellulaire > 30%

comparée aux puits témoins représentés par la ligne rouge sur la figure 50.
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Apres traitement thermique a 120°C, la viabilité cellulaire était pratiguement nulle en 1’absence
de rincage pour les membranes composées de CHT/PCD3,3 (2,4% + 1,7%) mais était
satisfaisante apreés ringage (80% + 3%) (Fig 50). Le ringage au NaHCO3 permet de tamponner
une partie de I’acidité secondaire a la présence de cyclodextrines dans la membrane et le sérum

physiologique élimine les derniéres traces de solvant et I’exces de NaHCOs.

En présence de SV, avec ou sans ringage, aprés un traitement thermique 120°, la viabilité
cellulaire était insuffisante (Fig 50) méme avec les cellules HPMECS naturellement plus
résistantes que d’autres lignées comme les HUVEC (cellules humaines endothéliales de veine

ombilicale) également fréquemment utilisées pour 1’étude de 1’athérosclérose.

L’¢étude de I’effet cytotoxique de la SV sur les lignées HCAEC (cellules humaines endothéliales
d’artére coronaire) et HCSMC (cellules humaines de fibres musculaires lisses coronaires) a été
menée (résultats non publiés) dans notre laboratoire (Dr Feng CHAI). Il a été montré une
relation concentration dépendante ou la viabilité cellulaire diminue rapidement lorsque la

concentration de SV augmente dans le milieu quel que soit le type cellulaire.

De méme la prolifération cellulaire des CML était rapidement altérée par la SV (<70% des
0,3 uM de SV) contrairement aux cellules endothéliales qui conservaient des taux de

prolifération > 70% jusqu’a des concentrations de 0,75 uM (Fig 51).

Les CML apparaissent plus sensibles a la SV que les cellules endothéliales ce qui conforte le
choix de la SV dans cette application et est en accord avec la littérature, méme si les seuils de

toxicité semblent rapidement atteints.

Dans cette expérimentation, la concentration de SV est trop importante (> 1,5 uM) dans le
milieu de culture et 1’étude in vivo apparait indispensable pour évaluer I’intérét de la SV dans
cette application. De plus le milieu n’était pas renouvelé et ne peut donc pas étre directement

corrélé aux conditions biologiques réelles.
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Figure 50 : Viabilité cellulaire sur une lignée de HPMECS aprés méthode de 1’extrait, en présence de NFs de
CHT/PEO/PCD avec ou sans SV 0,33% w/v et apres ringage ou non par NaHCO2 (1 min) et NaCl (1 min)
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Figure 51 : Evaluation de la prolifération cellulaire en présence de concentrations croissante de SV dans le milieu
de culture de cellule HCAEC et HCASMC
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111.3.4. Résultats du test d’agrégation plaquettaire

Les Iésions endothéliales induites par le stenting et entretenues par certains phénomenes
inflammatoires sont a 1’origine d’un relargage de facteur tissulaire qui induit une activation et
agrégation plaquettaire. Cette agrégation plaquettaire est a 1I’origine de thrombose aigué de stent
qui peut étre précoce, survenant dans les 30 jours suivant le stenting, ou tardive lorsque cette
thrombose survient au-dela de 30 jours apres le stenting. Certains auteurs ont montré un effet

bénéfique de certaines statines sur 1’activation et I’agrégation plaquettaire.®

Dans notre travail, I’analyse menée était uniquement qualitative. Les plaquettes étaient

déposées sur :
- une pastille de chrome/cobalt,
- des NFs de CHT/PCD3,3
- des NFs de CHT/PCD3,3/SV3,3%
Les pastilles de chrome/cobalt constituaient le témoin négatif.

On observait une répartition inhomogene d’agrégats plaquettaires sur les membranes
électrofilées de CHT/PCD avec ou sans SV avec une nette tendance a une agregation moins
importante sur les membranes contenant de la SV (Fig 52, C versus B). Nous n’avons pas mené
d’étude quantitative précise freinés par la présence de plaquettes au sein des NFs pour lesquelles

aucune méthode fiable disponible nous permet de les décompter.
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Figure 52 : Dépot plaquettaire aprés 3 h d’incubation (A) sur structure métallique en CrCo, (B) sur membrane
électrofilée CHT/PCD sans SV, et (C) sur membrane électrofilée contenant CHT/PCD et SV3,3, observé au MEB
(x1000).
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[1l.4. Evaluation in vivo des stents recouverts d’'une membrane électrofilée contenant de la SV

sur notre modele lagomorphe hypercholestréolémique a deux lésions artérielles.

111.4.1. Suivi des animaux

Connaissant la fragilité de notre modele animal, il était initialement prévu de réaliser ce
protocole sur 24 lapins mais en raison de la pandémie de Covidl9 et I’accés limité a
I’animalerie, 1’évaluation du stent électrofilé et fonctionnalisé sur le modéle animal n’a pu étre
réalisée que sur une série unique de 12 lapins. Sur les 12 lapins, seulement 7 ont terminé le

protocole. Les causes des déces sont présentées dans 1’organigramme figure 53.

Le taux de cholestérol total sérique était en moyenne de 691 mg/dL avant le début de
I’alimentation enrichie puis 2308 mg/dL apres 1 semaine de régime. Tous les lapins étaient
répondeurs au régime enrichi avec une augmentation importante du cholestérol sérique dans les
7 premiers jours. Le suivi de la courbe de poids mettait également en évidence une prise de
poids moyenne de 700 g £280 g entre JO et le jour du sacrifice.
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Les lapins de cette série présentaient des taux particulierement haut de cholestérol circulant
(moyenne > 2000 mg/dl) décrits par certains comme non physiologiques et a risque de

complication cardiovasculaires.'*® Ceci pouvant expliquer la fragilité du modeéle.

J0
(n=12)
|
17
Iésion au ballon
(n=12)
- 1 rupture iliaque peropératoire (J7)
- 1 perforation cardiaque peropératoire (J7)
- 1déces a J7 (Etiologie inconnue)
J63
stenting
(n=9)
- Rupture aortique per opératoire (J63)
- 1 sacrifice a J64 pour paraplégie
Jo1
sacrifice
(n=7)

Figure 53 : Flow chart de la répartition des animaux dans 1’étude in vivo comparant stent nu et stent recouverts
d’une membrane ¢lectrofilée de CHT/PEO/PCD/SV 3,3%

[11.4.2. Résultats artériographiques

L’artériographie réalisée juste avant le stenting a J63 (n=9) a révélé des lésions sténosantes
>50% sur 5/18 axes iliaques. Lors du stenting, un lapin est décédé d’une rupture aortique et un
second a d0 étre sacrifié a J1 sur un tableau de paraplégie postopératoire. Lors du sacrifice apres
13 semaines (n=7), 3/7 stents fonctionnalisés étaient thrombosés a I’artériographie alors que les

stents nus étaient tous perméables (Fig 54).
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Figure 54 : Artériographie avant sacrifice (J91) des lapins (n=7) avec a droite le stent nu et a gauche le stent
recouvert d’une membrane électrofilée de CHT/PEO/PCD/SV3,3% (les chiffres définissant les différents lapins).
On note 3 occlusions de stents CHT/PCD3,3/SV3,3 (fleche noire) et une sténose >50% (fleche rouge).

I11.4.3. Résultats histologiques de la RIS

Pour chaque lapin, les résultats entre stents nus et stents fonctionnalisés ont été appariés entre
artere iliaque droite et iliaque gauche pour chaque animal pour limiter les variabilités inter-
individuelles. L’aire de la lumiére artérielle était significativement plus faible dans le groupe
stent fonctionnalisé¢ (p=0,002). L’aire de la néointima, le pourcentage de sténose et de
remodelage étaient significativement plus importants dans le groupe stents fonctionnalisés. Le
score de lésion artérielle était également plus important dans le groupe stent fonctionnalisé

(p=0,05). Les résultats sont illustrés dans la figure 55.
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Figure 55: Résultats comparatifs entre stent nu et stent recouvert d’une membrane électrofilée de
CHT/PEO/PCD/SV 3,3% wi/v sur un modele lagomorphe hypercholéterolémique a deux Iésions artérielles sur des
critéres de ratio intima/media, aire de la lumiere artérielle, pourcentage de sténose, aire de la néointima et score de

Iésion artérielle de Schwartz. BMS bare metal stent/stent nu, DES drug eluting stent/stent fonctionnalisé
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Plusieurs hypotheses sont avancées pour expliquer ces résultats décevants :

le caractére pro coagulant du chitosan®e,

I’épaisseur de la membrane électrofilée qui peut apparaitre trop importante par

rapport a la taille de la lumiére de 1’artére iliaque de lapin

la quantité de SV non adaptée.

Le CHT a ¢été choisi pour la confection de ce stent d’une part pour son excellente
biocompatibilité, d’autre part pour son caractére polycationique qui lui confére la capacité de
favoriser le transport de composes hydrophiles a travers la membrane cellulaire, utile pour
favoriser la diffusion de la SV dans I’endothélium dans notre cas. De plus, le CHT est un
polysaccharide dont la structure chimique imite en partie la structure des protéoglycanes qui
constituent le réseau de MEC ce qui lui confére selon certaines équipes un avantage dans la
cicatrisation endothéliale. A contrario, les résultats sont contradictoires sur ses propriétés pro
coagulantes. Le degré d’acétylation (DA) du CHT pourrait étre a 1’origine de ses résultats
contradictoires selon certains auteurs. Les groupements amines du CHT favorisent 1’agrégation
des globules rouges et I’adhésion des plaquettes sanguines et peut conduire a une thrombose du
vaisseau et une embolisation en aval. Un gel de chitosan purifié avec un DA bas a été utilisé
pour la conception de prothese vasculaire avec des résultats encourageants sur un modele de
brebis.’®® Malgré 1’utilisation d’un CHT a bas degré d’acétylation et I’utilisation d’un
revétement polymere abluminal, laissant dans la lumiére le métal nu, nos résultats in vivo sont
pourtant décevants. D’autres procédés de modification du CHT ont été proposés dans le but de
neutraliser les groupements ammonium et ainsi diminuer le risque de thrombogénicite,

sulfonation®, fixation de polyéthyléne glycol®:,

La deuxiéme hypothese pour expliquer le taux de thrombose plus important dans le groupe
stents fonctionnalisés est 1’épaisseur trop importante de la membrane de NFs. Les artéres
iliaques de lapins ont un diamétre d’environ 3 mm. On a montré que les membranes électrofilés
durant 30 min ont une épaisseur d’environ 160 um soit 320 um a I’intérieur de 1’artére. Les
mailles du stent font environ 60 um soit une épaisseur totale de 440 um soit prés de 15% du
diamétre de I’artére. Par ailleurs, le positionnement des stents en position aortique (résultats
abordés dans la partie « perspectives ») n’était pas associé a un taux aussi élevé de thrombose.
Le mode¢le lagomorphe apparait dans ce cas limitant a 1’évaluation des stents recouverts d’une
membrane électrofilée. Le modéle de porc qui présente des arteres ilio fémorales de plus gros

calibres apparait alors comme une alternative plus adaptée.
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Enfin la troisieme hypothése aux résultats histologiques décevant est le choix et/ou une quantité
non adaptée de la SV. Nous avons montré un profil de libération de la SV a partir des NFs
limités a quelques heures. Nous avons évoqué la possibilité de limiter et lutter contre les
événements initiaux a I’origine de la RIS. Les résultats in vivo semblent démontrer qu’une
libération plus prolongée dans le temps soit nécessaire. C’est cette différence de profil de
libération du principe actif qui semble expliquer la différence d’efficacité entre Zilver PTX
(élution rapide < quelques jours) et ELUVIA (élution prolongée > quelques mois).8%%7 La
quantité de SV peut également étre remise en cause. Aucune étude ne propose aujourd’hui de
dose thérapeutique ni toxique pour une action locale de la SV et nous n’avons pas été en mesure
de déterminer ses seuils de doses. Nous avions 1’objectif de chargement en SV de NFs supérieur
a 0,2 pg/mm?, pour ne pas reproduire les résultats de 1’étude clinique de Zago et al® et autour
de 3 a 5 pg déterminé a partir d’études pré-cliniques utilisant de la rosuvastatine.!!® D’autres
statines ont été utilisées pour cette application dont la cerivastatine a la dose de 300 ug/stent
avec des résultats satisfaisants sur un modéle de coronaire de porc.t®2 Mais nous I’avons déja
démontré, chaque statine présente des caractéristiques biologiques différentes. Une étude
évaluant la dose toxique de la SV sur la paroi artérielle pour un usage local (stent a élution de

SV) et son intervalle thérapeutigque est nécessaire.®

I\V. CONCLUSION

Malgré des résultats in vitro encourageants des stents recouverts de NFs de CHT, PCD et SV,
I’évaluation in vivo n’a pas montré de bénéfices de ces stents fonctionnalisés par rapport aux
stents nus sur la RIS. Trois hypotheéses peuvent expliquer ces résultats : le choix du polymere,
le choix du modele animal et le choix de la SV et la quantité chargée sur les stents. Afin
d’explorer ces différentes éléments, nous aborderons dans le chapitre suivant les travaux menés
en paralléle sur I'utilisation du polyuréthane en remplacement du chitosan et les études

pharmacocinétique de la SV dans la paroi artérielle.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce travail fait suite a de nombreux travaux au sein du partenariat entre les laboratoires INSERM
U1008 et UMET de la Faculté de sciences, sur la fonctionnalisation de stents ou plateformes
métalliques et plus récemment par I’utilisation de I’électrofilage'!t!!2, I’utilisation de
cyclodextrines®11:176 et le choix de plusieurs principes actifs (EP224283'%, hémine ...). Le
modele animal utilisé jusque-la était celui du rat avec une implantation des stents au niveau de
’aorte abdominale. Ce modele animal offre I’avantage d’étre petit, facile a manipuler et a placer
ce qui permet de pouvoir travailler sur un nombre d’individus plus important. Néanmaoins, la
taille des vaisseaux rend la chirurgie techniquement plus hasardeuse et surtout ne fait pas partie
des 2 mod¢les plébiscités par les différentes recommandations pour I’évaluation pré clinique
des stents actifs, les modéles porcins et lagomorphes. Nous avons donc souhaité développer ce
modele lagomorphe hypercholestérolémique a double lésion artérielle (une premiére lésion au

ballon puis le stenting quelques semaines plus tard) pour pouvoir mener jusqu’a I’évaluation

pré-clinique des stents fonctionnalisés dans le laboratoire.

Nous nous sommes heurtés initialement a la fragilité du modéle, connue par les équipes
vetérinaires et de bien-étre animal qui nous aident au quotidien dans la mise en place des
expérimentations animales. Le lapin est une proie qui lorsqu’elle se sent en danger n’hésite pas
a se « suicider » sous forme d’arrét cardiaque et il est également trés sensible aux changement
d’environnement, ou d’alimentation.’?® Dans un premier temps, nous avons proposé un modéle
ou ’enrichissement alimentaire était constitué de 1% de cholestérol et 4,9% d’huile de coco
comme utilisé dans les travaux de Nakazawa et al*®®, mais malgré I’optimisation des procédés
opératoires et la « learning curve » des opérateurs, les chiffres de mortalité prématurés des
animaux au cours des protocoles restaient > 50%, raison pour laquelle nous avons diminué
I’enrichissement a 0,3% qui est I’enrichissement minimum retrouvé dans la littérature et ayant
permis la formation de plaque d’athérome chez les animaux qui y sont soumis. Cette
modification de protocole nous a ainsi permis de mener les différentes études avec des effectifs
restant cohérents malgré les limites d’hébergement des animaux qui ne nous permettaient pas

d’accueillir plus de 12 animaux pour chaque protocole.

Si I’étude de validation du modéle nous a montré des résultats cohérents avec la littérature
concernant le remodelage de la paroi artérielle post 1ésion au ballon, les résultats de 1’évaluation

pré-clinique des stents recouverts d’une membrane électrofilée de CHT/PCD/SV nous
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apparaissent trés décevants. Comme nous ’avons déja précisé, le chitosan est une molécule
connue pour son action procoagulante naturelle °** pourtant aprés modification, il a également

été utilisé comme substitut vasculaire'®® avec des résultats satisfaisants sur un modéle canin.

Afin de limiter ce risque de thrombose aigué de stent lié au contact entre chitosan et les cellules
circulantes du sang et en particulier aux plaquettes, 1’équipe du Pr Martel a proposé d’y ajouter
une couche de NFs antithrombotique a base d’un dérivé sulfoné du CHT qui permettaient in
vitro d’obtenir un allongement du temps de coagulation.’®. Deux freins se sont présentés a
I’utilisation du chitosan modifié et qui ne nous ont pas permis d’arriver jusqu’a
I’expérimentation animale : i) la premiére est la notion d’épaisseur de la membrane. Comme
signalé dans le manuscrit, I’hypothése d’une épaisseur trop importante de membrane a été
évoquée pour expliquer 1’occlusion précoce des stents. Ne pouvant pas diminuer le temps
d’électrofilage de la couche CHT/PCD/SV au risque de diminuer la quantité de SV chargée sur
les membranes, il paraissait difficile d’y associer une autre couche de CHT sulfoné et
d’augmenter encore 1’épaisseur de la membrane et ii) la caractere hyper soluble du CHT sulfoné
qui ne permettait pas de I’utiliser dans notre application vasculaire ne répondant pas au cahier

des charges d’un DMI intra-vasculaire.

Des travaux complémentaires sont actuellement en cours sur I’utilisation du PU et le
polycaprolactone, polymere dégradable, comme alternative au CHT dans la méme application
(stent recouvert d’une membrane électrofilée contenant de la SV). La société Biotronik®
commercialise déja un stent recouvert d’'une membrane électrofilée de PU dont I’autorisation
de mise sur le marché est actuellement la prise en charge endovasculaire des ruptures coronaires

dans les traitement percutanés des coronaropathies.*%

Dans ce travail, nous avons mis en évidence un effet « burst » sur les profils de libération in
vitro de la SV mais avec des biais liés au milieu, le PBS/SDS et le flux laminaire du SOTAX
qui ne correspond pas aux flux artériel retrouvé a 1’étage ilio fémoral. En partenariat avec le
société IMABIOTECH nous avons cherché a déeterminer comment la SV diffusait au sein de la

paroi artérielle apreés stenting.

A cause des conditions sanitaires (COVID 19), les protocoles n’ont pas pu étre menés
correctement et les résultats présentés ci-dessous ne sont que malheureusement que des

ébauches.

Ces analyses phamarcocinétiques utilisent I'imagerie par spectrométrie de masse MALDI

(Matrix Assisted Laser Desorption lonisation/Time Of Flight - Mass Spectrometry Imaging) et
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ont été effectuées par I’entreprise ImaBiotech (Loos, France), partenaire du projet Interreg
IMODE. Elle devait permettre de déterminer la distribution et la quantification de la SV dans
la paroi artérielle apres stenting par différents stents (CHT/PCD/SV et PU/SV).

Une étude pharmacocinétique préliminaire avait été effectuée sur un modele iliaque de porc
sain (par application de la regle des 3R dans le laboratoire d’expérimentation animal) afin
d’évaluer la diffusion de la SV dans I’artére et de vérifier les possibilités techniques et d’analyse

des tissus pour la société ImaBiotech.

Un stent nu auto-expansible et un stent identique mais couvert de NFs de CHT/PCD3,3/SV3,3
(stents en NiTiNOL, longueur = 4 cm et diametre interne = 6 mm, ZilverFlex®, Biotronik®©)
ont été implantés dans I’artere iliaque d’un porc. Les stents ont été laissés dans 1’artére pendant
40 minutes. Aprés sacrifice de I’animal sans réveil, I’artére était prélevée, le stent était retiré

délicatement puis les tissus étaient congelés dans 1’isopentane a -80 °C avant d’étre analysés.
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Figure 56 : Profil de distribution de la SV dans la paroi d’une artére iliaque de mini porc sain apreés stenting a 1’aide
d’un stent en Nitinol recouvert d’une membrane électrofilée de CHT/PCD/PEO et SV (analyse par
IMABIOTECH®)
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Figure 57 : Paroi artérielle au contact du stent recouvert de NFs. Chaque pixel coloré correspond au pic d’intensité
de détection de la SV

La Figure 56 met en évidence une diffusion de la SV a travers les trois couches de ’artére
(intima, media et adventice). La SV a été détectée dans les trois zones. Les concentrations
diminuent plus on s’éloigne de I’intima. Ces résultats montrent qu’apres seulement 40 minutes
d’implantation, la SV chargée dans les NFs déposées sur le stent a été libérée dans I’artere et a
diffusé jusqu’a I’adventice. Ce résultat est cohérent avec 1’effet « burst » observé lors de 1’étude
de libération in vitro. Cependant la figure 57 nous montre que la distribution de la SV n’est pas
homogene sur toute la longueur de la lumiere de I’artére (I’échelle de couleur indique les
variations d’intensité de la molécule dans I’échantillon, I’intensité est plus importante lorsque
la couleur tend vers le rose). Ce résultat peut étre di a une hétérogénéité de 1’épaisseur des NFs

sur toute la longueur du stent.

Dans un second temps, une étude sur 9 lapins non hypercholestérolémique, plus élaborée a été

initiée mais n’a pour I’instant pas aboutie suite aux conditions sanitaires exceptionnelles.

Les animaux étaient sacrifiés a H1, H6, J1, J3, J7 J14 et J28 aprés implantation d’un stent
MultiLink VISION en Chrome Cobalt (Abott) recouvert d’'une membrane de NFs contenant
PCD/CHT/SV3,3% chez 8 d’entre eux et un servait de témoin et avait bénéficié de la mise en

place d’un stent nu.
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Les stents étaient implantés par voie fémorale droite sous anesthésie générale (Fig 17A).
Chaque animal recevait 1 stent dans 1’aorte sous rénale. Au moment du sacrifice, sous
anesthésie générale, une artériographie aortique était réalisé pour vérifier la permeabilité du
stent puis la portion d’aorte contenant le stent, de 1’aorte saine en amont du stenting ainsi que
du muscle para vertébral en contact avec 1’aorte stentée étaient prélevés et conservés dans la
glace. Le sent était ensuite extrait de 1’aorte prélevée par incision de la paroi dans le sens
longitudinal. Le laboratoire Imabiotech récupérait immédiatement les échantillons pour les

préparer eux-mémes avant réalisation de 1’étude par spectrométrie de masse.

Les résultats de cette analyse sont toujours en attente et pourraient donner des clés quant a la
compréhension de la diffusion de la SV dans les tissus. Ces études devraient egalement
permettre de quantifier la SV qui diffuse dans I’artére, dans les tissus adjacents et certains
organes comme le foie afin d’éliminer tout risque de toxicité. Les études de pharmacocinétiques
dans les différents tissus (paroi artérielle, tissus péri artériels, muscles ...) des principes actifs
sont fortement recommandés dans 1’évaluation de nouveaux stents a ¢lution de médicaments
mais qui restent difficiles a mettre en ceuvres car onéreux. Le partenariat avec la société
Immabiotech offre des perspectives intéressantes dans la caractérisation biologique in vivo de

nos membranes électrofilées.
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CONCLUSION GENERALE

La conception de stents en Nitinol recouverts d’une membrane électrofilée chargée en
SV est possible et ne requiert pas de pré traitement de surface métallique. La quantité
de SV chargée sur les membranes ne dépend pas uniquement du temps d’électrofilage.
L’utilisation de 1’électrofilage permet d’obtenir des membranes avec des profils de

libération jusqu’a 48h.

Le modele animal a 2 Iésions artérielles tel que nous le proposons a été optimisé pour
étre reproductible et pertinent dans le cadre de la maladie athérosclérotique et 1’étude
de ’hyperplasie myointimale. L’analyse ad hoc du projet nous a permis de comprendre
certaines limites de notre modele animal et d’apporter les modifications nécessaires afin
de pouvoir proposer un modéle reproductible et fiable pour I’évaluation de la sécurité
mais également de I’efficacité de nouveaux stents a ¢lution de médicament pour le
traitement de I’AOMI. La sensibilité de ce modéle au régime hypercholestérolémiant
constitue a la fois sa principale force, mais également faiblesse. Un juste équilibre sur
la quantité de cholestérol apporté au lapin a pu étre trouvé. La taille de ce modéle est a
la fois un avantage puisque facilement manipulable mais également un désavantage, car
il est difficile voire impossible a ce jour d’obtenir des stents en Nitinol adapté (<3 mm)
et des gaines adaptées a I’épaisseur de la membrane électrofilée. Le modele lagomorphe
apparait comme un modele satisfaisant pour 1’évaluation de I’efficacité d’un DMI ;
cependant le modele porcin semble supérieur dans 1’évaluation de la sécurité des DMI.
L’évaluation sur deux modéles animaux différents (lapins et porcs) semble s’imposer.
Des études pré cliniques avec des temps de protocole prolongés dans le temps (plusieurs
mois) sont également indispensables mais pas toujours évidentes a mettre en place sur

le plan logistique.

Les études de pharmacocinétique sont indispensables au cahier des charges d’un stent
enduit de molécule thérapeutique mais n’auront malheureusement pas pu étre menées

jusqu’a leur terme dans ce travail.

Le choix du polymere est crucial dans la conception de stent a élution de médicament.
Le choix du chitosan dans cette application ne semble pas probant. Malgré des résultats

sur I’agrégation plaquettaire satisfaisants in vitro, les résultats in vivo aujourd’hui nous
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indiquent de modifier la nature du polymeére et de pousser les investigations sur I’action
« locale » de la SV, son seuil toxique et intervalles thérapeutiques qui ne sont, a ce jour,

pas détermines.
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Figure 1: Planche de dissection montrant les rapports anatomiques de I’AFS au niveau du
scarpa (A) puis son cheminement au sein des masses musculaires de la cuisse et son passage
sous I’anneau tendineux du grand adducteur ou elle devient alors artére poplitée (B). (images
issues du traité d’anatomie Netter)

Figure 2 : Schéma illustrant les différentes couches de la paroi artérielle avec en partant de
I’intérieur de la lumiére, I’intima constituée d’une monocouche de cellules endothéliales puis
la media et enfin I’adventice. La LEI constitue la limite entre endothélium et media et la LEE
constitue la limite entre media et adventice (images libres de droits Servier Médical)

Figure 3 : Schéma de la séquence d'évolution des Iésions athérosclérotiques du type | au type
IV et des différentes voies ultérieures possibles de progression vers des types de lésions au-dela
du type IV. Le diagramme énumeére les principales caractéristiques histologiques de chaque
étape sequentielle (type de Iésion). Les fleches epaisses ou fines différencient la facilité relative
avec laquelle les lésions se développent d’un stade a un autre, ou bien elles indiquent la
fréquence et I'importance relatives d'une section de la voie.*

Figure 4 : Etapes 1 et 2 de la formation d’athérome % Dans un premier temps, le LDL
cholestérol franchit la barriére endothéliale favorisé par des taux sanguin de LDL cholestérol
élevés et une dysfonction endothéliale, puis les monocytes franchissent également cette barriére
et deviennent macrophages au contact des LDL oxydés. Lorsque les macrophages ont
phagocyté trop de LDL cholestérol, on parle alors de cellules spumeuses qui en s’accumulant
forment des stries lipidiques. En paralléle, on note des interactions entre LDL cholestérol, CML
et MEC.

Figure 5 : Etape 3, 4 et 5 de la formation de la plaque d’athérome.*® Les macrophages ou cellules
spumeuses rentrent en apoptose. LDL en excés et débris cellulaires s’accumulent et
s’enrichissent d’une chape fibreuse constituée entre autre de collageéne produits par les CML
activées. Cette plaque d’athérome une fois constituée continue a se développer jusqu’a faire
sailli vers la lumiére du vaisseau.

Figure 6 : Exemple de plaque d’athérome sur une artére stentée de lapin avec un ceeur lipidique
et une enveloppe fibreuse épaisse sans retentissement sur le calibre de la lumiére artérielle grace
au remodelage vasculaire (coupe histologique issue de ce travail)

Figure 7 : Classification A, B, C et D des lésions fémoropoplitées selon le « Transatlantic

intersociety consensus » (TASC Il1) (2007). Les lésions classées A devaient, selon ces
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recommandations, étre prises en charge par des techniques endovasculaires, les lésions de type
D par chirurgie ouverte, les Iésions de type B plutdt par des techniques endovasculaires et les
lesions de type C plutdt par chirurgie ouverte. Toutes ces lésions sont maintenant prises en
charge par des technigues endovasculaires en premiére intention.

Figure 8 : Chronologie des phénomenes physiopathologiques de RIS

Figure 9 : lllustration de la flexibilité de plusieurs stents en Nitinol actuellement commercialisés
pour une utilisation dans le segment fémoro-poplité présentant des trames différentes.5®
Figure 10 : Coupes histologiques d’arteres stentées illustrant la présence de RIS (fleche noire)
par prolifération myointimale particuliérement plus importante sur I’image de droite. (coupes
histologiques issues de ce travail)

Figure 11 : Profil de libération du paclitaxel a partir des stents Zilver PTX et ELUVIA

Figure 12 : Formule chimique du PTX, C47H51NO14

Figure 13 : Structure chimique de la SV, C2sH380s

Figure 14 : Modeles de stents « actifs » & libération de principes actifs®

Figure 15: Exemple de «dip-coating » de stent avec revétement monocouche et qui est
secondairement retiré de la solution et laissé pour séchage®.

Figure 16 : Schéma de la fonctionnalisation d’une structure métallique de chrome cobalt par un
systéme multicouche (PDA et PCD) (issu des travaux de J. SOBOCINSKI)%

Figure 17 : Illustration du revétement d’un stent par aérosolisation®!

Figure 18 : Exemple d’installation pour électrofilage

Figure 19 : Cone de Taylor et formation du jet de NFs

Figure 20 : Lapin domestique de type Néo-Zélandais blanc

Figure 21 : Protocole sur 9 semaines a partir d’un mod¢le lagomorphe hypercholestérolémique
pour évaluation pré-clinique de le RIS avant stenting

Figure 22 : (A) Rasage de la zone pré trachéale, (B) Dissection de la carotide gauche (fleche),
(C) artériographie des axes iliaques et (D) Fogarty de I'axe iliaque au ballon

Figure 23 : (A) Dissection du carrefour aortique, (B) Artériographie avant explantation des
artéeres stentées

Figure 24 : Protocole sur 13 semaines du modele lagomorphe a double Iésion artérielle. Le
stenting est réalisé 8 semaines apres la lésion au ballon et les animaux sont sacrifiés a J28 aprés
le stenting.

Figure 25 : Implantation d’un stent iliaque. (A) Contréle des artéres fémorales communes, (B)

artériographie avant stenting, (C) artériographie post stenting
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Figure 26 : coupe histologique d’artére de lapin stentée issue de ce travail aprés coloration a
I’hématoxyline et éosine (A) et apres agrandissement x10 (B) permettant la visualisation de la
LEI qui détermine la limite entre neointima et média, puis la LEE qui détermine la limite entre
néointima et média (C)

Figure 27 : Illustration du score de Schwartz a partir de coupes histologiques aprés coloration
a I’hématoxyline et a 1’éosine, issues de ce travail. LEI intacte (A), LElI rompue et média
comprimée (B), LEI rompue et média lacérée (C) et LEI et LEE rompues (D)

Figure 28 : section d’une artére iliaque de lapin issue de ce travail aprés 1ésion mécanique au
ballon et coloration au trichrome de Masson (A) puis aprés déconvolution des couleurs (B) pour
le calcul du ratio de collagéne.

Figure 29: Flow chart de la répartition des animaux dans le protocole d’évaluation
histomorphologique des lésions induites par le régime hypercholestérolémiant et la lésion
artérielle au ballon.

Figure 30 : Evolution du taux de cholestérol plasmatique aprés une semaine d’enrichissement
alimentaire dans la population de lapin inclus dans le protocole étudiant la caractérisation de
I’effet sur la paroi artérielle d’artéres iliaques de lapin, de 1’association, 1ésion au ballon et
hypercholestérolémie

Figure 31 : Flow chart de la repartition des animaux dans le protocole comparant stent nus a
stent a ¢lution d’éverolimus sur un modele lagomorphe a deux Iésions artérielles. On note un
déces prémature soit 17% de Deffectif.

Figure 32 : Artériographie réalisée directement via 1’aorte abdominale aprés laparotomie et
avant le sacrifice a J63 des lapins hypercholestérolémiques (n=8) (& droite : pas de lésion au
ballon; a gauche : 1ésion au ballon a J7 par voie carotidienne).

Figure 33 : Résultats des différents élements histologiques compareés entre les groupes controles
et Iésion au ballon. On note une différence significatives sur la fraction de surface du collagéne
entre les groupes « contréle » et « Iésion au ballon » (p=0,0001), le score de lésion artérielle (p
=0,013) et le pourcentage de sténose (p = 0,038)

Figure 34 : Comparaison des résultats des stents actifs, enduits d’éverolimus et stents nus en
terme de pourcentage de sténose (A), proportion de remodelage (B) définie par 1’aire jusqu’a la
LEI-I’aire de la lumiére/I’aire jusqu’a la LEE-I’aire de la lumiére et du score de lésion artérielle.
Aucune différence significative n’était retrouvée.

Figure 35 : Représentation de la structure d’une cyclodextrine!™
Figure 36 : Structure du Chitosan

Figure 37 : Structure chimique du PEO
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RESUME

Introduction La resténose intra-stent (RIS) reste le talon d'Achille des techniques de
revascularisation endovasculaire. La supériorité des stents actifs pour 1’artériopathie oblitérante
des membres inférieurs n'a pas été clairement démontrée et les modeles animaux restent peu
fiables pour évaluer I'efficacité des nouveaux dispositifs. L’objectif est de définir sur un modele
lagomorphe, un protocole expérimental adapté a 1’étude de la RIS et I’appliquer a 1’évaluation
in vivo de stents recouverts d’une membrane électrofilée contenant de la simvastatine.
Matériel et méthode Des stents en chrome cobalt ont été recouverts d’une membrane
électrofilée composée de chitosan (106000 g/mol, 2.97 % w/v), polymére de cyclodextrine
(64650 g/mol, 3.3% w/v), polyethyléne oxide (PEO, 900000 g/mol, 0.33% w/v) et simvastatine
(33 wt-%). Les études de libération in vivo ont été conduites dans un milieu de PBS/SDS 0,7 wt-
% (pH 7,4, 37°C). Des lapins males adultes blancs néo zélandais ont été soumis a un régime
enrichi en cholestérol (0,3 %) et huile de noix de coco (4,9 %) pendant 7 semaines suivi d’une
alimentation normale. Une lésion au ballon était réalisée au niveau des axes iliaques et le
stenting iliague était réalisé par voie femorale. Trois protocole ont été conduits : 1) évaluation
les lésions histomorphologiques induites par le régime hypercholestérolémique et la lésion
artérielle au ballon, 2) comparaison stents nu versus stents enduits d’éverolimus et 3) stents nus
versus stents recouverts d’une membrane électrofilée contenant de la simvastatine dits stents
fonctionnalisés.

Résultats La quantité totale de SV chargée sur la membrane aprés 30 min d’électrofilage était
de 4,01 pg/mm2 de membrane (x 0,44 pug/mm?2). Trente lapins ont été inclus dans ce travail. Le
pourcentage de sténose et le pourcentage de remodelage étaient significativement plus
important dans le groupe Iésion au ballon par rapport au groupe « contrdle » , respectivement
49,9% + 21,9% vs 25,7% + 19,1% (p=0,012), 33,9% + 18,7% vs 17,8% + 13,4 (p< 0,001). Il
n’a pas été mis en évidence de différence significative entre stents nus et stents enduits
d’éverolimus. L’aire de la lumicre artérielle était significativement plus faible dans le groupe
stent fonctionnalisé (p=0,002). L’aire de la néointima, le pourcentage de sténose et de
remodelage et le score de lésion artérielle étaient significativement plus importants dans le
groupe stents fonctionnalisés (p=0,05).

Conclusion Le modele animal a 2 lésions artérielles tel que nous le proposons a été optimisé
pour étre reproductible et pertinent dans le cadre de la maladie athérosclérotique et de la RIS.

Les résultats in vivo des stents fonctionnalisés nous indiquent de modifier la nature du polymere
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et de pousser les investigations sur I’action « locale » de la SV, son seuil toxique et intervalles

thérapeutiques qui ne sont, a ce jour, pas déterminées.
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ABSTRACT (ENGLISH)

Objective: This study aimed to evaluate the use of a double injured atherosclerotic iliac rabbit
model for myointimal hyperplasia evaluation. Secondarily, this animal model was use for pre

clincial evaluation of a new anti-in stent restenosis simvastatin electrospun covered stent.

Methods: Twenty four New Zealand White (NZW) rabbits were included in this study. In order
to enhance and accelerate atherogenesis, atherogenic diet (0.3% cholesterol and 4.9% coconut
oil) and mechanical endothelial injury of iliac artery were used. Twelve rabbits (24 iliac
arteries) were used to evaluate the benefit of intimal balloon injury compared to the diet alone
on myointimal hyperplasia. On day 7, rabbits beneficiated balloon iliac injury on the left side
only. Eight weeks they were scarified and iliac arteries were harvested to histologic examination
and comparaison. Twelve rabbits were included in the second evaluation to compare anti instent
restenosis effect of a new drug eluting chrome-cobalt stent (DES) coated with polycyclodextrin-
chitosan-simvastatin polymer after electrospinning technique. Balloon injury were performed
on both iliacs on day 7, then stenting of BMS on right iliac and DES on left iliac and animals

were sacrified 4 weeks later after angiography for histologic examination.

Results: Balloon iliac injuries (BI) revealed a significant higher Schwartz injury score
(0.599+0.368 control vs 1.150+0.306 Bl, p=0.013), percentage of stenosis (25.7+19.1 control
vs 49.9+£21.9 BI, p=0.012) and ratio collagen (0.252 = 0.017 control vs 0.365 + 0.011 Bl,
p=0.0001) than atherosclerotic diet only. Five rabbits died before the end of the protocol. After
appaired comparison of BMS and DES, results were significantly better for BMS and pre-

euthanasia angiography revealed that 3/7 DES were thrombosed versus 0/7 for BMS.

Conclusions : Association of atherogenic diet and balloon injuries allow to obtain important
neointimal hyperplasia and wall remodeling in rabbit iliac arteries that confirm its interest as in

stent restenosis model for new DES.
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