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1ère PARTIE: 

Revue de la bibliographie sur le facteur tissulaire et 

son rôle en pathologie vasculaire 
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Chez les vertébrés, le sang est maintenu dans un état de fluidité dans les vaisseaux afin de 

permettre les échanges de métabolites dans 1 'organisme. Le délicat équilibre du système de 

l'hémostase assure en permanence la limitation des pertes sanguines lors de la rupture de la 

continuité vasculaire. L'hémostase est obtenue par activation des plaquettes et génération de 

fibrine après une cascade d'activations de type enzymatique aboutissant à la formation d'un 

caillot sanguin. 

L'enchaînement réactionnel implique un grand nombre de facteurs de nature protéique 

présents pour la plupart à l'état de proenzymes et qui sont transformés après protéolyse 

limitée en enzymes actifs. Ces événements se déroulent à la surface de membranes cellulaires. 

Seul un certain nombre de récepteurs de surface est capable de modifier l'environnement 

extracellulaire. 

Parmi ces récepteurs, le facteur tissulaire est actuellement considéré comme l'initiateur 

essentiel de la coagulation plasmatique in vivo. 

1 GENERALITES SUR LE FACTEUR TISSULAIRE (FT) 

Le FT est une glycoprotéine transmembranaire qui fonctionne comme un récepteur 

cellulaire de haute affinité pour les facteurs VII (FVII) et VII activé (FVIIa) de la coagulation, 

et comme cofacteur du FVIIa. Le FT est considéré comme l'initiateur principal de la 

coagulation in vivo depuis moins de 10 ans (1). Cette reconnaissance relativement tardive est 

probablement liée au fait que l'étude de sa structure et de son mécanisme d'action est récente 

et repose sur la purification de l'apoprotéine (2-3) et le clonage du gène (4-7). 

1-1 Structure 

Le gène du FT, situé sur le chromosome 1 en position 1p21-22 (8), est constitué de 12400 

paires de bases et comprend 6 exons séparés par 5 introns (9). Un propeptide de 295 acides 
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aminés (AA) est produit à partir du gène. Après clivage d'un peptide signal de 32 AA, la 

protéine mature apparaît (5). 

Le FT humain, comparé aux autres facteurs de la coagulation, est relativement petit. C'est 

une glycoprotéine transmembranaire de 263 AA. Cette protéine de 47 kDa comporte 3 

domaines (Figure 1) : 

+ un court domaine intracytoplasmique de 21 AA situé en position C terminale de la 

protéine. Ce domaine comporte une unique cystéine liée par une liaison thioester à un acide 

gras (palmitate ou stéarate) qui permet vraisemblablement d'ancrer la molécule à la face 

interne de la membrane cellulaire. Le résidu Sérine 258 peut être phosphorylé par un 

mécanisme dépendant de la protéine kinase C (1 0). Cette phosphorylation pourrait moduler 

indirectement 1 'activité du FT en modifiant son internalisation, sa dégradation ou sa 

localisation intracellulaire. 

+ un domaine transmembranaire qui comporte 23 AA hydrophobes. 

+ un domaine extracellulaire, supportant la fonction de récepteur, qui comporte 219 

AA. Dans ce domaine 2 ponts disulfure unissent 2 paires de cystéines conférant à la molécule 

2 boucles stables. Seule la boucle formée par les cystéines 186 et 209 est nécessaire pour 

l'activité FT (11). La seconde boucle est donc probablement indispensable à la stabilisation 

du domaine extracellulaire. Ce domaine possède également 3 sites de N-glycosylation dont le 

rôle demeure incertain : ils permettraient la bonne orientation membranaire de la molécule 

(12) et/ou diminueraient sa susceptibilité à la protéolyse durant le transport 

intracytoplasmique. 

Le domaine extracellulaire présente des similarités conformationnelles avec les 

récepteurs cellulaires des cytokines et des facteurs de croissance hématopoïétiques (13). 

L'ensemble des données structurales permet de rattacher le FT à la famille des récepteurs de 

cytokines de classe 2 qui inclut également les récepteurs de l'interféron a, de l'interféron y et 
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Figure 1: Modélisation du Facteur Tissulaire humain d'après O'Brien et al. (1) 

*Sites deN glycosylation 

**Serine phosphorylable 
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de l'interleukine 10. La cristallisation du domaine extracellulaire a récemment été réalisée par 

plusieurs équipes permettant d'établir sa structure tridimensionnelle (14-15) (Figures 2a et 

2b ). Il est caractérisé par la présence de 2 modules disposés en feuillets plissés ~ qui forment 

un angle de 125° et délimitent une région intermodule extensible où se situe le site de liaison 

du FVII. Ces modules comportent de nombreuses similarités par rapport au module de type 

III de la fibronectine. Cette structure en feuillet f3 est similaire à celle du groupe C2 de la 

superfamille des immunoglobulines (16). 

Les expériences de mutagénèse dirigée réalisées sur le domaine extracellulaire du FT ont 

permis de préciser les résidus importants pour la fixation du FVII au FT d'une part, et pour la 

fonction coagulante c'est à dire l'activation du facteur X (FX) d'autre part (Figures 3a et 3b) 

(17-18). 

Les résidus les plus importants pour la fixation du FVIIa sont situés sur le module 1 

(Lys20-Ile22-Glu24-Glu26-Tryp45-Asp58) et une boucle du module 2 appelée BC Finger 

Loop (Tyr94-Phe40). 

Les mutations réalisées au sein de la zone d'interface des 2 modules confirment que ce 

domaine est impliqué dans la conformation de la molécule FT et donc confirment 

l'importance de l'interface pour l'activité du FT (18). 

Les Lysl65 et Lys166 sont indispensables à l'activité enzymatique complète du FT 

(activation des facteurs IX (FIX) et FX). Ces résidus sont positionnés près de la membrane 

phospholipidique du module 2 et constituent un site de fixation pour les substrats 

moléculaires tels que le FX (19). Leur mutation permet de confirmer leur implication dans 

l'orientation correcte du substrat avant la protéolyse. Ils n'interviennent donc pas sur la 

fixation du FVIIa au FT. 

La séquence W158KS est, quant à elle, associée au site fonctionnel. 

5 



Domaine extracellula ire du facteur tissulaire 
A 

Module N Module C 

85 

B 

N-moduk 

C-module 

Figure 2: 
A : Schéma du domaine extracellulaire du Facteur Tissulaire d'après Ruf et al. (10). 
En sombre, zone proposée de fixation du FVIIa ; les résidus cerclés de noir sont les résidus 
importants pour l'interaction avec les substrats macromoléculaires. 
B : Structure tridimentionnelle du domaine extracellulaire du Facteur Tissulaire 
d'après Martin et al. (16). En jaune, les sites de N-glycosylation. 
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A His1 93 B 
Ser344 

Gln176 

Leu213 

Asp212 

Arg290 

Lys341 

lliE-r=x~- Lys 1 6 5 
Lys166 

Figure 3: 

A: Modélisation du complexe FT•FVlla d'après Edgington et al. (119). 

Le FT est représenté en bleu, les domaines Gia et EGF du FVIIa en vert, et le domaine 

protéase du FVIIa en orange. Les résidus essentiels à l'activité enzymatique sont représentés 

en jaune pour le FVIIa et en bleu foncé pour le FT. 

B: Diagramme en ruban du complexe FT:FVIIa d'après Banner et al. (20). 

Le FT est représenté en couleur claire, le FVIIa en couleur foncée. En haut se situent les 

domaines EGF et le domaine catalytique du FVIIa. En bas se situe le domaine Gia du FVIIa. 

Les boules rouges représentent les ions Ca2
+. 
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Le domaine extracellulaire, qui a été purifié, est soluble (FTs) et garde la capacité de lier 

le FVII et le FVIIa. La cristallisation récente de ce complexe a confirmé l'importance de 

1' ensemble de ces résidus. Elle a montré que le FTs conservait au sein du complexe FT-VIla 

pratiquement la même structure que le FT libre et imposait à la molécule de FVIIa, 

initialement flexible, une conformation bien précise en la fixant en trois points principaux: 

la région C terminale du FT fixe le domaine Gla du FVIIa, 

la région centrale fixe le domaine EGF -1 et 

la région N terminale fixe le domaine EGF-2 et le domaine catalytique du FVIIa (20). 

Mais ce type de complexe (FTs-FVIIa) possède une activité enzymatique limitée, seuls 

les complexes FT -FVIIa permettent une activation du FX. Cette particularité a été utilisée 

pour doser le FVIIa (21-22). 

L'analyse de l'ADN complémentaire (ADNe) du FT chez le lapin montre une très forte 

homologie avec le FT humain (Figure 4). La protéine native du FT de lapin est estimée entre 

45 et 48 k:Da. La protéine mature est également constituée de 263 AA. On retrouve dans le FT 

du lapin 3 domaines spécifiques composés des zones essentielles du FT humain tels que les 

ponts disulfures ou les sites de N-glycosylation (23-24). 

1-2 Expression cellulaire 

La distribution cellulaire du FT dans 1' organisme a été déterminée par des techniques 

immunohistochimiques (Tableau 1) (25). On distingue trois catégories de cellules : 

+ Certaines cellules ne produisent pas de FT. Ce sont les lymphocytes, les 

polynucléaires, de même que les cellules des lignées mégacaryocytaires et érythroblastiques 

et les plaquettes. 
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l 

49 

93 

143 

19J 

242 

Figure 4 : Séquence en acides aminés du Facteur Tissulaire. 

Comparaison entre trois espèces d'après Pawashe et al. (24). 

© : résidus cystéine 

0 : Sites de N-glycosylation 

Le domaine transmembranaire est surligné en rouge 
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Homme 
Souris 



Aucune expression 

Lymphocytes 

Polynucléaires 

Lignées mégacaryocytaires 

Lignées érythroblastiques 

Plaquettes 

Expression constitutive 

Cellules de 1 'épiderme 

Cellules des muqueuses 

Cellules des capsules des 

organes (foie, rate, rein) 

Cortex cérébral 

Myocarde 

Cellules épithéliales 

Adventice des vaisseaux 

Cellules de Schwann 

Expression inductible 

Monocytes/Macrophages 

Cellules endothéliales 

Cellules musculaires lisses 

Tableau 1 : Répartition cellulaire du Facteur Tissulaire 

Monocytes 

Endotoxine 

Complexes immuns 

C5a 

IL-l~ 

TNFa 

PMA 

Interféron y 

VLDL 

Cholestérol libre 

LDL modifiées 

P-sélectine 

PF4 

Hypoxie 

Cellules endothéliales Cellules musculaires lisses 

Endotoxine PDGF 

IL-l~ bFGF 

TNF a thrombine 

PMA Angiotensine II 

LDL modifiées 

Thrombine 

Hypoxie 

Tableau ll : Inducteurs de l'expression de Facteur Tissulaire dans les monocytes, les 

cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses 
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+ De nombreux types cellulaires expriment de manière constitutive le FT. Ce sont 

les cellules épithéliales, les cellules du cortex cérébral, les cellules de la capsule de différents 

organes comme le foie, la rate ou le rein et l'adventice des vaisseaux. Le FT n'est présent qu'à 

de très faible concentration et de façon anarchique dans les cellules musculaires lisses de la 

média (26). Leur répartition constitue une « enveloppe hémostatique » protectrice prête à 

induire 1' activation de la coagulation quand la continuité vasculaire est interrompue. 

+ Pour les monocytes sanguins, les macrophages des tissus, les cellules 

musculaires lisses et les cellules endothéliales, la production de FT est inductible (27-29) et 

est déclenchée par de nombreux stimuli immunitaires et inflammatoires. 

Il faut cependant noter que, même si ces cellules contiennent du FT, elles ne sont pas pour 

autant procoagulantes. Pour qu'elles expriment totalement leur activité FT, ces cellules 

doivent être lysées ou exposées à des agents modifiant l'intégrité membranaire tels que les 

ionophores calciques ou des molécules d'oxydation (30-32). En effet, le FT enchassé dans la 

membrane cellulaire est rendu inaccessible pour les facteurs VII et VIla (33-35). Plusieurs 

mécanismes de contrôle ont été suggérés : soit par la modification de la composition en 

phospholipides membranaires essentiels à l'activité FT (31,36}, soit par une inhibition 

spécifique de l'activité FT en particulier par le TFPI (37). Or, la présence de FT a été 

démontrée, in vitro dans des CMLs, au sein de microinvaginations de la membrane 

plasmatique appelées cavéoles (38). Dès que le contact intercellulaire est rompu par la remise 

en suspension des cellules, le FT est redistribué au niveau de la membrane et son activité est 

alors détectable (38). 

La distribution du FT dans les cellules endothéliales est encore discutée. Il a été localisé 

sur la face basolatérale (39}, mais également sur la face apicale (40-42) suggérant qu'il 

existerait deux types de complexes FT -FVIIa, un complexe actif minoritaire situé à la surface 
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apicale des cellules et un complexe inactif majoritaire situé à la surface basolatérale. En effet, 

le FT a également été localisé dans des cavéoles (43-44) où il semblerait que sa présence soit 

le résultat d'une translocation du complexe quaternaire inactifFT-FVIIa-FXa-TFPI (44). Les 

cavéoles pourraient donc être impliquées dans la régulation dynamique de l'activité 

procoagulante initiée par le FT. 

Si 1 'expression constitutive de FT par les cellules des tissus joue un rôle essentiel dans 

1 'hémostase normale, son induction dans les cellules du sang ou de la paroi vasculaire est 

responsable de 1' activation de la coagulation impliquée dans la pathogénèse des thromboses, 

des réactions immunitaires et inflammatoires et des infections. 

1-2-1 Expression inductible du FT (Tableau II) 

1-2-1-1 Les monocytes 

Il est bien établi depuis une vingtaine d'années que l'activité procoagulante des leucocytes 

est liée aux monocytes. Les monocytes non stimulés au repos ne possèdent pas d'activité FT 

mais ils répondent à de nombreux agents stimulants. In vitro, 1' expression du FT par les 

monocytes est exclusivement membranaire (36). 

Les complexes immuns, les fragments activés du complément ( 45), 1 'IL-l 13 et le TNF 

a ( 46-4 7) induisent 1' expression de FT monocytaire. Ces inducteurs de 1 'activité 

procoagulante, produits lors de l'activation monocytaire, peuvent également amplifier la 

réponse obtenue à partir d'autres agents stimulants. Ainsi, le complément synthétisé in vitro 

par les monocytes activés serait indispensable à une réponse maximale à l'endotoxine (48). 

L'endotoxine des bactéries Gram négatif est le plus puissant inducteur direct de l'activité 

FT (28,49). 

L'interféron y peut induire une activité FT par les macrophages, mais n'agit qu'en co­

stimulateur sur les monocytes sanguins (50-51). 
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Les agents métaboliques comme certaines particules lipidiques, les VLDL et le cholestérol 

libre (52) peuvent induire une activité procoagulante in vitro. Les LDL sont plutôt connues 

comme inhibiteurs de la synthèse de cytokines par les macrophages, les LDL oxydées 

augmentent de façon importante l'activité FT induite par l'endotoxine dans les macrophages 

et les monocytes adhérents humains (53-54). 

Les monocytes activés par les plaquettes produisent du FT. Le mécanisme d'activation des 

monocytes par les plaquettes nécessite la coopération de différentes molécules : la P-sélectine, 

molécule d'adhésion synthétisée par les plaquettes (55) et le Platelet Factor 4 (PF4), produit 

d'activation plaquettaire (56). Le PF4 active les granulocytes qui synthétisent différentes 

substances en particulier le Platelet Activating Factor (PAF) capable d'amplifier l'expression 

de FT par les monocytes activés (57). Cependant, le PF4 favorise la formation du complexe 

anticoagulant thrombomoduline/protéine C (58). Il possède donc un double rôle dans la 

régulation de l'activité FT. 

L'hypoxie est également capable d'induire l'expression de FT des cellules mononucléées 

accumulées dans les tissus pulmonaires de souris (59). 

Les lymphocytes (60) et les granulocytes (57,61) peuvent aussi moduler l'activité 

procoagulante monocytaire. 

1-2-1-2 Les cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales, sous forme d'une monocouche, tapissent la totalité de la paroi 

des vaisseaux sanguins. Physiologiquement, elles sont non thrombogènes et constituent une 

interface où les cellules, extrêmement actives, sont capables de synthétiser une variété de 

facteurs participant à la régulation de la coagulation et de la fibrinolyse (62). 

Parfois l'équilibre se rompt. Ainsi différents facteurs tels que l'endotoxine, l'IL-l f3, le 

TNF a induisent chez ces cellules l'expression de FT (63). De plus, il a été démontré, in vitro, 

que la stimulation des cellules endothéliales par 1' endotoxine ou 1 'IL-l f3, aboutit à la 
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diminution de 1 'activité de la thrombomoduline constitutive renforçant amst 1 'état 

procoagulant (27,64). 

D'autres facteurs induisent également l'expression de FT par les cellules endothéliales 

vasculaires. Ainsi, l'hémoglobine humaine amplifie l'expression du FT dans les cellules 

endothéliales préalablement stimulées par de l'endotoxine (65). Une faible quantité de fibrine 

peut aussi rapidement induire l'expression du FT des cellules endothéliales en culture (66). 

Dans certains cas pathologiques comme la septicémie et l'athérosclérose, l'hémoglobine libre 

et la fibrine pourraient être impliqués dans 1 'amplification de la coagulation. 

Enfin, les cellules endothéliales en apoptose deviennent des cellules procoagulantes par la 

rapide redistribution de la phosphatidylsérine à la surface membranaire et la diminution 

d'expression des facteurs anticoagulants tels que la thrombomoduline et le TFPI (67). Mais 

dans ces cellules en apoptose la synthèse de FT n'est pas modifiée. Le FT stocké deviendrait 

accessible par les modifications de composition de la surface membranaire. 

La présence de FT fonctionnel a également été mise en évidence au mveau du 

subendothélium d'aorte de lapin ou d'artère ombilicale humaine (68). Le subendothélium 

étant principalement constitué de protéoglycannes, de collagènes et de microfibrilles, les 

raisons invoquées de l'existence de FT seraient la présence de vésicules ou de fragments 

membranaires d'origine endothéliale fixés ultérieurement à la matrice extracellulaire. Comme 

l'a récemment démontré Mulder et al., les cellules endothéliales stimulées par du TNFa. 

expriment du FT à leur surface plutôt qu'au niveau de la matrice (39). 

Le FT au niveau du subendothélium pourrait favoriser la formation de thrombus au niveau 

des sites d'agression. 

1-2-1-3 Interaction monocytes-cellules endothéliales 

Lors de l'initiation des lésions athéroscléreuses, lors d'une thrombose, ou lors de la 

réponse inflammatoire, l'interaction entre les monocytes et l'endothélium vasculaire est un 
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événement clé. Le recrutement des monocytes est favorisé par des médiateurs solubles et 

l'interaction cellule-cellule se fait par l'intermédiaire de récepteurs cellulaires. Différents 

travaux ont montré que l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales induisait 

1' expression de FT. 

L'expression du FT des monocytes augmente lors de la mise en coculture avec des cellules 

endothéliales. Cet effet s'intensifie lorsque les cellules endothéliales sont activées par de l'IL­

l J3 ou par de l'endotoxine (69). Ces observations sont confirmées par d'autres auteurs (70-

71). Cette génération de FT est rapide. Les récepteurs impliqués seraient la E-sélectine (70) et 

le récepteur ICAM-1 (71) mais d'autres voies d'adhésion ne sont pas à exclure puisque les 

anticorps utilisés contre ces récepteurs ne sont pas totalement efficaces dans l'inhibition de 

1' expression du FT par les monocytes. 

Une étude récente a démontré que l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales 

provoque une augmentation de l'expression du FT par les cellules endothéliales (72). Ce sont 

les cytokines (IL-l J3 et TNF a) produites par les monocytes stimulés qui sont responsables de 

cette induction de FT. Le CD 18 est le récepteur en partie impliqué. 

Les monocytes et les cellules endothéliales sont donc capables d'exprimer du FT après 

adhésion. L'interaction des monocytes et des cellules endothéliales vasculaires peut jouer un 

rôle important dans le contrôle de l'expression du FT cellulaire in vivo et pourrait donc 

favoriser le dépôt de fibrine et la formation de thrombus dans de nombreuses pathologies. 

1-2-1-4 Les cellules musculaires lisses (CMLs) 

Les CMLs sont la composante majeure de la média des artères saines. Elles jouent un rôle 

majeur dans 1 'évolution des lésions athéroscléreuses et dans la cicatrisation des artères après 

certains gestes de revascularisation comme 1' angioplastie. Les CMLs peuvent alors être 

impliquées dans les accidents thrombotiques car elles sont en contact direct avec le sang 

circulant et sont le siège de nombreuses modifications. 
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Bien que 1 'expression du FT par les CMLs ait été démontrée (30), la régulation de 

l'activité du FT dans les CMLs artérielles est peu connue. La cinétique d'expression du FT 

dans les CMLs est différente de celle des cellules endothéliales. L' ARNm et l'activité FT sont 

rapidement induits en quantité importante dans les CMLs par une variété d'agents impliqués 

dans la réponse artérielle à l'agression tels que les facteurs de croissance (PDGF, EGF), 

l'angiotensine Il et l'a-thrombine (29). Cette induction semble indépendante de l'activation 

de la protéine kinase C. Par contre, la mobilisation de Ca2
+ intracellulaire semble nécessaire à 

l'expression de l' ARNm et à l'activité FT. De plus, cette accumulation de calcium pourrait 

aboutir à un changement dans la composition phospholipidique des membranes cellulaires et 

favoriserait donc l'accessibilité du FT mis en réserve dans des vésicules membranaires (29). 

En effet, il a été démontré que le FT dans les CMLs est stocké dans trois compartiments 

différents des cellules. Principalement situé dans le cytoplasme, le FT est également retrouvé 

dans des vésicules membranaires et au niveau intracellulaire (73). 

In vivo, il a été déterminé que les CMLs synthétisent rapidement d'importantes quantités 

d' ARNm du FT après agression par ballonnet d'une aorte de rat. Parallèlement, l'activité FT 

augmente. Cette activité se prolonge plusieurs jours avant de revenir à un taux basal (74). 

Au cours du processus d'athérosclérose, la rupture de plaque ou l'agression artérielle par 

ballonnet, les CMLs peuvent être mises en contact avec le sang. L'induction rapide du FT et 

l'exposition d'une source importante de FT potentiellement actif par les CMLs peuvent être 

importantes dans la propagation des thromboses précoces associées à une agression. 

Le FT pourrait également jouer un rôle dans le développement de l'athérosclérose bien que 

les travaux entrepris jusqu'alors sont contradictoires. En effet, une étude récente a établi que 

le FT, par son domaine extracellulaire, est un important facteur de chimiotactisme pour les 

CMLs, mais qu'il n'a aucun effet sur leur prolifération. Cet effet est comparable à celui 

obtenu par le PDGF et le bFGF (75). Pourtant un autre travail montre que le FT exprimé par 
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les CMLs est lié au processus de prolifération. Ainsi 1 'expression de FT augmente rapidement 

dans des CMLs remises en croissance. Il semble que l'activité FT, qui est alors très élevée, 

n'est pas amplifiée après stimulation des cellules par du PDGF (76). 

1-2-2 Importance du FT comme récepteur dans les autres types cellulaires 

Le FT n'est pas exprimé par les cellules sanguines et l'endothélium à l'état de base, tandis 

qu'il est présent de façon permanente, dite constitutive, dans des cellules non vasculaires qui 

ne sont donc pas en contact physiologiquement avec le sang. 

Le renouvellement du FT est lent dans les cellules qui l'expriment de façon constitutive, 

mais il est accessible et est capable de se lier au FVII (25). Il joue à ce niveau le rôle de 

barrière hémostatique et protège les organes vitaux de lésions tissulaires irréversibles dues à 

des hémorragies. 

Cette distribution non vasculaire importante du FT suggère également qu'il pourrait avoir 

des fonctions différentes de son activité procoagulante. Aucun individu déficient en FT n'a 

jusqu'ici été identifié ce qui suggère que le déficit n'est pas viable. Chez des embryons de 

souris déficients en FT, l'absence de formation d'enveloppes musculaires des vaisseaux 

primitifs et donc le manque de maturation vasculaire du sac vitellin provoquent un déficit de 

la circulation vitello-embryonnaire conduisant à la mort des animaux au cours de la gestation 

(77-78). Une étude similaire a été réalisée chez des souris déficientes en FVII (79). 

Contrairement aux embryons déficients en FT, les embryons déficients en FVII se 

développent normalement mais souffrent d'hémorragies périnatales conduisant à la mort des 

souris (79). Le FT pourrait donc avoir un rôle actif dans le développement des vaisseaux 

durant le processus d'embryogénèse. 

Le FT exprimé dans des cellules de sarcome de souris produit une croissance des cellules 

tumorales et une vascularisation plus importante des tumeurs, son inhibition retarde leur 
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croissance suggérant un rôle du FT dans l'angiogénèse (80). Le mécanisme de régulation par 

le FT des propriétés angiogéniques de ces cellules tumorales semble être dû à l'induction de 

facteurs angiogéniques (VPF et VEGF) et à une diminution de facteurs anti-angiogéniques 

(thrombospondine) (80). Par son domaine cytoplasmique, le FT favorise aussi la prolifération 

métastatique d'une lignée de cellules de mélanome humain et ceci indépendamment de 

1' activité procoagulante du FT (81 ). Cependant, la dissémination des cellules tumorales 

nécessite la fixation du FVIIa au FT (82). L'ensemble de ces données suggère donc que le FT 

joue un rôle important dans l'angiogénèse, indépendamment de son rôle dans la coagulation. 

La fonction de récepteur du FT peut expliquer certaines de ces fonctions. 

Le FT, d'après sa structure, peut être classer dans la famille des récepteurs de type 

cytokines de classe II (13). De plus, il possède dans son domaine cytoplasmique des résidus 

sérines phosphorylables. Enfin, la majeure partie des complexes FT -FVIIa est située à la face 

basolatérale des cellules exprimant le FT de manière constitutive et est inactive pour la 

coagulation suggérant un rôle de ces complexes dans la transduction de signaux 

intracellulaires (42). Cependant, le FT ne possède pas d'activité tyrosine kinase intrinsèque 

mais est associé à une région permettant la transduction de signaux. Cette région a été 

identifiée comme étant une composante du récepteur IgE de type I (83). 

Le seul ligand physiologique connu du FT est le FVIIa. Sa fixation au FT peut induire 

différents messages : variation du calcium cytosolique dans différents types cellulaires en 

particulier les cellules endothéliales (84-85), induction de la synthèse de VEGF (86) pouvant 

en retour induire la synthèse de FT (87), modulation de l'expression de différents ARNm dans 

des fibroblastes humains par l'amplification de la poly(A)polymérase (88). Récemment, une 

étude a montré le rôle du FT dans l'adhésion et la migration cellulaire (89), processus 

intervenant lors de la dissémination métastatique, lors du remodelage durant 1' angiogénèse ou 
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lors de l'embryogénèse. En effet, le FT lié au FVIIa fixe la protéine ABP-280, ce complexe 

conduisant à la réorganisation du réseau d' actine. 

Le mécanisme de transduction du signal est encore peu connu, mais il fait certainement 

intervenir la phosphorylation de différentes protéines kinases (83), telles que les MAP-kinases 

(90), la PKC (85) ou la F AK (89), cette dernière délivrant des signaux essentiels à la survie et 

à la prolifération tumorale. 

Le FT est donc un élément important en biologie cellulaire. Son rôle en tant que récepteur 

à part entière permet la transduction de signaux qui peuvent mener au processus 

d' angiogénèse, favoriser la dissémination métastatique et conduire au processus 

d' embryogénèse. 

1-3 Mécanisme d'action 

L'initiation cellulaire de la coagulation par le FT nécessite la présence de différentes 

molécules : le FVII et ses substrats potentiels les FX et FIX, en présence de phospholipides 

chargés et en présence d'ions calcium. 

Le FVII est une glycoprotéine synthétisée par le foie (91). Sa structure est très proche de 

celle des autres facteurs de la coagulation vitamine-K dépendants (FIX, FX, protéine C, 

protéineS, prothrombine). Elle comprend une y -carboxylation des acides glutamiques situés 

dans sa région N terminale. Ce domaine, alors chargé négativement, fixe le calcium pour 

donner au FVII la conformation nécessaire à sa fixation au FT (92). L'activation du FVII en 

FVIIa se fait par le clivage d'un pont disulfure entre Arg152-Ile153. Le FVIIa est constitué 

d'une chaîne légère comprenant le domaine Gia et les domaines de type EGF et une chaîne 

lourde correspondant au site actif (91 ,93 ). 

Dès que le FT est mis en présence de sang circulant, il forme un complexe avec le FVII 

plasmatique. La stœchiométrie de la fixation du FVII au FT est de 1: 1. Les FVII/Vlla se lient 
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au FT avec une affinité égale. La fixation du FVII est rapidement suivie de son activation en 

FVIIa. 

Chez des sujets normaux, 1% de FVIIa est retrouvé dans la circulation (94-95). Le FVIIa a 

une demi-vie relativement longue de 2,5 heures et n'est pas inhibé par l'antithrombine III qui 

inactive les autres protéases (96-98). L'activité protéolytique qui génère des traces de FVIIa, a 

1 'état physiologique, semble attribuée aux traces de FXa normalement présent dans le plasma 

(99-101). Le FVIIa circulant sert d'initiateur dans le déclenchement de la cascade de la 

coagulation. 

Le contact entre le FT et le FVIIa entraîne la formation de complexes qui permettent 

rapidement de générer suffisamment de FXa et de FIXa. Ceux-ci peuvent alors catalyser la 

conversion du FVII en FVIIa par un processus d'amplification de la réaction. Le FVIIa est 

donc capable d'activer le FVII fixé au FT. Cette réaction d'autoactivation nécessite la liaison 

du FVII à une molécule de FT complète intégrée dans une double couche de phospholipides 

(102-103). La forme tronquée du FT, composée uniquement de sa partie extracellulaire (FTs), 

associée au FVII ne permet pas cette autoactivation (104). Cependant l'intégration du FTs 

dans des phospholipides restaure cette capacité. Cette réaction d'autoactivation se produit de 

façon préférentielle en présence de phospholipides neutres qui sont exprimés par les cellules 

non activées (105-106). L'association à un environnement phospholipidique membranaire est 

en effet primordial pour une expression optimale de 1 'activité procoagulante du FT. Les 

phospholipides, en particulier la phosphatidylsérine (PS), renforcent la fixation du FVII au FT 

(107-108). De même, la phosphatidyléthanolamine (PE) augmente la sensibilité à la PS et 

favorise l'activité du complexe FT-FVIIa reconstitué dans des vésicules contenant peu de PS 

(109). Les phospholipides interviennent également sur le positionnement du FVIIa (110) et du 

FX (111) et favorisent alors le clivage et l'activation du FX en FXa (108,112-113). La 

désorganisation des phospholipides membranaires (31,36) peut changer leur distribution à la 
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surface cellulaire et donc modifier l'association des facteurs de la coagulation. Les 

phospholipides pourraient donc jouer un rôle important dans la modulation in vivo de 

l'activité procoagulante initiée par la voie du FT. 

Le FVIIa seul a très peu d'activité fonctionnelle mais sa fixation au FT augmente 

considérablement son activité catalytique vis-à-vis de ses substrats, les FIX et FX (112,114). 

Le domaine Gla est la première zone de contact du FVIIa avec le FT (115-116). Ce domaine, 

par un changement conformationnel du complexe FT-FVIIa, contribue à la stabilité de ce 

complexe et est nécessaire à la reconnaissance du substrat tel que le FX. Cependant, il a été 

récemment démontré que le domaine Gla du FVIIa n'était pas nécessaire au positionnement et 

au maintien du site actif du FVIIa, rôle totalement tenu par le domaine extracellulaire du FT 

(117). Les domaines EGF, en fixant le calcium, favorisent également les interactions FT­

FVIIa (118). La chaîne légère du FVIIa sert de lien de haute affinité afin d'augmenter les 

interactions entre le FT et la chaîne lourde du FVIIa (119). La fixation du FVIIa au FT 

apparaît donc comme étant totalement médiée par des interactions protéine-protéine (120-

121). 

Le FVIIa possède également une activité fonctionnelle indépendante du FT. En effet, chez 

des sujets hémophiles recevant de fortes doses de FVIIa recombinant, Monroe et al. ont mis 

en évidence la génération de thrombine. Sa fixation sur les plaquettes activées formant le clou 

hémostatique initial, rend le FVIIa actif(122). 

1-4 Régulation de l'activité catalytique FT-FVlla 

La voie du FT possède deux systèmes inhibiteurs qui régulent 1' activité du complexe FT­

FVIIa: il s'agit du Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) et de l'antithrombine III (ATIII). 

11-4-1 Le TFPI 
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C'est l'inhibiteur naturel majeur de la voie initiée par le FT (37). Il est encore appelé EPI 

(Extrinsic Pathway lnhibitor) ou LACI (Lipoprotein Associated Coagulation Inhibitor). 

Il est synthétisé de manière constitutive par les cellules endothéliales et les 

mégacaryocytes. Il peut-être aussi synthétisé par les monocytes-macrophages et les cellules 

trophoblastiques. Secondairement transféré sur les lipoprotéines plasmatiques, le TFPI peut 

alors circuler dans le plasma. 

Le TFPI appartient à la famille des inhibiteurs de protéases de type Kunitz. Il existe trois 

lieux intravasculaires de stockage du TFPI : 

- dans les plaquettes, 

-dans le plasma où 90% du TFPI est lié à différents types de lipoprotéines par des 

liaisons ponts disulfures avec l' apolipoprotéine Ail ou le complexe apolipoprotéine 

AII-apolipoprotéine E, (123) 

- à la surface des cellules endothéliales où il est lié à 1 'héparane sulfate ou à 

d'autres glycosaminoglycannes. Une mobilisation du TFPI endothélial peut être 

obtenue par la perfusion d'héparine (124). 

In vitro, le TFPI inhibe non seulement l'activité catalytique du complexe FT-FVIIa mais 

également l'activité fonctionnelle du FXa. Le TFPI se lie tout d'abord au site actif du FXa 

pour former un complexe binaire dans lequel ce dernier est neutralisé, puis, en présence de 

calcium, se lie secondairement au même complexe FT -FVIIa pour former un complexe 

quaternaire TFPI-FXa-FT-FVIIa inactif(37,125). 

In vivo, le complexe FXa-TFPI et le TFPI régulent la génération de thrombine en 

inactivant le complexe FT -FVIIa et le complexe prothrombinase (126). 

11-4-2 L' ATID 

L'A Till n'inhibe pas directement le FVIIa mais agit par deux mécanismes : 
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- Sa liaison au FVIIa alors complexé au FT entraîne des modifications 

conformationnelles du FVIIa qui accélère la dissociation des complexes FT-FVIIa 

(127-128). 

La formation du complexe ATIII-FVIIa rend le FVIIa incapable de se lier à 

une nouvelle molécule de FT bien qu'elle n'inhibe pas l'activité enzymatique 

propre au FVIIa (129). 

1-5 Schéma de la coagulation (Figure 5) 

Les techniques de biologie moléculaire et de biochimie ont conduit à la réévaluation 

approfondie de la cascade de la coagulation. Dans les années 50, des chercheurs ont avancé le 

concept de voies séparées (130). Le schéma classique de la coagulation comportait alors deux 

modes d'initiation appelée voie intrinsèque et voie extrinsèque qui convergent toutes deux 

vers l'activation du FX et la génération de thrombine. De nombreux arguments indiquent que 

la voie extrinsèque médiée par le FT -FVIIa est la voie principale de la coagulation in vivo. 

Le complexe FT-FVIIa active non seulement le FX mais aussi le FIX (131) mais avec une 

affinité différente pour ses substrats. En effet, il a été démontré que le complexe FT -FVIIa 

permettait d'activer beaucoup plus rapidement le FX que le FIX (114,132-133). Lorsque les 

FIX et FX sont présents simultanément, l'activation du FIX est augmentée, l'activation du FX 

est diminuée (134). Dès que du FXa est généré, il est rapidement inhibé par le TFPI puis par 

l'A Till. Cependant, les traces de FXa générées sont suffisantes pour activer la prothrombine 

en thrombine, qui elle-même active le facteurs V (FV) et les facteurs antihémophiliques 

facteur VIII (FVIII) et FIX. Cette amplification de la génération de FXa est encore appelée 

rétroactivation. La vitesse de génération du FXa par le complexe FIXa-FVIIIa en présence de 

phospholipides et de calcium est plus élevée que la vitesse d'activation par le complexe FT­

FVIIa. 
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Figure 5: Schéma de la coagulation d'après Ruf et al. (10). 
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Le FT serait donc responsable du déclenchement de l'activation de la coagulation et la 

thrombine de son amplification permettant une génération accrue de FXa et donc une réponse 

hémostatique plus rapide. Cette amplification de la génération de FXa rend compte des 

manifestations hémorragiques des hémophiles et de celle parfois sévère des sujets déficitaires 

en FXI. La voie extrinsèque ou voie du FT est considérée comme la voie physiologique 

principale de la coagulation tandis que la voie intrinsèque passe au second plan pour 

l'hémostase normale. Ces observations rendent donc obsolètes le concept des systèmes de 

coagulation en voies séparées in vivo. 

1-6 Régulation de l'expression du FT 

Le FT est le principal activateur de la coagulation. L'expression du FT dans les cellules 

vasculaires telles que les monocytes ou l'endothélium est un élément pathogénique important 

qui est fortement régulée. 

L'induction par l'endotoxine de l'expression du FT par les monocytes est la voie 

d'activation la plus étudiée à ce jour. Les monocytes, activés ou non, expriment de façon 

concomitante les gènes codants à la fois pour le cofacteur essentiel de la coagulation, le FT, et 

son inhibiteur spécifique le TFPI (135). 

Les différentes étapes de la synthèse du FT sont les suivantes (Figure 6) : 

1-6-1 Systèmes transductionnels et seconds messagers 

L'expression de FT par les monocytes en réponse à l'endotoxine est rendue possible par 

1' interaction de l'endotoxine avec la surface membranaire des monocytes. Il y a alors 

activation de systèmes transductionnels, puis génération de seconds messagers qui 

transmettent le signal vers le noyau. 

A la surface des monocytes, il existe plusieurs sites de fixation pour le lipide A de 

l'endotoxine: la molécule CD18 qui constitue les 132-intégrines, la molécule CD14, une 
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protéine de 80 kDa et une lectine interagissant avec la partie polysaccharidique de 

1' endotoxine. 

Toutes ces molécules n'induisent pas de façon directe l'apparition de seconds messagers. 

Ainsi, l'emploi d'anticorps spécifiques a permis de déterminer que les f32-intégrines 

n'interviennent pas directement dans la synthèse de FT ou de cytokines mais agissent comme 

co-stimulants (136-137). 

La molécule de CD14, glycoprotéine ancrée dans la membrane monocytaire, fixe de 

manière spécifique l'endotoxine libre ou liée à la LBP (Lipopolysaccharide Binding Protein) 

(138-139). Cependant la présence de concentrations saturantes d'anticorps anti-CD14 

n'inhibe pas totalement la synthèse de cytokines par les monocytes, ce qui suggère 

l'implication d'autres molécules dans la production de FT et de cytokines par les monocytes 

stimulés par l'endotoxine (136,139). La molécule de CD14 est liée à une activité tyrosine 

kinase. Elle peut donc générer des seconds messagers (140). 

Suite à la fixation de 1' endotoxine, apparaît l'activation des signaux transductionnels et 

l'envoi de seconds messagers permettant l'activation de la transcription du gène du FT (49). 

Ces mécanismes mettent en jeu des réactions de phosphorylations/déphosphorylations 

similaires à d'autres voies d'activation monocytaire (141). 

L'endotoxine, par l'intermédiaire d'une protéine G, active la phospholipase C. Celle-ci est 

responsable de la formation d'inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) qui 

permettent 1' entrée de calcium dans le compartiment intracellulaire. Cette augmentation de 

calcium active la protéine kinase C (141). L'induction de FT monocytaire par l'endotoxine est 

donc dépendante de l'activation de la protéine kinase C (142-143) mais aussi de l'activation 

d'une protéine tyrosine kinase (144-145). 
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Les inhibiteurs de la phospholipase A2 diminuent la synthèse de FT, suggérant un rôle 

possible de la voie de la lipoxygénase (146). 

L' AMP cyclique, par son effet modulateur sur la concentration en calcium intracellulaire 

(141), inhibe de façon dose-dépendante la transcription du gène du FT (147). La 

concentration de calcium intracellulaire permet de moduler 1 'activité FT à la surface de la 

membrane des monocytes (148). 

Il semble que les canaux potassiques soient également impliqués dans la régulation de la 

synthèse du FT par les monocytes, sans doute par l'hyperpolarisation de la membrane 

monocytaire facilitant ainsi la mobilisation du calcium (149). 

Une partie du FT est stocké dans des vésicules membranaires, ou se situe dans un pool 

intracellulaire qui le rend inaccessible pour le FVII et/ou le FX. Ceci suggère deux voies de 

régulation du FT : 

- au niveau de la synthèse de FT ou de son transport vers la membrane ; 

- au niveau des modifications posttranslationnelles et/ou conformationnelles du 

FT dans la membrane, avant de former un complexe actif avec le FVIIa. 
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Figure 6: Schéma de l'induction par l'endotoxine du FT 
dans les monocytes d'après De Prost (49) et Mackman (9). 
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1-6-2 Régulation de l'expression du gène du FT 

Les travaux de Mackman et al. ont montré que la production du FT par les monocytes en 

réponse à l'endotoxine était régulée par des mécanismes transcriptionnels (Figure 7) et 

posttranscriptionnels ( 150). 

Le facteur de transcription Sp 1 est une protéine initiant la transcription de nombreux gènes 

(151). Il peut se fixer sur 5 GC box situés dans le promoteur du gène du FT. Spl est alors 

responsable d'une expression minimale du FT par les monocytes non stimulés. Les protéines 

hétérodimères c-Fos/c-Jun sont déjà fixées à l'état de repos sur les deux sites AP-l mais ne 

contribuent pas à l'expression basale (Figure 8) (152). 

La transcription du gène en réponse à 1 'endotoxine est médiée par une séquence 

stimulatrice (ou enhancer) encore appelée séquence LRE (Lipopolysaccharide Response 

Element) (Figure 9). Cette séquence contient deux sites AP-l (Activation Protein-1) et un site 

NF-KB (Nuclear Factor-KB) (153). Ces trois sites sont nécessaires à une réponse maximale de 

l'induction du FT par l'endotoxine (152). Les protéines hétérodimères c-Fos/c-Jun sont déjà 

fixées à l'état de repos sur les deux sites AP-l (152). L'activation de la transcription par 

l'endotoxine s'accompagne de l'activation des facteurs de transcription NF-KB/Rel (154). Ce 

sont les hétérodimères c-Rel/p65 qui se fixent sur le site NF-KB (155). La formation des 

complexes c-Fos/c-Jun et c-Rel/p65 au niveau de la séquence LRE facilite l'interaction 

fonctionnelle de ces complexes, interaction qui permet d'activer la transcription (Figures 6 et 

8) (152). 

Les protéines de transcription sont capables de se fixer à 1' ADN après leurs modifications 

postransductionnelles en particulier en fonction de leur état de phosphorylation (144). 

Le fonctionnement général du gène du FT en fait un gène à réponse rapide, comme les 

gènes des récepteurs des cytokines, dont 1 'expression est indépendante de la synthèse 

protéique (156). 
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L' ARNm, déterminé par Northern Blot, a été identifié sous forme de deux bandes de 2,2 et 

3,1 kb. Cette dernière bande moins abondante et inconstante correspond à l'épissage 

incomplet de l'intron 1. Ce transcript ne permet pas la production de la protéine FT car il 

contient un codon stop empêchant sa traduction (157). L'ARNm du FT a une demi-vie de 

courte durée déterminant son instabilité. L'endotoxine favorise la stabilisation des transcripts 

par un allongement de leur demi-vie (150). Cet effet de l'endotoxine est transitoire et est 

observé dans les premières heures de la stimulation. 

1-7 Autres voies d'activation de la coagulation sur la membrane monocytaire 

Le monocyte peut activer la coagulation par d'autres voies indépendantes de la voie du FT. 

En effet, le FX, par sa liaison au CDllb/CD18 (ou Mae-l), est clivé en FXa (158-159). Ce 

clivage peut être initié par la cathepsine G synthétisée après fixation du ligand à Mae-l ou 

lors d'un processus inflammatoire (160). L'importance de cette voie d'activation de la 

coagulation a d'ailleurs été démontrée in vivo lors d'une infection bactérienne (161). La 

cathepsine G peut également activer le FV en FVa qui est un cofacteur du complexe 

prothrombinase fixant le FXa. Le complexe alors formé constitue une autre voie d'activation 

de la coagulation indépendante du FT (162-163). 

Le FXa est également un ligand qui, lorsqu'il est fixé à son récepteur EPR-1 (Effector Cell 

Protease Receptor-1) présent dans les monocytes (164), les cellules endothéliales (165) et les 

CMLs (164,166), est capable d'induire la transduction de signaux cellulaires. Ainsi, le FXa 

est responsable de l'augmentation du calcium cytosolique de cellules endothéliales (167). Il 

possède aussi une activité mitogène pour les CMLs (168-169) et les cellules endothéliales 

(165). Le complexe FXa-EPR-1 induit également la génération de thrombine par la formation 

du complexe prothrombinase (166,170-171) ou par l'induction de l'expression de FT (172). 
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L'endotoxine induit l'émission par les monocytes de microvésicules riches en PS, en 

molécules d'adhésion et en FT (173). Cette dissémination de vésicules dans la circulation 

favorise la propagation de 1' activité procoagulante aux cellules vasculaires avoisinantes, en 

particulier les cellules endothéliales, et peut donc entraîner un processus thrombotique (174-

175). 

II ROLE DU FACTEUR TISSULAIRE EN PATHOLOGIE VASCULAIRE 

De nombreux travaux ont été consacrés aux modifications d'expression du FT en 

pathologie. Les premiers d'entre eux se sont intéressés aux monocytes circulants, ces cellules 

étant plus accessibles et plus sensibles individuellement aux stimuli infectieux et 

inflammatoires que les cellules endothéliales. Très récemment, la mise en œuvre de 

techniques immunohistochimiques et de biologie moléculaire à partir de coupes tissulaires a 

permis de progresser nettement dans la compréhension du rôle du FT en pathologie. 

11-1 Pathologie vasculaire artérielle 

Les maladies cardiovasculaires liées à l'athérosclérose sont actuellement la principale 

cause de décès et de morbidité dans les pays industrialisés. La plaque athéroscléreuse résulte 

d'un épaississement focal de l'intima. L'athérosclérose ne touche que les artères de gros et 

moyen calibre. La survenue d'une thrombose, au niveau d'une plaque athéroscléreuse rompue 

est un facteur déterminant dans la pathogénèse des syndromes coronaires aigus, tel que 

l'angor instable et l'infarctus du myocarde. La rupture de plaque peut entraîner la formation 

d'un thrombus totalement ou partiellement occlusif, déterminant un accident clinique aigu. 

Parmi les facteurs qui déterminent la thrombogénicité de la plaque, le FT joue probablement 

un rôle important. Son importance dans la thrombogénèse artérielle in vivo est suggérée par 
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des données épidémiologiques puisqu'il a été démontré que la concentration plasmatique du 

FVII était un élément prédictif de mortalité cardiovasculaire (176). 

ll-1-1 FT et plaques d'athérosclérose 

Au niveau des vaisseaux normaux, l' ARNm du FT a été trouvé en grande quantité dans 

l'adventice des artères y compris les artères coronaires. Il n'est cependant pas détectable dans 

l'endothélium ou l'intima normale, et faiblement retrouvé au niveau des CMLs constituant la 

média (26). 

L'architecture des plaques athéroscléreuses et leur composition cellulaire dans les lésions 

responsables d'infarctus du myocarde sont hétérogènes (26, 177). Mais invariablement, le site 

de rupture ou d'érosion est le siège d'une inflammation et la majorité des plaques rompues 

contiennent des quantités importantes de débris cellulaires et de lipides extracellulaires (178). 

Les plaques sur le point de se rompre ou déjà rompues sont également riches en cellules 

spumeuses et en lymphocytes T. Ceci suggère que l'inflammation joue un rôle dans la 

déstabilisation du manteau fibreux. Par contre, les plaques qui présentent une chape fibreuse 

importante sont constituées de matrice extracellulaire, essentiellement composée de collagène, 

et deCMLs. 

De nombreuses études ont analysé l'expression du FT dans l'athérosclérose humaine. La 

présence de FT au sein d'une plaque athéromateuse humaine a été mise en évidence pour la 

première fois en 1972 par immunohistochimie (179). Le FT a ensuite été mis en évidence sur 

des fragments d'endartérectomie carotidienne par techniques immunohistochimiques et par 

hybridation in situ (26), puis sur des fragments provenant d'athérectomie coronaire par 

immunohistochimie (180). Plus récemment, par technique fonctionnelle, il a été démontré que 

le FT est fonctionnellement actif et donc capable d'activer la coagulation (181 ). Le FT est mis 

en évidence au niveau des cellules spumeuses, d'origine musculaire ou macrophagique, et 

aussi dans les îlots de nécrose contenant également des lipides oxydés, des cristaux de 
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cholestérol et des médiateurs de l'inflammation. Par fixation des FVIIa et FX préalablement 

marqués, il a été démontré que le FT est également très abondant dans le cœur lipidique 

acellulaire et, pour la première fois , a été détecté au niveau de l'endothélium recouvrant les 

plaques (182). Il a également été retrouvé dans les plaques d'athérome riches en lipides (183). 

Le FT est donc un élément constitutif des plaques athéroscléreuses. 

Le FT présent dans la plaque d'athérome provient probablement des macrophages. En 

effet, des macrophages isolés de plaques athéroscléreuses carotidiennes expriment une forte 

activité FT (184). De plus la surcharge lipidique en cholestérol et en LDL oxydées est capable 

d'induire une augmentation d'expression du FT par les macrophages, de même que le 

processus inflammatoire existant au niveau du site de rupture. Cependant, le FT peut 

également provenir des CMLs (185). L'origine endothéliale du FT reste à confirmer. 

L'ensemble des études anatomopathologiques concernant les plaques d'athérome fait 

ressortir la grande hétérogénéité des plaques quant à leur richesse en FT. Une expression 

accrue de l'antigène FT prédomine dans des pièces d'athérectomie coronaire de patients en 

angor instable par rapport à celles de patients en angor stable (185). Le FT est surtout retrouvé 

dans les zones cellulaires des pièces de patients en angor instable en particulier au niveau des 

macrophages (186), alors que le FT retrouvé dans les pièces des patients en angor stable est 

plutôt situé dans les zones acellulaires (185). L'augmentation de l'activité et de l'antigène du 

FT a aussi été majoritairement trouvée dans des fragments d'athérectomie coronaire de sujets 

ayant présenté un infarctus du myocarde par rapport à ceux provenant de patients en angor 

stable (187). 
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ll-1-2 FT et monocytes circulants 

Le FT peut également être impliqué dans les complications de l'athérosclérose par 

l'intermédiaire des monocytes sanguins circulants. Différents travaux indiquent qu'une 

activation leucocytaire est détectable dans le sang des patients souffrant de maladies 

coronaires. Au cours de l'angor instable, il existe une augmentation d'expression des 

molécules d'adhésion CD11b/CD18 par les leucocytes (188). Au niveau des monocytes, cette 

activation se traduit par une augmentation de l'expression de FT (189), qui n'est pas retrouvée 

chez les sujets en angor stable (190-191). Ces résultats suggèrent un processus inflammatoire 

évolutif au cours de 1' angor instable. 

La réalité d'une exposition de FT in vivo par les monocytes au cours de l'angor instable 

n'est pas démontrée et le rôle joué par le FT monocytaire dans 1 'évolution du thrombus 

coronaire reste incertain. Cette activation est sans doute plutôt une conséquence qu'une cause 

de l'angor instable. En effet, il a été démontré que l'activation cellulaire était plus importante 

dans le sinus coronaire que dans la circulation systémique (188). De plus, il n'y a pas 

d'activation systémique importante des monocytes dans l'infarctus du myocarde (191). Une 

participation des monocytes activés à la croissance du thrombus et à l'instabilité de la plaque 

est possible. 

ll-1-3 FT, angioplastie et resténose 

L'angioplastie coronaire est une technique de revascularisation largement utilisée. Ses 

principales complications sont la thrombose secondaire, pouvant entraîner une réocclusion 

aigue, et la resténose, processus évolutif au cours des 6 premiers mois impliquant une 

prolifération néointimale mais surtout un défaut de remodelage vasculaire. La réocclusion 

aigue est liée à la formation d'un thrombus impliquant l'adhésion des plaquettes au 

subendothélium et l'activation de la cascade de la coagulation. 
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De nombreux modèles expérimentaux ont permis d'étudier la formation du thrombus 

secondaire à une agression artérielle mécanique. Chez le lapin ou le rat, la dénudation 

endothéliale sévère ou non, ne provoque pas de dépôt de fibrine (192-193). Mais, une seconde 

dénudation de la néointima formée entraîne un dépôt de fibrine (194). 

Plusieurs éléments établissent une relation entre FT et thrombose postangioplastie. Des 

cellules endothéliales stimulées ou une matrice extracellulaire, exprimant du FT, sont un 

support très efficace de formation d'un thrombus fibrineux et plaquettaire in vitro (195). Chez 

le lapin, l'angioplastie par ballonnet provoque une activation prolongée de la coagulation au 

niveau de l'artère lésée, activation médiée par le FT (196). La thrombogénicité peut être 

abolie par l'utilisation d'un anticorps anti-FT (197). Cette activation de la coagulation est 

également retrouvée dans un modèle porcin d'angioplastie coronaire (198). L'expression du 

FT après angioplastie se produit au niveau des CMLs. En effet, l'angioplastie par ballonnet 

induit chez le rat une expression d' ARNm de FT et une activité FT au niveau de la paroi lésée 

et plus particulièrement des CMLs (74). Cette expression est à la fois rapide (2 heures pour 

l' ARNm) et durable (plus de 48 heures). La réponse initiale à la dénudation est une 

expression rapide de FT par les CMLs de la média. Ce FT est protégé de la circulation par un 

ensemble d'éléments (lame élastique, couche plaquettaire, endothélium régénéré), mais 

lorsqu 'une deuxième agression vasculaire se produit le FT est alors mis en contact avec le 

sang circulant et active la cascade de la coagulation et donc favorise les dépôts de fibrine. De 

plus, l'angioplastie par ballonnet est susceptible d'induire l'exposition de FT au niveau de la 

plaque d'athérome écrasée. 

Il paraît donc possible que le FT JOue un rôle dans les occlusions thrombotiques 

postangioplastie. 

La resténose est le fruit d'une prolifération des CMLs stimulées par des facteurs de 

croissance tels que le PDGF ou le bFGF sécrétés par les plaquettes, les macrophages et les 
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CMLs elles-mêmes (199). Le FT pourrait également jouer un rôle dans le processus de 

resténose. L'expression de FT permet d'activer le FX et de générer de la thrombine. Or, il a 

été démontré que le FX et la thrombine sont des facteurs de prolifération néointimale après 

angioplastie (167,200). De plus, chez l'animal, les inhibiteurs de la voie du FT sont plus 

efficaces dans la prévention de la resténose que les inhibiteurs plus tardifs de la génération de 

thrombine (20 1 ). Le FT possède également des propriétés angiogéniques propres 

indépendantes de son activité procoagulante. TI accentue 1 'activité mitogénique des cellules 

endothéliales par une augmentation de la transcription de facteurs de croissance tels que le 

VEGF et une diminution de la transcription de molécules antiangiogéniques telles que la 

thrombospondine (80). 

Le FT, initiateur principal de la génération de thrombine in vivo, est exprimé à différents 

niveaux et dans différentes circonstances en pathologie coronaire : au niveau de la plaque 

d'athérome, des monocytes circulants au cours de l'angor instable et des CMLs après 

angioplastie. Le FT joue un rôle significatif dans les thromboses après angioplastie associées 

à une rupture spontanée de la plaque. 

11-1-4 FT et apoptose 

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est associée au processus physiologique de 

renouvellement tissulaire mais également à différentes physiopathologies telles que le 

processus inflammatoire et l'athérosclérose. Dans ce second cas, l'apoptose joue un rôle 

primordial en agissant sur les CMLs (202-203), sur les lymphocytes (204-205). 

Physiologiquement, la mise en évidence du FT dans des cellules en croissance ou 

perpétuellement renouvelées suggère que le FT peut être associé au renouvellement cellulaire 

(25, 206-207). Une des voies de régulation de l'activité FT est sa séquestration au sein de la 

membrane cellulaire par un mécanisme encore peu connu mais faisant certainement intervenir 

la composition en phospholipides des membranes cellulaires en particulier en PS (36,208), 
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phospholipide essentiel à l'activité FT (107). Or, l'apoptose est associée à l'altération des 

membranes cellulaires conduisant à l'exposition de PS (209), et pourrait donc, à ce titre, être 

un inducteur de l'activité procoagulante liée au FT. L'association apoptose et FT a été étudiée 

in vitro dans différents types cellulaires. Une étude dans des fibroblastes a démontré une 

réorganisation de l'expression du FT associée à une augmentation de l'activité FT (210). 

Cette observation a également été faite dans des cellules endothéliales préalablement 

stimulées par de l'endotoxine (67,210) et dans une lignée monocytaire (211). Enfin, des 

CMLs vasculaires en apoptose génèrent de la thrombine sans doute par la voie du FT (212). 

In vivo, ces cellules en apoptose se détachent et pourraient constituer de véritables corps 

procoagulants disséminant l'activité procoagulante liée au FT. 

Récemment, il a été démontré que le degré d'apoptose est corrélé au nombre de particules 

membranaires émises par les différents types cellulaires (213). Or, des particules d'origine 

monocytaire et lymphocytaire sont retrouvées en grande quantité dans des plaques 

d'athérosclérose humaines et possèdent une activité procoagulante importante liée au FT 

(214). 

L'association FT et apoptose pourrait donc Jouer un rôle primordial dans la 

thrombogénicité des plaques d'athérosclérose. 

11-1-5 Facteurs responsables de la présence du FT dans les plaques 

athéroscléreuses 

Les facteurs à l'origine de l'expression du FT dans les plaques athéroscléreuses restent 

hypothétiques. Deux hypothèses ont été émises, 1 'une liée aux anomalies du métabolisme 

lipidique, l'autre liée à un processus infectieux. 
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Les plaques athéroscléreuses contiennent de grandes quantités de lipides et sont également 

riches en cellules spumeuses d'origine macrophagique. Après induction par du cholestérol 

libre ou des LDL oxydées, ces cellules sont capables d'exprimer du FT. 

L'implication des infections virales (virus de l'herpes simplex 1 ou cytomégalovirus) ou 

bactériennes (Chlamydia, Helicobacter) dans 1 'évolution des plaques athéroscléreuses est 

suggérée depuis une vingtaine d'années (215). 

La présence du cytomégalovirus a été mise en évidence dans des vaisseaux athéromateux 

humains (216), et dans des pièces d'endartérectomie (217). Le cytomégalovirus favorise la 

prolifération cellulaire en bloquant le processus d'apoptose (218) et pourrait donc intervenir 

dans la resténose post-angioplastie (219). Le cytomégalovirus latent est essentiellement mis 

en réserve dans les monocytes/macrophages (220). In vitro, il devient actif lorsque les 

monocytes/macrophages entrent en contact avec les cellules endothéliales, ou les CMLs, ou 

après stimulation par des LDL oxydées (221 ). Les infections à cytomégalovirus provoquent 

une augmentation de la thrombogénicité des cellules endothéliales (222), et activent le facteur 

de transcription NF-KB qui stimule de nombreux gènes à réponse précoce et en particulier le 

FT (223). 

Une souche de Chlamydia, dont la paroi est proche de celle des bactéries gram négatif, a 

été détectée dans des plaques d'athérectomie humaine (224). Elle a également été isolée de 

pièces d' endartérectomie (217). 

Ces données suggèrent qu'un facteur infectieux pourrait être un facteur aggravant dans les 

processus d'athérosclérose et de resténose (225). La connaissance des mécanismes infectieux 

est importante pour le développement de stratégies thérapeutiques des maladies vasculaires. 
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II-2 Coagulation Intravasculaire Disséminée (CIVD) 

Les manifestations du choc septique après infection s'accompagnent notamment d'un état 

d'hypotension et d'une coagulation vasculaire disséminée (CIVD). L'activation de la 

coagulation sanguine conduit à la génération et aux dépôts de fibrine et à la formation de 

thromboses microvasculaires. Ces atteintes peuvent se compliquer d'une dysfonction de 

plusieurs organes appelée syndrome de défaillance multiviscérale. 

L'importance de l'expression du FT monocytaire dans l'activation de la coagulation ou du 

choc septique a été progressivement démontrée par des études expérimentales et cliniques. 

C'est d'ailleurs l'étude de la CIVD induite par l'endotoxine qui est la mieux documentée 

quant au rôle essentiel du FT. 

Les mécanismes physiopathologiques du choc septique sont complexes. La production par 

les monocytes activés de deux cytokines, l'IL-l et le TNFa. jouent un rôle capital dans la 

CIVD. Ces deux médiateurs sont capables d'induire eux-mêmes la synthèse de FT par les 

monocytes et par les cellules endothéliales. De même, 1' endotoxine est le meilleur inducteur 

de 1' expression de FT par ces cellules. 

L'injection chez le lapin de leucocytes exprimant du FT entraîne une CIVD (226). Des 

animaux résistants à l'endotoxine montrent une réduction significative de la production de FT 

par les monocytes après injection d'endotoxine (227). Les cellules mononucléées jouent donc 

un rôle clé dans la CIVD induite par l'endotoxine. 

Les mécanismes conduisant à la génération de FT in vivo ne sont pas totalement établis. 

Semeraro et al. ne montrent pas d'expression d' ARNm de FT par les monocytes de rat (228), 

tandis que d'autres études le démontrent chez ces animaux (229-230). L'expression de FT 

n'est pas retrouvée dans les cellules endothéliales (229-230). De même, l'injection 

d'endotoxine chez le lapin conduit à une augmentation de l'activité procoagulante des cellules 

mononucléées de diverses origines (sang, rate, et moelle osseuse) et de l'endothélium aortique 
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(231-233). Chez la souris, l'injection d'endotoxine conduit à une augmentation de l' ARNm 

du FT dans les cellules alvéolaires, les cellules épithéliales mais pas dans les cellules 

endothéliales (234). Chez le babouin, l'injection d'Escherichia coli induit la formation de 

dépôts de fibrine. Le FT est également exprimé au niveau des cellules endothéliales de la rate, 

des cellules épithéliales et glomérulaires (235). 

L'ensemble de ces données démontre que l'expression de FT en réponse à l'endotoxine ou 

aux bactéries Gram négatif est augmentée dans la circulation sanguine ainsi que dans des 

organes cibles essentiels mais ne détermine pas de façon certaine le rôle relatif de chaque type 

cellulaire dans la progression de la CIVD. 

Dans différents modèles animaux, la prévention de l'état d 'hypercoagulabilité et la 

prévention de la mortalité causée par l'endotoxémie ont été rendues possibles par l'utilisation 

d'anticorps anti-FT ou anti-FVIIIFVlla, ou par le traitement avec du TFPI. 

Chez le lapin, l'injection d'anticorps anti-FT diminue la CIVD induite par l'injection 

d'endotoxine ou l'injection de FT mais ne prévient ni le choc ni le décès. L'inhibition de la 

coagulation à des stades plus tardifs entraîne les mêmes effets (236-237). Par contre dans un 

modèle de sepsis expérimental chez le primate, l'injection d'anticorps anti-FT ou anti-FVIIa 

ou l'injection de TFPI diminue la CIVD et améliore la survie (238). L'avantage de ces 

traitements par anticorps anti-FT est la préservation de la réponse inflammatoire en 

maintenant les taux de TNFa, facteur antibactérien important. 

Après injection d'endotoxine ou de FT à des lapins, les taux de TFPI mesurés sont 

normaux et ne préviennent pas la CIVD alors que de fortes doses injectées de TFPI en sont 

capables (236,239-240). Chez le babouin, de fortes doses de TFPI, administrées dans les 

premières heures suivant l'injection d'une dose létale d'Escherichia coli, atténuent l'activité 

procoagulante et diminuent la mortalité. Une diminution du taux d'IL-6 est observée mais le 

taux de TNFa reste élevé (241 ). 
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D'autres anticoagulants ont été testés pour leur efficacité à prévenir la CIVD. La protéine 

C activée (242) et l'A Till (243) protègent les babouins d'un choc létal à Escherichia coli. 

Cependant, dans ce même modèle, le prétraitement avec un inhibiteur du FXa (DEGR-Xa) 

n'empêche pas la mortalité ce qui suggère l'inefficacité de cet anticoagulant (244). 

Chez l'homme, les cellules mononucléées de sujets atteints de méningococcémie 

expriment une activité FT détectable et d'autant plus importante que l'évolution est grave 

(245). Cette activité FT des monocytes est également retrouvée chez des patients présentant 

une péritonite (246). Le rôle du FT dans l'induction par une faible dose d'endotoxine d'une 

activation de la coagulation a aussi été démontré chez des volontaires sains (247-248). TI n'y a 

pas eu d'essais thérapeutiques chez l'homme utilisant les anticorps anti-FT ou anti-FVII. Les 

essais d'anticorps anti-endotoxine ont été décevants et très controversés (249-250). 

11-3 Modulation pharmacologique de l'expression du FT 

De nombreux travaux ont permis de déterminer les propriétés modulatrices de différents 

agents vis-à-vis de l'expression du FT par les monocytes. 

La plupart des corticoïdes inhibent l'activité FT induite par l'endotoxine, les complexes 

immuns et par les fragments d'activation du complément (251 ). Cependant, la dexaméthasone 

augmente l'effet de l'endotoxine sur l'expression du FT par les monocytes (252). 

La cyclosporine A semble réguler l'expression du FT, mais les données sont divergentes. 

Certaines études montrent un effet biphasique conduisant à une augmentation de l'activité FT 

par les monocytes (46,253), d'autres montrent une inhibition par la cyclosporine A en 

agissant sur les lymphocytes T (254), ou une inhibition directe et indépendante de la présence 

des lymphocytes T (255). 
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Les rétinoïdes inhibent l'expression du FT par les monocytes lorsque l'activité de la 

lipoxygénase est normale (256). Ils réduisent la formation de thrombus à la surface de 

monocytes adhérents dans des conditions normales de flux (257). 

Les agents augmentant le taux d' AMP cyclique intracellulaire, comme la pentoxifylline 

diminuent l'expression fonctionnelle du FT par les monocytes en diminuant la transcription 

du gène (258). Les inhibiteurs des protéines kinases diminuent aussi 1 'expression du FT (259). 

L'aspirine peut inhiber 1 'activation transcriptionnelle du FT dans les monocytes humains 

stimulés (260-261), alors que d'autres anti-inflammatoires n'ont aucun effet (260). Cette 

inhibition se situe au niveau de la translocation des protéines de la famille NFKB/c-Rel devant 

se fixer au site de liaison NFKB du gène du FT. 

L'Iloprost® inhibe l'expression du FT (262). La desmopressine, quant à elle, augmente 

1' expression de FT dans la matrice extracellulaire synthétisée par des cellules endothéliales 

humaines in vitro et favorise donc l'adhésion plaquettaire (263). 

Les vastatines, agents hypolipémiants, inhibent in vitro l'expression de FT dans les 

macrophages humains et les monocytes adhérents par un mécanisme impliquant l'induction 

du gène du FT (264). 

Certains antioxydants comme le curcumin ou le glutathion (par l'intermédiaire de son 

précurseur la N-acétyl cystéine) inhibent l'expression de FT par un mécanisme d'action 

différent. Le curcumin intervient au niveau de la transcription du gène du FT (265), alors que 

la N-acétyl cystéine agit au niveau posttranscriptionnel (266). 

ill IMPLICATION DU FT DANS D'AUTRES PATHOLOGIES 

ill-1 Pathologie cancéreuse 

Le cancer est connu pour être associé à des manifestations thrombotiques conduisant à 

1' activation de la coagulation et au dépôt de fibrine localisé aux sites tumoraux. La pathogénie 
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de cette hypercoagulabilité est complexe, mais l'expression du FT par les cellules malignes et 

les cellules de l'hôte y joue probablement un rôle. Les cellules tumorales intactes et les 

vésicules émises par ces cellules expriment une activité procoagulante ce qui favoriserait la 

dissémination systémique de la coagulation (267-268). Dans certaines tumeurs solides, les 

cellules malignes expriment également du FT (269). Les cellules hôtes, telles que les 

monocytes ou les cellules endothéliales, peuvent aussi exprimer du FT en réponse à la 

stimulation par les cellules tumorales (270). 

Le FT exprimé par les cellules de l'hôte pourrait jouer un rôle important dans l'activation 

de la coagulation et la survenue de thromboses au cours du cancer (271). 

ill-2 Autres pathologies 

En pathologie autoimmune de type lupus erythémateux disséminé, l'expression 

monocytaire du FT est augmentée (272-273). 

L'augmentation d'expression du FT par les monocytes sanguins est également retrouvée 

dans différentes pathologies inflammatoires telles que la Fièvre Familiale Méditerranéenne 

(274), la maladie de Crohn (275) ou après chirurgie générale (276), chirurgie orthopédique 

(277) ou cancéreuse (278). 

Pour être actif, le FT doit être présent au sein d'une micelle lipidique au niveau des 

membranes cellulaires. L'expression du FT peut donc être modifiée en pathologie du 

métabolisme lipidique. In vitro, les VLDL, les IDL, les HDL favorisent l'augmentation de 

l'activité procoagulante des monocytes (279). Les LDL oxydées entraînent également une 

augmentation de l'expression de FT des monocytes (53), des macrophages (26,52) et des 

cellules endothéliales (280). In vivo, des modifications diététiques par un enrichissement en 

acides gras saturés diminuent l'expression du FT par les monocytes (281). 
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Le FT semble également jouer un rôle important dans les complications vasculaires liées 

au diabète. Chez des patients diabétiques déséquilibrés, les monocytes circulants possèdent 

une activité procoagulante élevée (282). Chez des patients non insulino-dépendants, les taux 

de FVIIa sont très importants suggérant une activation de la coagulation par l'intermédiaire 

du FT (283). Chez les patients insulino-dépendants, les monocytes expriment une forte 

activité FT (284). 

Au total, ces dernières années, de nombreuses études ont porté sur l'expression du FT par 

les monocytes sanguins dans différentes pathologies. Elles confirment l'existence de 

modifications de cette expression pouvant intervenir dans l'initiation de la coagulation et 

conduire à la formation de fibrine. 

Nous avons mené un travail expérimental qui visait à reproduire différentes situations en 

pathologie vasculaire où le FT est potentiellement impliqué. Le modèle expérimental choisi a 

été le lapin, avec ou sans induction d'une athérosclérose. Ce modèle nous a permis de suivre 

la modulation de l'expression du FT par différents agents potentiellement modulateurs. Notre 

attention s'est ensuite concentrée sur des drogues déjà utilisées en pathologie vasculaire sur 

des bases physiologiques qui n'avaient à priori pas de relation avec la régulation de 

l'hémostase en émettant l'hypothèse que certains agents utilisés en pathologie 

cardiovasculaire pouvaient moduler la voie du FT. 
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2ème PARTIE: 

Matériels et Méthodes 

48 



1 INTRODUCTION 

Les études in vivo permettent de comparer et d'adapter chez i'homme des résultats obtenus 

chez 1 'animai. EUes suscitent donc un intérêt ciinique et thérapeutique. Cependant le choix 

d'un animai dépend de nombreux facteurs tels que la pertinence du modèle, la faisabilité 

technique du protocole, et son coût. 

Le modèle choisi est le lapin mâle New Zeaiand (Charles River, France) de poids moyen 3 

à 3,5 kg. Le lapin a de nombreux avantages en tant que modèle animai: il est peu onéreux; 

les prélèvements sanguins sont facilement réalisables (accès facile à une artère et volume 

sanguin suffisant (13ü ml environ); les vaisseaux du lapin sont de taiHe suffisante pour 

réaliser facilement les dénudations endothéliales et les techniques d'angioplastie et 

fournissent assez de matériel pour nos études histologiques. 

Peu de travaux ayant été publiés en ce qui concerne l'hémostase du lapin, nous avons tout 

d'abord réalisé ia mesure des paramètres de cytologie et de coagulation. Ceci nous a permis 

d'obtenir des données de base précises sur l'hématologie du lapin et d'établir des normes chez 

cette espèce. Les prélèvements sanguins ont été réalisés sur des lapins normaux en bonne 

santé avant toute intervention expérimentale. 

Nous avons ensuite testé l'effet du basic Fibrobiast Growth Factor (bFGF) et de la L­

arginine sur un modèle de lésion associée à un régime hyperchoiestéroiémique chez ie lapin. 

En effet, ii a été démontré pour chacun de ces produits un effet bénéfique sur les 

complications de i'athérosciérose, mais leur mécanisme d'action est encore mai connu et est 

peut-être pius complexe que celui qui avait été envisagé initialement. 

I-i La L-arginine 

Le monoxyde d'azote (Nû) est un important facteur de régulation vasculaire à travers ces 

propriétés vasodilatatrices (285), antiathérogéniques (286) et antithrombotiques. Le 
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mécanisme suggéré de l'action antithrombotique du Nü est une inhibition de l'adhésion et de 

l'agrégation plaquettaire (287). De plus, il module la prolifération et la migration des CMLs 

(288). Le NO limite l'activation des cellules endothéliales (289-290). Il module in vitro 

l'expression de la protéine d'adhésion MCP-1 en diminuant la fixation du facteur de 

transcription NF-Kb (291}, facteur qui intervient également dans la régulation du gène du FT 

(9). 

L'hypercholestérolémie diminue les taux de NO (292). Cependant un traitement à la L­

arginine, qui est le précurseur du NO, limite la progression de l'athérosclérose (286,293), 

restaure la vasodilatation dépendante de l'endothélium (294-295) et limite la prolifération des 

CMLs dans l'intima après angioplastie (295-296). De plus, la L-arginine diminue l'adhésion 

des monocytes sur l'endothélium en inhibant la transcription des molécules d'adhésion 

(VCAM-1, ICAM-1, MCP-1) (297). 

Nous avons utilisé un modèle de lésion bilatérale associé à un régime enrichi en cholestérol 

chez le lapin afin de déterminer l'effet du contact entre une plaque rompue après angioplastie 

et le sang circulant sur i' expression de FT. Dans ce modèle, nous avons étudier 1' effet de la L­

arginine sur l'expression de FT par les monocytes sanguins. 

1-2 Le bFGF 

Ii semble que les facteurs de croissance soient des agents thérapeutiques potentiels dans le 

traitement des complications ischémiques survenant au cours du processus d'athérosclérose. 

lis induisent la prolifération et la migration des cellules endothéliales et jouent un rôle 

important dans le processus d'angiogénèse en réponse à l'ischémie. Ils participent également 

à la restauration de l'endothélium après traumatisme (298). 

In vitro et in vivo, le bFGF peut stimuler la prolifération, les changements morphologiques 

et la migration des CMLs et des cellules endothéliales (299-300). Ii participe à la 

réendothélialisation fonctionneBe du vaisseau après agression par baBonnet ou après 
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induction de l'athérosclérose (3üi-302). Cependant, ies effets de l'administration de bFGF ne 

sont pas totalement connus. De nombreux gènes peuvent être activés par des facteurs de 

croissance en particulier le gène du FT par l'intermédiaire du site de fixation SRR (Serum 

Responsive Region) présent au sein du promoteur (figure 9) (9). En effet, il a été démontré 

une augmentation du taux d' ARNm de FT dans des fibroblastes humains et des CMLs de rat 

stimulés par certains facteurs de croissance (PDGF, FGF, TGF-f3 et EGF) (29, 156,303-304). 

Le but de notre étude a été de déterminer, dans un modèle de lapin 

hypercholestérolémique, si le bFGF injecté in vivo pouvait augmenter l'expression de FT 

dans les monocytes sanguins et dans la paroi vasculaire. 

Enfin, nous avons étudié l'effet à moyen terme de l'injection d'une faible dose 

d'endotoxine chez le lapin afin de déterminer les effets à distance d'une infection bactérienne 

non létale. 

ll TECHNIQUES D' ÀNÀLYSE 

Chaque animai est placé dans une cage individuelie et reçoit de l'eau ainsi que de la 

nourriture standard aà iibitum sauf dans le cadre de protocoles particuliers. La température 

ambiante est comprise entre 15 et 20°C. Une alternance jourinuit de 12 heures est assurée. Les 

animaux, sous surveillance régulière, étaient en bonne condition physique, ne montraient 

aucune maladie particulière et ne présentaient pas de perte de poids. Les lapins se sont 

habitués à leur environnement avant toute expérimentation. 

Ces études ont respecté les recommandations internationales concernant les animaux 

d'expérimentation. 
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il-l Prélèvemenis sanguins 

Les animaux sont prélevés de façon stérile sur tubes de verre siliconés (Vacutainer, Becton 

Dickinson) par ponction artérielle au niveau de l'oreille, préalablement rasée et désinfectée à 

la bétadine (Asta Medica). De la xylocaïne 5% (nébuliseur,Astra) est pulvérisée au niveau de 

1' artère ce qui provoque une hyperémie et donc facilite les prélèvements. Pour minimiser le 

traumatisme de l'oreille, ces prélèvements ont été effectués alternativement entre les deux 

oreilles. Tous les prélèvements ont été pratiqués dans la matinée. 

• 5 mi de sang sont prélevés sur héparinate de lithium (143 unités USP) afin de 

réaliser l'isolement des cellules mononucléées. 

• 2 ml de sang sont prélevés sur citrate trisodique (1/lü volume de citrate trisodique 

3,8%) pour l'étude de la coagulation sur plasma pauvre en plaquettes après 

centrifugation 15 minutes à 15üüg à +4°C. Les échantillons de plasma (5ÜÜJ..ll) sont 

ensuite congelés à -8û°C en attendant la réalisation des dosages. 

• 1 ml de sang sont prélevés sur EDTA pour l'analyse hématologique à i'aide d'un 

compteur Couiter MAXM. La numération sanguine est vérifiée par comptage en 

Cellule de Malassez. La formule est réalisée sur frottis coloré au May Grunwald 

Giemsa (MGG). Chaque comptage est effectué par trois personnes n'ayant pas pris 

connaissance du traitement alloué. 

ll-2 ïsolement des cellules mononucïéées 

L'isolement des cellules mononucléées a été réalisé selon la méthode de Boyum. Au 

préalable, tous les réactifs, stériles et apyrogènes, sont remis à température ambiante. Les 

manipulations se font sous hotte à flux laminaire verticaL 

Le sang hépariné est mélangé à une solution de RPMI 164ü additionnée d'HEPES (Gibco) 

de fàçon à obtenir un rapport de 1 pour 2 (viv), puis déposé délicatement sur une solution de 
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diatrizoate de sodium-Ficoll (milieu de séparation des lymphocytes, MSL, d=1,077 ± 0,0001, 

Eurobio) dans un tube de polypropylène (type 2001 Falcon, Becton Dickinson) avec un 

rapport de 3/2 (vol. sang dilué en RPMI/vol. Ficoll). 

Les tubes sont ensuite centrifugés à température ambiante, à 400g, pendant 40 minutes. 

L'anneau de cellules mononucléées est récupéré à l'interface MSL/RPMI 1640. Les cellules 

sont lavées deux fois dans du RPMI auquel a été ajouté de la L-Glutamine (29,2 mg/ml, 

Gibco ), par centrifugation 10 minutes, à 400g, à température ambiante. Les cellules sont alors 

comptées en Cellule de Malassez pour permettre d'ajuster la concentration cellulaire à 3 x 106 

cellules/ml de RPMI additionné de L-Glutamine mais sans sérum de veau foetal. Le 

rendement d'isolement des cellules était en moyenne de 19 ± 1% (8-48%). 

Les suspensions cellulaires sont réparties dans des tubes de polypropylène (type 2063 Falcon-

12x75 mm) à raison de 500 fll par tube soit 1,5x 106 cellules par tube. Une partie des cellules 

fraichement isolées est directement congelée à -80°C avant la mise en culture et vont 

correspondre aux cellules non incubées (NI). Les autres échantillons de préparations 

cellulaires sont cultivés pendant 16 heures à 37°C sous atmosphère humide à 5% de C02, sans 

(cellules 1) ou avec stimulation par l'endotoxine (E coli 055:B55, Sigma) à raison de 1flg/ml 

soit 5000 EU/ml (cellules I+E). 

La viabilité cellulaire est supérieure à 98% (test au bleu Trypan, RAL, France). 

A la fin de la période d'incubation, les cellules mononucléées sont remises en suspension puis 

immédiatement congelées à -80°C. 

11-3 Préparation des étalements cellulaires 

Après la période d'incubation, une partie des suspensions cellulaires (1, I+E) est ajustée à 

7,5x105 cellules/ml par dilution dans de l'eau physiologique. Les lames sont préparées par 

dépôt de 100 fll de suspension cellulaire soit 7,5x104 cellules/ml dans les puits d'une 
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cytocentrifugeuse (700 tours/minute pendant 3 minutes). Les lames sont ensuite séchées à 

l'air libre 24 heures avant d'être emballées dans du papier aluminium et congelées à -20°C. 

Un contrôle de qualité de la suspension cellulaire (proportion et morphologie des cellules) est 

réalisé sur une lame colorée au MGG. Les suspensions cellulaires sont constituées en 

moyenne de 70% de lymphocytes et de 12% de monocytes. La contamination granulocytaire 

est de 18%. 

11-4 Méthodes fonctionnelles du dosage du FT 

11-4-1 Techniques de lyse cellulaire 

Après décongélation, la destruction des membranes cellulaires est poursuivie par addition 

d'un tampon de lyse. Carson a récemment démontré que l'activité FT de cellules lysées 

variait en fonction du détergent utilisé et en fonction de sa concentration (305). La 

comparaison a donc été faite entre deux méthodes : 

soit addition de 60 111 d'un tampon de lyse constitué de 0,05 M Tris/HCl ; 0,1 M 

NaCl; 0,1% Triton X100; 0,1% SAB pendant 30 minutes à 37°C associée à une série de 

mélanges vigoureux au Vortex ; 

soit, addition de 15 J.l.l deN octyl f3 D glucopyranoside ou NOG (Sigma) à 16 mM en 

tampon Hépès Saline (Na Cl 0,911000 tamponné avec hépès 25 mM) pour 100 111 de 

suspension cellulaire. Après un mélange vigoureux au Vortex, la suspension est placée à 3 7°C 

pendant 15 minutes puis placée dans la glace avant d'effectuer rapidement la mesure du FT. 

Ces deux techniques de lyse donnent des résultats similaires. Cependant, notre choix s'est 

porté sur le NOG qui donne globalement une meilleure réponse que le Triton (305). 
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11-4-2 Méthode amidolytigue 

La technique utilisée est dérivée des méthodes de Carson puis de Surprenant que nous 

avons adaptées à nos suspensions cellulaires.(306-307) 

11-4-2-1 Principe 

Le principe du dosage du FT par cette technique est une mesure de la génération de facteur 

X activé en présence de FT, de facteur VII et de facteur X. Le dosage est réalisé par 

colorimétrie en utilisant un substrat chromogène spécifique du facteur X activé. Si dans le 

milieu de dosage, les autres facteurs nécessaires à la génération de Xa sont en excès, la vitesse 

de génération de facteur Xa est dépendante de la concentration en FT, le FT étant le facteur 

limitant de la réaction. 

11-4-2-2 Choix des facteurs VII et X 

Le choix des facteurs VII et X a été à l'origine d'une comparaison entre deux sources 

différentes de ces facteurs : 

1) le PPSB (Laboratoire de Fractionnement et des Biotechnologies, France) ne contient pas de 

phospholipides mais est composé de : 

+ facteur II : 30 à 45 UI/ml 

+ facteur VII : 20 à 3 5 UI/ml 

+ facteur IX : 25 UI/ml 

+ facteur X : 30 à 50 UI/ml 

dilué de façon à mettre en excès les facteurs VII et X soit compris entre 3 et 6 UI/ml. 

2) Les facteurs VII et X purifiés (Stago) dilués au quart pour obtenir une concentration de 50 

nM et 450 nM respectivement. 

La source de facteurs VII et X retenue est le PPSB car l'évaluation de l'activité Xa est très 

semblable dans les deux cas. De plus, ce choix a été fait pour des raisons fortement 

économiques. 
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L'étalonnage a été réalisé à partir de thromboplastine de cerveau de lapin disponible 

commercialement (Cl+, Stago ). 

Le substrat chromogène utilisé est le S 2765 (Chromogenix), reconstitué dans de l'eau 

distillée pour obtenir une concentration finale de 500 J.lg/ml dans le milieu réactionnel. 

La lecture a été faite par une mesure de densité optique (DO) à 405 nm sur Twin Reader 

(Flow), qui enregistre la cinétique de la réaction par une mesure de variations de DO (mO) 

durant 6 secondes toutes les minutes. 

11-4-2-3 Procédure 

Les tests sont réalisés de la façon suivante : 50 J.ll de thromboplastine diluée ou de lysat 

cellulaire à tester sont incubés dans une microplaque pendant 2 minutes, puis sont mélangés 

avec 50 J.ll de CaCh 0,25 M (3 minutes d'incubation), et mélangés enfin avec 50 J.ll de PPSB 

dilué au quart (incubation 3 minutes). Après addition de 50 fll du substrat chromogène S 

2765, la lecture de mO/min (variation de DO par minute) est réalisée aux temps TO, T+ 1, 

T+2 et T+3 minutes. 

Arbitrairement, la valeur de 1000 U de FT a été attribuée à 1 ml de thromboplastine de lapin 

pure. 

Des dilutions en tampon Owren de la thromboplastine de lapin a permis d'obtenir une courbe 

d'étalonnage comportant en abscisse, en coordonnées bilogarithmiques, les dilutions de 

thromboplastine (de 1 à 10-5
) et en ordonnée les mo. La courbe obtenue est linéaire avec une 

pente constante pour les dilutions du 1/10 au 1/1000 (1 000 à 10 mU de FT) définissant la 

zone de linéarité de la technique. La lecture à TO a permis de détecter une activité Xa 

importante des suspensions cellulaires et a permis la lecture de la gamme d'étalonnage. 

T+3min a fourni la mO/min maximum des suspensions cellulaires. Les M)O/min observées 

sont ensuite reportées sur la droite d'étalonnage et converties en mU de FT/103 monocytes. 
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Les suspensions cellulaires sont tout d'abord testées pures, puis diluées si la M)O/min excède 

les limites de la linéarité de la technique. 

ll-4-3 Test de neutralisation par un anticorps anti-FT 

Ces tests ont utilisé un anticorps monoclonal de souris anti-FT de lapin (AP-l, don du Pr. 

M.D. Ezekowitz, New Haven , Connecticut, USA). La neutralisation de l'activité FT des 

cellules a été déterminée par un test de coagulation en un temps selon la procédure suivante : 

50 111 d'anticorps dilué au 1/18 dans du tampon Owren est incubé pendant 30 minutes à 37°C 

avec 50 Jll de thromboplastine de lapin ou 50 111 de lysat cellulaire à tester. Après addition de 

50 111 de plasma de lapins normaux (plasma témoin) et de 50 Jll de CaCh 0,25 M 

(déclenchement de la réaction), la lecture du temps de coagulation est réalisée sur un automate 

STA (Stago). Dans ce système, le temps de coagulation du plasma témoin+ tampon Owren 

est de 213 secondes. Le pourcentage de neutralisation est calculé en utilisant 1' activité du FT 

de lapin pur, sans et avec anticorps anti-FT comme 0% (65 secondes) et 100% (213 

secondes). 

Afin de vérifier la spécificité de l'anticorps utilisé, des anticorps monoclonaux et 

polyclonaux anti-FT humains (HTFl de Carson, Ac anti-FT de Morrissey, Ac type 2 

recombinant (Calbiochem), Ac 4508 (American Diagnostica) ont été testés à la fois sur de la 

thromboplastine humaine (thromborel S Behring) et sur de la thromboplastine de lapin. La 

procédure est la même que celle décrite auparavant. Chaque anticorps a été testé à plusieurs 

dilutions sur deux dilutions de thromboplastine qui correspondent respectivement à un temps 

de coagulation de 25 et 35 secondes. Aucun de ces anticorps testés n'avait de spécificité pour 

l'antigène FT de lapin. De même, l'anticorps AP-l ne possède pas de spécificité pour le FT 

humain. 
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11-5 Méthodes immunologigues de détection du FT 

L'immunomarquage monocytaire a été révélé par technique APAAP, technique 

principalement utilisée au Laboratoire. L'immunomarquage tissulaire a été révélé par 

technique ABC peroxydase que nous avons mise au point d'après la méthode utilisée par 

Pawashe et al., équipe ayant purifié l'anticorps anti-FT de lapin que nous utilisons (197). 

11-5-1 Immunocytochimie par technique AP AAP 

Il s'agit d'un immunomarquage indirect du FT réalisé sur des cytocentrifugations, dans 

lequel la révélation utilise le complexe Phosphatase Alcaline, introduite comme enzyme 

d'immunomarquage par Avraméas (1969) et couplé à l' Antiphosphatase Alcaline. Elle se 

déroule en quatre étapes principales: 

1) fixation de l'anticorps monoclonal sur l'antigène à mettre en évidence 

(anticorps primaire). 

2) fixation d'une immunoglobuline biotinylée sur l'anticorps primaire 

(anticorps secondaire dirigé contre 1 'espèce ayant servi à fabriquer 

1' anticorps monoclonal). 

3) fixation du complexe AP AAP 

4) révélation de 1 'activité Phosphatase Alcaline par un substrat chromogène. 

Le matériel utilisé pour cette technique est le coffret AP AAP System Kit Monoclonal 

Universal Mouse (Dako ). 

Pour l'immunomarquage monocytaire, il est nécessaire de pratiquer une étape de saturation 

par du sérum des récepteurs Fe, source de fixations non spécifiques (faux positifs). Pour 

s'assurer de l'absence de coréactivité avec les produits de révélation utilisés, une lame témoin 

est réalisée sans application de l'anticorps primaire. 

Anticorps monoclonaux utilisés 
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Ce sont des anticorps murins d'isotype IgG 1. Ils sont utilisés dilués dans du TBS-Tween + 

10% de sérum de lapin + 1% de sérum de chèvre. 

anticorps anti-FT (AP-l, Pr Ezekowitz) 

anticorps de contrôle: anticorps murin d'isotype IgGl (Mouse IgGl negative 

control, Dako) 

L'anticorps anti-FT est utilisé à la dilution 1/450 soit 1 Jlg/ml car cette dilution nous donne 

un contraste franc entre cellules positives et négatives. L'anticorps de contrôle, n'ayant pas de 

spécificité avec le lapin, est utilisé à la même dilution afin de vérifier la spécificité des 

marquages observés ainsi que l'efficacité de l'inhibition des peroxydases endogènes. Cet 

anticorps est appliqué sur des cellules stimulées et non stimulées. 

11-5-1-1 Réactifs 

Le tampon de lavage et de dilution est le tampon Tris Buffer Saline (TBS) additionné de 

0,02% de Tween 20 à pH 7,2 préparé extemporanément. L'inhibition de l'activité 

peroxydasique endogène est assurée par du lévamisole contenu dans le substrat, le naphtol 

phosphate + Fast Red préparé extemporanément par dilution dans 2 ml de tampon Tris-HCl 

0,1 M à pH 8,2. 

11-5-1-2 Procédure 

L'immunocytochimie des cellules non stimulées et des cellules stimulées d'un même 

animal est réalisée au cours de la même manipulation. Les lames à marquer sont sorties du 

congélateur le jour de la technique et laissées à température ambiante au moins 30 minutes 

dans leur emballage afin d'éviter toute condensation au contact direct des cellules ce qui 

provoquerait une lyse cellulaire. Tout d'abord, les préparations sont fixées afin de préserver la 

morphologie des cellules sans altérer l'antigénicité. La technique de fixation est la suivante : 

les lames sont plongées 2 minutes dans de l'acétone tamponnée à 10% dans du TBS, puis 2 

minutes dans de l'acétone pure, et enfin 2 minutes dans du paraformaldéhyde à 4% à pH 7,4. 
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Après 3 rinçages successifs de 5 minutes dans du tampon TBS-Tween, les lames sont séchées 

à l'air libre 15 minutes. Elles sont ensuite réhydratées dans du tampon TBS-Tween 5 minutes 

puis installées sur un appareil d'incubation en chambre humide (Séquenza, Shandon). Le 

sérum bloquant (100/o sérum de lapin+ 1% sérum de chèvre dans du TBS-Tween) est déposé 

et laissé en contact 30 minutes. Les 4 étapes de l'immunomarquage sont ensuite réalisées 

selon la technique préconisée par le fabricant. Après rinçage et séchage, les lames sont contre­

colorées 3 minutes à l'Hématoxyline de Mayer (Sigma). Après montage d'une lamelle, les 

lames sont lues au microscope optique. 

11-5-1-3 Lecture des lames 

La positivité monocytaire apparaît sous la forme d'une coloration rouge vif du cytoplasme 

accompagnée ou non d'un renforcement membranaire. Seuls les monocytes sont marqués. 

Cette positivité est d'intensité variable selon les cellules sur une même lame et selon les 

animaux au sein d'une même manipulation. On peut ainsi différencier les monocytes négatifs, 

positifs, et fortement positifs. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules 

marquées. 

11-5-2 Immunocytochimie par technique ABC peroxydase 

11-5-2-1 Principe 

Il s'agit d'un immunomarquage indirect du FT réalisé sur des coupes d'artères, dans lequel 

la révélation utilise le complexe A vidine-Biotine couplé à la peroxydase de Raifort. Le 

principe est le même que celui décrit précédemment. 

Le matériel utilisé pour cette technique est le coffret Vectastain Elite ABC peroxydase Kit 

(Vector). 
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L'anticorps anti-FT (AP-l) est utilisé à la dilution 1/300 soit 1,125 J.tg/ml. Cette 

concentration nous donne un contraste net vis-à-vis des zones négatives contrecolorées. La 

dilution de l'anticorps se fait dans du tampon Phosphate Buffer Saline (PBS). 

Le PBS à pH 7,2 est préparé extemporanément. L'inhibition de l'activité peroxydasique 

endogène est assurée par une solution de perhydrol à 0,3%. Le substrat chromogène est 

préparé extemporanément à partir d'un volume égal de perhydrol à 0,03% en eau distillée et 

de D.A.B. (diaminobenzidine tetrachloride) en tampon TRIS 0,1 M. 

ll-5-2-2 Procédure 

Les animaux sont anesthésiés au pentobarbital sodique (30 mg/kg, Sanofi). L'aorte 

abdominale et les artères iliaques sont rapidement isolées et prélevées. Après rinçage dans du 

sérum physiologique, les artères sont placées dans une solution cryoprotectrice de sucrose à 

30% en eau distillée à température ambiante pendant 16 heures. Les vaisseaux sont alors 

enchassés dans du méthyl méthacrylate (OCT, 4583,Tissue-Tek) pour être rapidement 

congelées dans de l'isopentane froid. Les artères sont ensuite conservées à -80°C. Des coupes 

de 6 J.tm sur lames (Superfrost plus) sont réalisées à l'aide d'un cryostat (Reichert Jung) et 

rapidement congelées à -80°C en attendant la réalisation de l'immunomarquage. 

Après décongélation et séchage 10 minutes à l'air libre, les coupes sont plongées dans de 

1 'acétone pendant 10 minutes. Cette étape de fixation permet de préserver la morphologie des 

tissus sans altérer 1 'antigénicité. Après séchage et réhydratation dans du tampon PBS, les 

coupes sont incubées avec du sérum bloquant à 20% (sérum normal de lapin, Dako) pendant 

20 minutes. L'anticorps anti-FT est alors appliqué 1 heure à 37°C. Parallèlement, un contrôle 

négatif sans anticorps primaire est réalisé. Après rinçage dans du PBS, l'anticorps secondaire 

anti-souris biotinylé dilué dans du tampon PBS est appliqué 1 heure à température ambiante. 

Après 3 rinçages successifs de 30 minutes dans du PBS, les coupes sont incubées pendant 1 

heure avec la solution d'avidine-biotine peroxydase. L'activité peroxydasique est révélée par 
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un chromogène constitué de D.A.B. additionné de peroxide d'hydrogène dilué dans du PBS. 

Après rinçage et séchage, les coupes sont contre-colorées 1 minute 30 à l'Hématoxyline de 

Mayer. Après montage d'une lamelle, les lames sont lues au microscope optique. 

La positivité tissulaire apparaît sous la forme d'une coloration brunâtre. 

11-6 Contrôles de stérilité et d'apyrogénicité 

11-6-1 Controles de stérilité 

L'absence de germes a été vérifiée par examen direct sur toutes les suspensions cellulaires, 

et un échantillon de chaque série a été contrôlé par culture en cas de doute à l'examen direct 

sur les premières manipulations. Ces tests ont permis de démontrer que le virage au jaune de 

l'indicateur coloré de pH était un indicateur fiable de contamination. Ultérieurement, les 

cultures dont l'indicateur coloré avait viré ont systématiquement été écartées. 

ll-6-2 Controles d'apyrogénicité 

Ces contrôles ont été réalisés par le test au Limulus Chromogénique (Chromogenix) selon 

un protocole dont la sensibilité est de 0,03 EU/ml. Ces tests ont été réalisés grâce à l'aide du 

Laboratoire de Contrôle de Qualité du Centre Régional de Transfusion de Lille (Dr Benoît 

Flan). 

11-7 Dosages des facteurs plasmatiques 

Les échantillons de plasma, qui étaient conservés à -80°C, ont été utilisés pour doser les 

différents facteurs de la coagulation : facteur II (Fil), facteur V (FV), les facteurs VII+ X 

(FVII+X), le taux de prothrombine (encore appelé temps de Quick), et le taux de fibrinogène 

(Fb ). Le plasma témoin de référence correspond à un mélange de plasmas de lapins normaux. 

Les dilutions s'effectuent dans du tampon Owren Koller. 
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ll-7-1 Dosage du taux de prothrombine 

Le taux de prothrombine (TP) ou temps de Quick mesure globalement l'activité des 

facteurs de la coagulation extrinsèque: F Il, V, VII, et X. ll est déterminé en présence de 

thromboplastine calcique et est exprimé en pourcentage. 

Le dosage est effectué de la manière suivante : 50 J..Ll de plasma témoin ou 50 J..Ll de plasma à 

étudier sont incubés à 3 7°C pendant 2 minutes. Après déclenchement de la réaction par 

addition de 100 J..Ll de thromboplastine de lapin, la lecture du temps de coagulation est réalisée 

sur STA. Les valeurs obtenues sont reportées sur une droite d'étalonnage réalisée à partir de 

dilutions standards du plasma témoin (de pur au 114) correspondant à un pourcentage 

d'activité (pur=100% d'activité, 1/4=25% d'activité). 

ll-7-2 Dosage des facteurs ll, V et Vll+X 

Ce dosage des facteurs du complexe prothrombinique est un test complémentaire du taux 

de prothrombine pour l'exploration de la voie extrinsèque de la coagulation. Il consiste à 

mesurer le temps de coagulation en présence de thromboplastine calcique dans un système où 

tous les facteurs (Fil, FV, FVII+X) sont présents en excès à l'exception du facteur à étudier 

(Fil, FV, ou FVII+ X) qui sera apporté par le plasma à tester. 

En pratique, 50 J..Ll de plasma à étudier (dilué au 1/1 0) sont mélangés à 50 J..Ll de plasma 

déficient en un facteur (Stago ). Après incubation 4 minutes à 3 7°C, la réaction est déclenchée 

par addition de 100 J..Ll de thromboplastine CI+. Le temps de coagulation mesuré est reporté 

sur une droite d'étalonnage tracée à partir de dilutions du plasma témoin (1/10 au 1/40) 

correspondant à un pourcentage d'activité (100% à 25% respectivement). Pour le dosage du 

FV, la courbe d'étalonnage est réalisée à partir de dilutions plus importantes (1/100 au 1/400), 

le plasma à étudier est dilué au 1/100. 
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11-7-3 Dosage du taux de fibrinogène 

Le taux de fibrinogène est mesuré selon la technique de Clauss. En présence d'un excès de 

thrombine, le temps de coagulation d'un plasma dilué dans des proportions adéquates est 

proportionnel au taux de fibrinogène du plasma étudié. 

La détermination quantitative du fibrinogène est réalisée de la façon suivante : 50 J!l de 

plasma humain de référence (Biomérieux) ou 50 J!l de plasma à étudier (dilution au 1/20) sont 

incubés à 37°C pendant 2 minutes. Après déclenchement de la réaction par addition de 50 J!l 

de thrombine calcique (Biomérieux), la lecture du temps de coagulation est réalisée sur STA 

(Stago). Les valeurs obtenues sont reportées sur une droite d'étalonnage réalisée à partir de 

dilutions d'un plasma humain de référence dont le taux de fibrinogène est à 3 g/1. 

11-8 Etudes histologiques 

Après anesthésie des animaux au pentobarbital sodique (30 mg/kg), un cathéter est 

introduit dans l'aorte abdominale. Une solution de fixation au paraformaldéhyde (PFA) à 4% 

dans du PBS est perfusée sous une pression de 110 mm Hg pendant 15 minutes. Cette fixation 

in situ permet de préserver les dimensions naturelles des vaisseaux. Après isolement et 

prélèvement, l'aorte abdominale et les artères iliaques sont maintenues dans du PFA à 4% 

durant 24 heures. Les artères sont ensuite découpées en échantillons de 3 à 5 centimètres pour 

l'étude morphologique. 

Après déshydratation dans l'alcool et le xylène, les échantillons sont enchassés dans de la 

paraffine. Des coupes de 4 J.lm sont déposées sur lames Superfrost Plus. Elles sont ensuite 

déparafinées dans le toluène puis réhydratées dans 1' alcool. Les coupes tissulaires sont alors 

colorées à l'orcéine qui permet de colorer l'élastine. 
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ffi MODELE EXPERIMENTAL 

Le modèle de lésion artérielle peut être décomposé en plusieurs étapes : 

fi-l Lésion unilatérale sans régime 

ffi-1-1 Procédure 

Les lapins sont anesthésiés par injection en intramusculaire d'un mélange de kétamine (0,5 

ml/kg, Imalgène 1000, Biomérieux) et de xylazine (0,25 ml/kg, Rompun, Bayer). 

L'anesthésie est maintenue durant la durée de l'expérimentation par injection de kétamine et 

de xylazine par la veine marginale de l'oreille. Après exposition et artériotomie de l'artère 

fémorale superficielle, une sonde à ballonnet stérile de type Fogarty 3F (Baxter) est introduite 

par voie rétrograde jusqu'au carrefour aorto-iliaque distant de 10 cm. Le ballonnet est ensuite 

gonflé et retiré ce qui désendothélialise une partie de l'aorte abdominale et l'artère iliaque 

complète. Cette opération est répétée 3 fois pour réaliser une dénudation totale. L'artère 

fémorale est ensuite ligaturée et l'animal recousu après instillation locale de 250 mg 

d'amoxicilline (Augmentin, SmithKline Beecham). 

Deux groupes de lapins sont étudiés : 

des lapins avec une unique dénudation iliaque primitive gauche 

un groupe de lapins contrôles. La procédure d'exposition de l'artère fémorale gauche 

est la même mais celle-ci n'est pas désendothélialisée mais immédiatement ligaturée de façon 

proximale et distale, puis 1' animal est recousu. 

Une cinétique de prélèvements sanguins est réalisée sur une durée totale de 28 jours. De plus, 

une évaluation macroscopique de la réendothélialisation est réalisée par technique du bleu 

Evans. L'hyperplasie néointimale est observée sur coupes tissulaires d'artères colorées à 

l'orcéine. 
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ID-1-2 Evaluation de la réendothélialisation par technique du bleu Evans 

Trente minutes avant anesthésie du lapin au pentobarbital sodique (30 mg/kg), 5 ml d'une 

solution de bleu Evans à 1% est injecté par voie veineuse. Après cervicotomie et exposition 

des deux artères carotides primitives, un cathéter est introduit dans chaque artère. Par l'un des 

cathéters est perfusée une solution de serum salé isotonique, l'autre cathéter sert à 

l'exsanguination. Lorsque le liquide sortant est clair, une laparotomie médiane est réalisée 

afin de prélever l'aorte abdominale ainsi que les deux artères iliaques. L'ensemble est 

soigneusement débarrassé des tissus péri-adventiciels avant d'être positionné et ouvert de 

façon longitudinale. Les zones réendothélialisées sont définies comme étant celles qui ne 

fixent pas le bleu Evans. 

ID-2 Lésion bilatérale sans régime 

La procédure est la même que pour la lésion unilatérale. La différence dans ce groupe de 

lapins correspond à la dénudation des iliaques gauche et droite simultanément. Une cinétique 

de prélèvements sanguins est également réalisée sur une durée totale de 28 jours. 

ID-3 Induction d'une lésion par régime enrichi en cholestérol 

ID-3-1 Procédure 

Chez 1 'éleveur, 6 lapins sont placés sous régime athérogène à 2% de cholestérol durant 6 

semaines. Deux cents grammes de nourriture enrichie étaient attribués par jour et par lapin 

(Charles River, France). Deux jours après l'arrivée des lapins hypercholestérolémiques au 

laboratoire, les prélèvements sanguins sont réalisés. 

66 



ID-3-2 Dosage des lipides totaux 

Le cholestérol et les triglycérides totaux ont été mesurés par une technique enzymatique 

utilisant respectivement la cholestérol estérase + la cholestérol oxydase et la glycérol-3-

phosphate oxydase (kit Boehringer) adaptée sur un automate Hitachi 747 (Japon). 

Les dosages des lipides totaux, contrairement aux autres dosages plasmatiques, sont 

réalisés sur plasma frais. 

ill-4 Lésion bilatérale et régime enrichi en cholestérol 

ID-4-1 Procédure 

Une dénudation des deux iliaques et de l'aorte abdominale est tout d'abord réalisée selon le 

protocole décrit précédemment. Les animaux sont anesthésiés par voie veineuse avec de 

l'éthyl carbamate (1 g/kg). Les lapins sont ensuite placés sous régime hypercholestérolémique 

à 2% de cholestérol pendant 6 semaines afin d'induire une athérosclérose iliaque bilatérale. 

Afin de confirmer l'existence d'une lésion au niveau des iliaques, une artériographie est 

pratiquée. 

Les lapins ont été prélevés 3 semaines après la dénudation artérielle et la mise sous régime 

athérogène, et juste avant 1 'artériographie à 6 semaines. 

ID-4-2 Artériographie 

Les lapins sont anesthésiés à l'éthyl carbamate (1 glkg). Après cervicotomie et exposition 

de l'artère carotide droite, un désilet 5F est introduit jusqu'au niveau du diaphragme c'est à 

dire à la jonction aorte thoracique-aorte abdominale. Trois minutes après l'injection intra­

artérielle de 200 tJ.g de dinitrate d'isosorbide, une artériographie iliaque est réalisée par 

injection manuelle de 3 ml de produit de contraste iodé (amidotrizoates de sodium et de 

méglumine, environ 1 ml/seconde) par un cathéter placé juste au dessus de la bifurcation 

iliaque (figure 12). 
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A 8 

c 
Figure 12 : Angiogrammes des artères iliaques avant (A) et 

immédiatement après (B) angioplastie. 
La sténose qui a été dilatée est indiquée par les flèches. 

Après angioplastie, la sténose est significativement diminuée. 
C : Coupe histologique d'une artère iliaque après angioplastie 

colorée à l'orcéine Van-Gieson. 
La flèche indique une dissection intimale. La lumière (L), l'intima (I), la limitante élastique 

externe (LEE), la média (M) et la limitante élastique interne (LEI) sont indiqués. X38 
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ill-5 Effet de l'angioplastie 

ill-5-1 Procédure 

Suite à l'artériographie à 6 semaines, une angioplastie iliaque est réalisée. Après cette 

opération, les lapins sont encore laissés 4 semaines sous régime hypercholestérolémique. 

ill-5-2 Angioplastie 

Après injection d'héparine (100 UI!kg) une angioplastie iliaque est pratiquée lorsqu'une 

sténose est présente. La sténose est franchie à l'aide d'un guide, puis un ballon d'angioplastie 

de 2,5 mm de diamètre (Bard) est introduit par le désilet. Le ballon est gonflé à 6 atmosphères 

pendant une minute au site de la sténose. Cette manœuvre est répétée à trois reprises. 

L'artériographie est renouvelée 5 minutes après la dernière inflation, 3 minutes après 

injection de 200 !J.g dinitrate d'isosorbide. Le désilet est ensuite retiré, la carotide ligaturée et 

l'incision suturée. Les lapins reçoivent ensuite 50 mg/kg d'amoxicilline en intramusculaire. 

Le succès de l'angioplastie est défini par une diminution du pourcentage de sténose 2 20% 

(Figure 12). 

ill-6 Modulation pharmacologique 

ill-6-1 Effet de la L-arginine 

ill-6-1-1 Procédure 

Dans le modèle de double lésion (dénudation bilatérale des iliaques, régime et 

angioplastie), les lapins sont laissés 4 semaines sous régime hypercholestérolémique et ont été 

séparés en deux groupes, 1 'un recevant de la L-arginine hydrochloride dans 1' eau de boisson 

(Sigma), l'autre groupe ne recevant pas de traitement. 

La dose de L-arginine (2,25% dans l'eau de boisson) a été choisie à partir de travaux 

antérieurs démontrant que cette dose est bien tolérée par les animaux et qu'elle conduit à une 

augmentation plasmatique significative du taux d'arginine par rapport aux animaux sans 

traitement (286). 
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Les lapins ont été prélevés 4 semaines après angioplastie. 

ill-6-1-2 Dosage de la L-arginine 

Le taux de L-arginine est déterminé sur du plasma obtenu à partir de sang recueilli sur 

héparinate de lithium centrifugé à 1500g à +4°C pendant 15 minutes. Ce plasma frais est 

ensuite déprotéinisé avec de l'acide sulfosalicylique à 10%. Le dosage est ensuite effectué à 

l'aide d'un analyseur automatique d'acides aminés (modèle LC 300, Biotronic Instrument). 

ffi-6-2 Effet du bFGF 

Les lapins, préalablement placés sous régime hypercholestérolémique pendant 6 semaines 

et sans aucune agression par ballonnet, reçoivent 2 fois par semaine, par injection 

intraveineuse, du bFGF recombinant humain (2,5 J.lg de bFGF dans 1 ml de serum albumine 

de lapin à 0,5%, Sigma), ceci durant 3 semaines. 

Parallèlement, un groupe de 6 lapins non hypercholestérolémiques sont traités de la même 

façon au bFGF. Le protocole employé est le même que celui cité précédemment. 

Tous les animaux sont ensuite prélevés avant d'être sacrifiés. Parallèlement, une étude 

immunologique de détection du FT est réalisée sur coupes d'artères. 
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Figure 12 bis : Coupes histologiques d'artères après 6 semaines de régime enrichi en 
cholestérol (A) ou après double lésion associée à un régime enrichi en cholestérol (B). 
La flèche indique la limitante élastique interne. Média (M), néointima (NI). Coloration à 

l' orcéine Van-Gieson. 

B 
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ill-7 Effet de l'endotoxine 

L'endotoxine (Escherischia coli 055:B5, Sigma) est injectée par la veine marginale de 

l'oreille à la dose de 0,5 mg/kg dans 3 ml de serum salé isotonique. Cette dose d'endotoxine a 

été choisie parce qu'elle induit un choc endotoxinique tout en permettant une survie suffisante 

des animaux pour réaliser une étude à moyen terme des effets de l'endotoxine. Tous les lapins 

ont été placés sous observation pendant les quatre premières heures de leur choc (aspect 

clinique et fréquence respiratoire). A 4 heures, un prélèvement sanguin a permis d'évaluer 

l'équilibre acido-basique (pH, PC02, P02, bicarbonates). Le poids des animaux a été relevé 

régulièrement. Une cinétique de prélèvements sanguins, de 1 heure à 21 jours après 

l'injection, a été réalisée sur les animaux survivants. 

IV ANALYSE STATISTIQUE 

Le nombre d'animaux dans chaque groupe est indiqué par « n ». Les résultats sont 

exprimés par leur moyenne ± l'écart standard à la moyenne (ESM). Les données sont 

analysées par un test non paramétrique de Kruskal Wallis (pour 3 groupes) ou du test de 

Mann-Whitney (2 groupes). La différence entre les moyennes était significative quand 

p<O,OS. 
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3ème PARTIE: 

Résultats et discussions 
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L'expression de FT a été étudiée sur l'ensemble des échantillons. L'activité FT n'est pas 

détectable dans les cellules non incubées (NI). L'activité FT a été mise en évidence dans des 

cellules mononucléées mises en culture pendant 16 heures. La technique de neutralisation à 

l'aide d'un anticorps anti-FT confirme que l'activité mesurée correspond à l'activité FT dans 

tous les cas. 

1 LAPINS TEMOINS 

1-1 Résultats 

L'ensemble des résultats présentés a été obtenu à partir de prélèvements effectués sur 60 

lapins. 

1-1-1 Paramètres cytologiques 

Les paramètres cytologiques ont été dosés à l'aide d'un compteur. 

Leucocytes Erythrocytes Hémoglobine Hématocrite Plaquettes 

10'.1/1 1 on Il g/dl % 10'.1/1 

7,5 ± 0,3 6,3 ± 0,1 13 ± 0,1 39 ± 0,4 447 ± 16 

1-1-2 Formule leucocytaire 

La formule a été lue sur frottis par trois personnes différentes. 

Neutrophiles Eosinophiles Basophiles Lymphocytes Monocytes 

109/1 109/1 109/1 109/1 109/1 

3,1 ± 0,2 0,02 ± 0,007 0,2 ± 0,02 3,9 ±0,2 0,3 ± 0,04 

Chez le lapin, les cellules classées comme neutrophiles sont dites pseudo éosinophiles, 

amphophiles ou hétérophiles. En effet, les granules sont arrondies et de taille assez uniforme 
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mats ne sont pas réparties sur toute la surface du cytoplasme comme chez un véritable 

éosinophile. 

1-1-3 Tests de coagulation plasmatiques 

TP Fil FV F VII+ X Fibrinogène 

% % % % gll 

92±2 99±3 111 ± 5 101 ± 3 4,2 ± 0,2 

1-1-4 FT : résultats fonctionnels 

Les cellules fraîchement isolées qui ont été directement congelées n'expriment pas 

d'activité FT détectable. Les cellules cultivées 16 heures sous atmosphère humide à 5% de 

C02 sans ou avec stimulation par l'endotoxine (5000 EU/ml) expriment une activité FT: 

Cellules non stimulées (1) Cellules stimulées (I+E) 

mU FT/1000 cellules 56± 8 94 ± 10 

mU FT/ml de sang 15825 ± 2695 26826 ± 3836 

La neutralisation par l'anticorps monoclonal anti-FT a été en moyenne de 89% (70-100%). 

1-1-5FT: résultats immunologigues 

1-1-5-1 Immunocytochimie 

L'expression de l'antigène FT a été mise en évidence par technique immunocytochimique 

(figure 10A). 

Les monocytes non cultivés (NI) ne présentent pas de marquage. Dans les cellules 

cultivées sans endotoxine, en moyenne 47% des monocytes sont marqués. Dans les cellules 
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cultivées en présence d'endotoxine, 60% des monocytes sont marqués. On a pu mettre en 

évidence une variation d'intensité entre les monocytes d'une même lame (figure lOB). 

Le marquage est exclusivement présent au niveau des monocytes, aucun lymphocyte ni 

aucune plaquette n'est marqué. 

1-1-5-2 lmmunohistochimie 

L'expression de l'antigène FT a été mise en évidence sur coupe tissulaire par technique 

immunohistochimique (figure 11). 

Le marquage de l'adventice (A) est intense et indique une forte expression de FT. Aucun 

marquage n'est détectable au niveau des cellules musculaires lisses de la media (M) ni au 

niveau des cellules endothéliales de l'intima (1). 

1-2 Discussion 

Les paramètres cytologiques et la formule leucocytaire du lapin sont assez proches des 

paramètres humains normaux. 

Cette étude sur des lapins sains, nous a permis d'adapter les techniques de routine pour 

établir des normes fiables des différents paramètres hématologiques afin de mieux 

comprendre les désordres pouvant intervenir en pathologique. 
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A 

A 

Figure 10 : Mise en évidence du Facteur Tissulaire par technique immunocytochimique. 
Un monocyte fortement marqué (A) et un monocyte non marqué (B) sont représentés en A 

L'intensité variable de l' expression du FT monocytaire est représentée en B. 

8 
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Figure 11 Mise en évidence du Facteur Tissulaire sur coupe d'artère saine 

par technique immunohistochimique. 

La flèche indique l'intima. La média (M) et l' adventice (A) sont représentées. 

Seul 1 'adventice est marqué. 
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ll LESION UNILATERALE ET BILATERALE 

ll-1 Résultats 

Une complète dénudation de l'endothélium a été obtenue après lésion unilatérale par 

ballonnet comme nous l'a confirmé la technique au bleu Evans 24 heures après la dénudation. 

Sept jours après la lésion (J7), nous pouvons observer un début de réendothélialisation 

d'environ 15% qui se situe principalement au niveau des collatérales. Elle est d'environ 25% 

après 14 jours (J14). Après 28 jours (J28), la réendothélialisation est d'environ 60% (Figure 

13). L'analyse histologique d'une coupe d'artère à 128 nous montre une hyperplasie 

néointimale importante de l'artère iliaque lésée (Figure 16 B) par rapport à l'artère iliaque 

saine (Figure 16A). 

Nous pouvons observer une augmentation du nombre de leucocytes 24 heures après la 

dénudation. Ce nombre reste élevé à J7 et à J14 pour diminuer à 128. Cette variation est 

semblable pour les 3 groupes. Le nombre de monocytes varie en fonction du groupe. Chez les 

témoins ligaturés, il diminue après 2 heures puis augmente régulièrement jusque 128. Dans le 

groupe lésion unilatérale, le nombre de monocytes diminue après 24 heures, pour atteindre 

son niveau le plus bas à J7 puis augmente de nouveau à J14 pour se stabiliser à 128. Dans le 

groupe lésion bilatérale, il augmente progressivement pour atteindre son maximum à J14. La 

variation du nombre de plaquettes est relativement homogène entre les groupes (Figure 14). 
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A 8 

Figure 13 : Analyse de la réendothélialisation par coloration au bleu Evans. 
En A est représentée une artère iliaque gauche 24 heures après la dénudation illustrant la 
désendothélialisation complète. En B est représentée une artère iliaque 7 jours après la 

dénudation, en C 14 jours après etenD 28 jours après la dénudation. 
Les zones bleues correspondent aux zones non réendothélialisées. 

c D 
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Une diminution 2 heures après 1 'opération dans les groupes témoins et lésion unilatérale est 

observée puis le nombre de plaquettes dans ces groupes augmente pour atteindre son niveau 

de base et ne varie plus pendant le reste de la procédure. Dans le groupe lésion bilatérale, une 

faible augmentation est observable durant les 28 jours d'étude (Figure 14). 

Les facteurs II, VII+ X et le fibrinogène augmentent de façon significative après 24 heures 

dans les 3 groupes. Ils diminuent à J7 jusqu'à leur taux de base pour le groupe témoins et le 

groupe lésion unilatérale. Dans le groupe lésion bilatérale, ces facteurs augmentent encore à 

114 et J28. Le TP est très élevé dès 2 heures dans ce groupe par rapport aux groupes témoins 

et lésion unilatérale (Tableau ID). 

Dans les cellules non stimulées (-E), l'expression de FT monocytaire est variable en 

fonction du temps dans les 3 groupes. Deux heures après 1 'opération, 1 'expression de FT est 

diminuée dans les 3 groupes. Dans le groupe lésion bilatérale, 1 'expression de FT augmente 

de façon progressive jusque J28. Elle est plus élevée par rapport aux autres groupes (Figure 

15A). 

Dans les cellules stimulées ( +E), l'activité FT ne varie pas de façon significative dans les 

groupes témoins et lésion unilatérale. Dans le groupe lésion bilatérale, l'activité FT augmente 

progressivement à partir de 24 heures jusque J28 et est plus élevée par rapport aux autres 

groupes (Figure 15B). 

L'étude des paramètres physiologiques liés à la coagulation nous montrent que la lésion 

bilatérale cause le plus de désordres sur une durée plus importante. 
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Figure 14 : Effet d'une lésion unilatérale ou bilatérale sur 
le nombre de leucocytes, le nombre de monocytes et 
le nombre de plaquettes. Variation en fonction du temps. 

Les histogrammes non colorés correspondent aux lapins témoins ligaturés, 
les histogrammes colorés en orange correspondent aux lapins avec lésion 
unilatérale, les histogrammes colorés en noir correspondent aux lapins avec lésion 
bilatérale. Pour chacun des groupes n est égal à 7. 
§ p<0,05 versus lésion unilatérale à J7 
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TP% Fil% FV% FVII+X% Fibrinogène g/1 

Témoins 77 ± 8 96 ± 8 106 ± 15 91 ± 7 4,1 ± 0,5 

JO Lésion unilatérale 81 ± 5 96 ± 10 100 ± 18 92 ± 7 4,4 ±0,6 

Lésion bilatérale 97 ± 3 89 ± 6 87 ± 7 90 ± 5 4,0 ± 0,4 

Témoins 70 ±4 74 ± 6 76 ± 10 80 ± 9 3,5 ± 0,2 

2h Lésion unilatérale 78 ± 6 87 ± 5 82 ± 10 81 ± 6 4,4 ± 0,6 

Lésion bilatérale 96 ± 3**§ 93 ±4* 98 ±2 96 ± 2 5,0 ± 0,6* 

Témoins 85 ± 5 97 ± 11 

24h Lésion unilatérale 85 ±2 125 ± 19 

Lésion bilatérale IIIJU'I** " .. 103 ± 7 
00 i' . §§ 
..... 

Témoins ~ 94 ± 5 89 ± 7 

J7 Lésion unilatérale 81 ± 5 101 ± 3 105 ± 7 

Lésion bilatérale 100 ± 4**§ 108 ± 8 106 ± 13 102 ± 11 6,3 ± 1 

Témoins 74 ± 3 100 ± 3 95 ± 7 93 ± 5 3,4 ± 0,2 

J14 Lésion unilatérale 90 ± 8 97 ± 7 92 ±4 97 ± 9 3,9 ± 0,2 

Lésion bilatérale 103 ± 3** 122 ± 6*§ 129 ± 10*§ 112 ± 9 5,1 ± 0,8 

Témoins 89 ± 5 108 ± 10 106 ± 15 90 ±9 5,0 ± 1,1 

J28 Lésion unilatérale 82 ± 6 93 ± 3 88 ± 8 89 ± 6 3,6±0,1 

Lésion bilatérale 101 ± 3§ 128 ± 9§§ 147 ± 26§ 114 ± 13 7,2 ± 1,7§ 

Tableau III: Effet d'une lésion unilatérale ou bilatérale sur les facteurs de coagulation. Variation en fonction du temps. 
* p<0,05 versus témoins ; ** p<0,005 versus témoins ; § p<0,05 versus lésion unilatérale ; §§ p<0,005 versus lésion unilatérale ; 

en surligné p<0,05 versus le même groupe au temps précédent. 
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Figure 15 : Effet d'une lésion unilatérale ou bilatérale sur l'expression de FT monocytaire. Variation en fonction du temps. 

Les histogrammes non colorés correspondent aux lapins témoins ligaturés, les histogrammes colorés en orange correspondent aux lapins avec lésion 

unilatérale, les histogrammes colorés en noir correspondent aux lapins avec lésion bilatérale. Pour chacun des groupes n est égal à 7. Le graphique A 

correspond aux cellules cultivées sans endotoxine (-E), le graphique B correspond aux cellules cultivées avec endotoxine (+E). 



Figure 16 : Coupes histologiques d'artères iliaques 28 jours 
après la lésion unilatérale par ballonnet. 

Les flèches indiquent la limitante élastique interne. L'adventice (A), la média (M) et la 
néointima (NI) sont représentés. En A, l'artère normale; en B, l'artère préalablement 

désendothélialisée (coloration à l' orcéine Van-Gieson). 
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11-2 Discussion 

Nos résultats ont déterminé que le modèle de lésion bilatérale est le modèle le plus agressif 

de dénudation artérielle. En effet, dans ce modèle, 24 heures après la désendothélialisation, 

nous avons observé une augmentation du nombre de leucocytes et du nombre de monocytes 

associée à une augmentation des facteurs de la coagulation. De même, 1 'expression de FT 

monocytaire augmente progressivement dès 24 heures. Cette augmentation d'expression se 

poursuit jusque J28. Les monocytes du groupe lésion bilatérale expriment plus de FT que les 

monocytes des autres groupes. 

Lors d'une dénudation artérielle, il se produit très rapidement une agrégation plaquettaire 

(308) et une adhésion leucocytaire favorisant la libération de différents substances telles que 

des cytokines et des facteurs de croissance. Ces substances peuvent activer les monocytes 

circulants qui, en réponse, expriment du FT. Elles favorisent également l'activation des CMLs 

qui passent d'un phénotype contractile à un phénotype secrétoire (309). Elles entrent en cycle 

de croissance dès la 24ème heure. Les CMLs migrent dans l'intima à partir du 4ème jour et y 

prolifèrent (31 0). La prolifération cellulaire est maximale entre 4 et 7 jours et conduit à un 

épaississement néointimal, qui est maximal après 3 mois (262) moment où les CMLs 

retrouvent leur phénotype contractile (312). Le degré de prolifération varie en fonction du 

degré de la lésion provoquée (313). Le traumatisme causé par le ballonnet provoque 

également l'accumulation d'une matrice extracellulaire riche en collagène synthétisée par les 

CMLS (314). La réendothélialisation débute à partir de la limite de la région dénudée dès le 

3ème jour et s'arrête environ 6 semaines après la lésion initiale (315-316). Cette régénération 

endothéliale est rarement totale (317). 

Ce modèle de lésion sans régime associé nous a permts de smvre l'évolution des 

paramètres physiologiques associés à la coagulation lors d'un traumatisme infligé par 

ballonnet provoquant une désendothélialisation complète de l'artère iliaque. 

86 



ID LESION BILATERALE ASSOCIEE A UNE HYPERCHOLESTEROLEMIE 

ID-1 Résultats 

Les taux de cholestérol ( chol) et de triglycérides (TG) plasmatiques sont très élevés après 6 

semaines de régime enrichi en cholestérol (chol: 3052 ± 278 mg/dl; TG: 489 ± 147 mg/dl 

versus chol: 37 ± 3 mg/dl; TG: 108 ± 17 mg/dl, p<0,004). 

Le nombre de leucocytes augmente de façon significative à 6 semaines par rapport aux 

contrôles. Il n'y a pas de différence significative sur le nombre de monocytes même si nous 

pouvons observer une légère diminution à 3 semaines. Une réduction progressive du nombre 

de plaquettes est observée et va se poursuivre jusqu'à la fin de la procédure (Tableau IV). 

Après 3 semaines de régime enrichi en cholestérol, nous pouvons observer une 

augmentation significative des facteurs II ( 149 ± 7% versus 94 ± 5 chez les contrôles, 

p<0,0001) et VII+X (151 ± 7% versus 92 ± 4 chez les contrôles, p<0,0001) qui restent très 

élevés durant toute la procédure. Aucune différence significative n'est observée pour le FV 

(115 ± 8% versus 103 ± 10% chez les contrôles, p=NS). Le fibrinogène diminue 6 semaines 

après la lésion bilatérale et l'initiation du régime par rapport aux contrôles (2,9 ± 0,3 versus 

4,6 ± 0,4 g/1, p<0,0005) et reste à ce taux après angioplastie (2,4 ± 0,3 g/1). 

Dans les cellules non stimulées (-E), une diminution de l'expression de FT est observée 3 

semaines après la lésion bilatérale et l'initiation du régime (20 ± 3 versus 66 ± 20 mU 

FT/1000 monocytes, p=0,02). Cette expression reste très faible par rapport aux contrôles 

durant toute la procédure (Figure 17 A). 
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1 préangioplastie Il 

1 postangioplastie 1 [ 

00 
00 

Contrôles, n=18 
3 semaines, n=18 

6 semaines, n=15 

Groupe non traité, n=7 

Groupe L-arg, n=8 

Leucocytes 
109/litre 
7,4 ± 0,5 

7,5 ±0,4 

10,1 ± 0,6§ 

8,5 ± 1,1 

9,4 ±0,9 

Monocytes 
109/litre 

0,23 ± 0,04 

0,15 ± 0,02 

0,22 ± 0,05 

0,33 ± 0,13 

0,34 ± 0,11 

Pla~uettes 
10 /IJtre 
464 ± 28 

373 ± 22* 

321 ± 29§ 

238 ± 44§ 

274 ±20§ 

Tableau IV: Effet de l'hypercholestérolémie, de l'angioplastie et de la L-arginine 
sur le nombre de leucocytes, le nombre de monocytes et le nombre de plaquettes. 

*P<0,05 versus contrôles, §P<0,005 versus contrôles 

Groupe non traité, Groupe L-arg, 
n=7 n=8 

TP% 113 ± 8 106 ± 8 

Factorll% 151 ± 12 177 ± 15 

Factor V% 76 ± 11 106 ± 13 

Factor Vll+ X % 153± 7 187± 16 

Fibrinogène gllitre 2,4 ± 0,3 2,4 ± 0,2 

Tableau V : Variation des facteurs de la coagulation dans le groupe non traité et le groupe L-arg. 
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Figure 17 : Effet de la lésion bilatérale associée au régime enrichi en cholestérol sur l'expression de FT monocytaire. 

Les histogrammes non colorés correspondent aux cellules cultivées sans endotoxine ( -E), les histogrammes colorés correspondent aux cellules 

cultivées avec de l'endotoxine (+E). Les résultats sont exprimés en mU de FT pour 1000 monocytes (A) ou en mU de FT par ml de sang (B). 

Contrôles, n= 18 ; 3 semaines, n= 18 ; 6 semaines juste avant angioplastie, n= 15 . 

* 0,004~p<0,05 versus contrôles § 0,003~p<0,05 versus 3 semaines. 



Dans les cellules stimulées par l'endotoxine ( +E), nous pouvons observer une diminution 

de l'activité FT à 3 semaines (30 ± 6 versus 87 ± 15 mU FT/1000 monocytes, p<0,005) suivie 

d'une certaine normalisation à 6 semaines (70 ± 12 mU/1000 monocytes, p<0,005 versus 3 

semaines) (Figure 17A). Les résultats sont similaires lorsqu'ils sont exprimés par millilitre de 

sang (Figure 17B). 

Les résultats du marquage en immunocytochimie avec l'anticorps anti-FT dans les cellules 

stimulées donnent des résultats concordants avec ceux de la technique fonctionnelle. Chez les 

contrôles, 71% des cellules stimulées sont positives pour le FT, 63% sont positives à 3 

semaines et 81% sont positives à 6 semaines. 

ID-2 Discussion 

Trois semaines après la dénudation artérielle et l'initiation du régime enrichi en 

cholestérol, nous avons pu observer une diminution de l'activité du FT monocytaire. Les 

raisons de cette diminution sont mal connues, mais pourraient être liées à la disparition de la 

circulation sanguine des monocytes. Nous avons d'ailleurs pu observer une diminution du 

nombre de monocytes pendant cette période reflétant une augmentation possible de l'adhésion 

et de la pénétration des monocytes dans la paroi vasculaire (318-319). Une autre hypothèse 

envisageable de l'absence d'augmentation d'expression du FT par les monocytes circulants de 

lapins hypercholestérolémiques serait l'absence de récepteurs « éboueurs» (scavenger) à la 

surface membranaire des monocytes. En effet, une étude récente a démontré, lors de la 

différenciation des monocytes en macrophages, que ces derniers expriment un taux de FT très 

élevé dès que le récepteur « éboueur» est exprimé (320). Il a aussi été démontré que des 

macrophages mis en présence de lipides, en particulier des LDL oxydées, expriment plus de 

FT in vitro (52-53) et in vivo (26). D'un autre côté, l'hypercholestérolémie pourrait modifier 
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la composition lipidique des membranes monocytaires en modulant ainsi 1' activité du FT ou 

en augmentant l'activité du TFPI comme cela a été démontré chez l'homme (321). 

Pendant cette période, une diminution du nombre de plaquettes et une diminution du 

fibrinogène sont observées, suggérant un processus de consommation. Les facteurs vitamine 

K-dépendants (FVII et FX) augmentent de façon significative comme l'avait déjà démontré 

Mitropoulos et al. (322). L'augmentation du taux de FX est due à une augmentation de sa 

synthèse. L'augmentation du FVII chez le lapin hypercholestérolémique est due à la fois à sa 

synthèse augmentée mais aussi à une augmentation de l'activation du FVII (323). 

IV EFFET DE L'ANGIOPLASTIE 

IV -1 Résultats 

Six semaines après la lésion bilatérale associée au régime enrichi en cholestérol, les lapins 

survivants ont subi une angioplastie. Ils restent sous régime enrichi pendant encore 4 

semaines avant d'être prélevés. 

Les taux de cholestérol et de triglycérides plasmatiques restent très élevés ( chol : 3190 ± 

376 mg/dl; TG: 783 ± 201 mg/dl, p<0,0005 versus contrôles). 

Le nombre de leucocytes ne varie pas par rapport à 6 semaines Guste avant angioplastie). Il 

n'y a pas de variation significative du nombre de monocytes et le nombre de plaquettes est au 

plus bas (Tableau IV). 

Dans les cellules non stimulées (-E), l'expression de FT ne varie pas par rapport aux 

cellules des lapins à 6 semaines (37 ± 14 versus 36 ± 8 mU FT/1000 monocytes, p=NS) 

(Figure 18 A). 
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Dans les cellules stimulées ( +E), l'activité FT est augmentée de façon significative 4 

semaines après angioplastie dans le groupe non traité par rapport à 1 'activité mesurée juste 

avant angioplastie (138 ± 22 versus 70 ± 12 mU FT/1000 monocytes, p=0,02) (Figure 18 A). 

Les résultats sont similaires lorsqu'ils sont exprimés par millilitre de sang (Figure 18 B). 

IV-2 Discussion 

Quatre semaines après lésion de la plaque par angioplastie, une augmentation de la réponse 

du FT monocytaire à 1 'endotoxine est observée sans doute due à une activation accrue des 

monocytes circulants, comme décrit dans les maladies coronaires humaines en particulier 

dans les syndromes coronaires instables (189-191). L'activation leucocytaire a été décrite 

dans les premiers jours suivant l'angioplastie coronaire chez l'homme (324) mais aucune 

étude n'a été réalisée plusieurs semaines après l'agression par ballonnet. L'hypothèse semble 

être que la rupture par angioplastie d'une plaque athéroscléreuse riche en lipides peut 

favoriser les contacts entre les constituants de la plaque en particulier les cellules spumeuses, 

les lymphocytes T et les macrophages activés qui sont capable d'induire la production de 

cytokines et donc d'activer le gène du FT (178). Ainsi, dans notre modèle, l'initiateur de 

1' augmentation de la réponse du FT monocytaire semble être le contact entre les constituants 

de la plaque athéroscléreuse et le sang. Cette hypothèse est d'ailleurs renforcée par 

l'observation faite, sur des lapins placés 10 semaines sous régime enrichi en cholestérol sans 

aucune dénudation artérielle, d'une absence d'augmentation de la réponse du FT comme l'a 

également démontré Semeraro et al. (325). 
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Figure 18 : Effet de l'angioplastie et du traitement L-arg sur l'expression de FT monocytaire. 

Les histogrammes non colorés correspondent aux cellules cultivées sans endotoxine ( -E), les histogrammes colorés correspondent aux cellules 

cultivées avec de l' endotoxine (+E). Les résultats sont exprimés en mU de FT pour 1000 monocytes (A) ou en mU de FT par ml de sang (B). 
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4 semaines après angioplastie avec traitement L-arg (groupe L-arg, n=8) . 

$ p<O,OS versus préangioplastie # p<O,OS versus groupe non traité 



V MODULATION DE L'EXPRESSION DU FT 

V -1 Effet de la L-arginine (L-arg) 

V -1-1 Résultats 

Une partie des lapins ayant subi une angioplastie sont placés sous traitement L-arg. Ce 

traitement permet d'augmenter le taux d'arginine plasmatique de façon significative (315 ± 65 

versus 124 ± 11 J..lmol/1 dans le groupe non traité, p<0,05). 

La L-arg n'a aucune influence sur les taux de cholestérol et de triglycérides plasmatiques 

(chol: 3060 ± 303 mg/dl; TG: 528 ± 129 mg/dl). Aucune différence n'est observée entre le 

groupe non traité et le groupe L-arg pour le nombre de leucocytes, de monocytes et de 

plaquettes, ni pour les facteurs de la coagulation. La L-arg n'a donc pas d'effet sur ces 

paramètres (Tableaux IV et V). 

Dans les cellules non stimulées ( -E), il n'y a pas de différence significative avec le groupe 

non traité et le groupe L-arg même si l'expression de FT est plus faible dans le groupe L-arg 

(14 ± 3 versus 37 ± 14 mU FT/1000 monocytes, p=NS) (Figure 18 A). 

Dans les cellules stimulées (+E), l'augmentation de l'activité FT observée dans le groupe 

non traité n'est pas retrouvée dans le groupe L-arg. Au contraire, l'activité FT est fortement 

diminuée (43 ± 16 versus 138 ± 22 mU/1000 monocytes, p=0,01) (Figure 18 A). Les résultats 

sont similaires lorsqu'ils sont exprimés par millilitre de sang (Figure 18 B). 

Les résultats du marquage en immunocytochimie avec 1' anticorps anti-FT dans les cellules 

stimulées donnent des résultats concordants avec ceux de la technique fonctionnelle. 

Dans le groupe non traité, 4 semaines après angioplastie, 92% des cellules sont positives pour 

le FT contre 65% dans le groupe traité à la L-arg. 
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préangioplastie Il 

p08tang;oplastie 1 [ 

\0 
u. 

Contrôles, n=18 
3 semaines, n=18 

6 semaines, n=15 

Groupe non traité, n=7 

Groupe L-arg, n=8 

Leucocytes 
109/litre 
7,4 ± 0,5 

7,5 ±0,4 

10,1 ± 0,6§ 

8,5 ± 1,1 

9,4 ±0,9 

Monocytes 
109/litre 

0,23 ± 0,04 

0,15 ± 0,02 

0,22 ± 0,05 

0,33 ± 0,13 

0,34 ± 0,11 

Plaquettes 
109/litre 
464 ±28 

373 ±22* 

321 ± 29§ 

238 ± 44§ 

274 ± 20§ 

Tableau IV: Effet de l'hypercholestérolémie, de l'angioplastie et de la L-arginine 
sur le nombre de leucocytes, le nombre de monocytes et le nombre de plaquettes. 

*P<0,05 versus contrôles, §P<0,005 versus contrôles 

Groupe non traité, Groupe L-arg, 
n=7 n=8 

TP% 113 ± 8 106 ± 8 

Factor li% 151 ± 12 177 ± 15 

Factor V% 76 ±Il 106 ± 13 

Factor VII+ X% 153± 7 187± 16 

Fibrinogène gllitre 2,4 ± 0,3 2,4 ± 0,2 

Tableau V: Variation des facteurs de la coagulation dans le groupe non traité et le groupe L-arg. 



V-1-2 Discussion 

Le résultat principal de la première partie de 1' étude a été 1' augmentation significative de 

l'expression de FT par les monocytes après angioplastie dans un modèle d'athérosclérose 

induite par la dénudation des artères iliaques associée à un régime enrichi en cholestérol. 

L'administration par voie orale de L-arginine empêche cette augmentation de la réponse du 

FT monocytaire. Cet effet pourrait être du aux propriétés antiathérogéniques de la L-arginine. 

En effet, il a été démontré que l'hypercholestérolémie entraînait une augmentation de la 

synthèse d'anion superoxyde par les cellules endothéliales, composé jouant un rôle clé dans la 

pathogénèse de l'athérosclérose (326-327) et que la L-arginine était capable de moduler ce 

processus (286,293). 

Le NO peut également inhiber l'activité de la protéine de transcription NFKB ou inhiber 

l'anion superoxyde qui active NFKB (289-290,297, 328). Comme l'activation du gène du FT 

par l'endotoxine est dépendante de l'activation de NFKB, la modulation par le NO de la 

réponse du FT monocytaire pourrait se produire par la limitation de cette voie 

transcriptionnelle dépendante de l'oxydation, par un processus déjà décrit pour les molécules 

adhésives endothéliales (329). Récemment, il a été démontré qu'un antioxydant d'origine 

végétal pouvait inhiber l'expression du gène du FT induite par les cytokines, en partie par 

l'inhibition de l'activation de NFKB dans des cellules endothéliales en culture (265). Par 

ailleurs, une autre étude a démontré in vitro que les antioxydants diminuaient 1 'expression du 

FT par les monocytes/macrophages mais par un effet post-transcriptionnel (266). 

Ces éléments suggèrent que le NO pourrait diminuer la réponse du FT monocytaire par un 

mécanisme transcriptionnel ou post-transcriptionnel. L'analyse de l' ARNm du FT 

monocytaire nous permettrait de mieux cerner le rôle de ces deux mécanismes possibles. 

Nos résultats suggèrent que les propriétés antithrombotiques du NO pourraient aussi être 

dues à un effet inhibiteur sur la réponse du FT monocytaire, en plus de ses effets sur les 
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fonctions plaquettaires et endothéliales. Une génération locale suffisante de NO par les 

cellules endothéliales ou les macrophages, après traitement par la L-arginine, pourrait 

diminuer l'activation de la coagulation initiée par le FT dans le processus d'athérosclérose. La 

L-arginine est connue pour réduire l'adhésion monocytaire aux cellules endothéliales in vitro 

(290) et pour restaurer une dilatation dépendante de l'endothélium chez des patients 

hypercholestérolémiques (330). Ces effets sont peut-être limités aux lésions athéroscléreuses 

précoces (331). Il a aussi été démontré chez des volontaires sains qu'un traitement oral avec 

de la L-arginine inhibait l'agrégation plaquettaire (332). Comme agent thérapeutique, la L­

arginine pourrait avoir un impact via ces propriétés antithrombotiques dans le traitement ou la 

prévention des maladies vasculaires liées à 1' athérosclérose. 

V-2 Effet du bFGF 

V-2-1 Résultats 

L'effet du bFGF a été étudié sur deux groupes de lapins, l'un préalablement placé sous 

régime enrichi en cholestérol pendant 6 semaines, l'autre composé de lapins placés sous 

nourriture standard. Aucun décès n'a été observé dans les deux groupes. 

Le cholestérol plasmatique est très élevé après 6 semaines de régime enrichi (1950 ± 354 

mg/dl versus 32 ± 2 mg/dl chez les lapins normaux, p<0,0001). Les triglycérides ne varient 

pas entre les groupes (188 ±50 mg/dl versus 115 ± 15 mg/dl, p=NS). Le traitement au bFGF 

n'a aucune influence sur ces facteurs. 

Le nombre de leucocytes est augmenté chez les lapins hypercholestérolémiques. Nous 

n'avons pas observé de variation significative du nombre de plaquettes. Le traitement par le 

bFGF n'a aucun effet sur ces paramètres (Figure 19). 
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Le nombre de monocytes ne varie pas entre les lapins normaux non traités, les lapins 

normaux traités au bFGF et les lapins hypercholestérolémiques. Par contre, les lapins 

hypercholestérolémiques traités au bFGF ont un nombre de monocytes élevé par rapport aux 

autres lapins (Figure 19). 

Après 6 semaines de régime, nous observons une augmentation significative des facteurs II 

(154 ± 5% versus 92 ± 7% chez les lapins normaux, p=0,006) et VII+X (178 ± 5% versus 94 

± 5% chez les lapins normaux, p=0,006). Aucune différence n'est observée pour le FV (136 ± 

8% versus 116 ± 12% chez les lapins normaux, p=NS). Le fibrinogène est diminué après 6 

semaines par rapport aux lapins normaux (3,4 ± 0,2 g/1 versus 6,0 ± 0, 7 g/1, p=O,O 1 ). 

L'injection de bFGF n'influence pas ces facteurs (Tableau VI). 

Effet du bFGF sur 1 'expression de FT monocytaire chez les lapins normaux 

Dans les cellules non stimulées ( -E), le bFGF induit l'expression de FT par rapport aux 

lapins normaux non traités (164 ±57 versus 74 ± 41 mU FT/1000 monocytes, p=NS) (Figure 

20A). 

Dans les cellules stimulées (+E), la réponse du FT monocytaire à l'endotoxine n'est pas 

augmentée par rapport à celle observée dans les cellules non stimulées des lapins normaux 

traités au bFGF (148 ± 46 mU FT/1000 monocytes) (Figure 20A). 

Effet de l 'hypercholestérolémie sur la réponse FT monocytaire 

Dans les cellules non stimulées (-E), l'expression de FT est diminuée 6 semaines après 

l'initiation du régime enrichi en cholestérol (32 ± 12 versus 74 ± 41 mU FT/1000 monocytes, 

p=NS) (Figure 20A). 
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...... 
0 
0 

TP% FII% FV% FVII+X% Fibrinogène g/litre 

Lapins normaux 

n=6 
91 ± 2 92± 7 116 ± 12 94± 5 6,0± 0,7 

Lapins normaux 

+ bFGF, n=6 
91 ± 2 93 ±2 128 ± 11 90±4 5,8 ± 0,6 

Lapins 

hypercholesterolémiques 111 ± 5* 154 ± 5* 136±8 178 ± 5* 3,4 ± 0,2* 

n=6 

Lapins 

hypercholesterolémiques 101 ± 2 147 ± 5* 157 ± 4 163 ± 2* 3,0±0,1* 

+ bFGF, n=6 

Tableau VI: Effet de l'hypercholestérolémie et du traitement bFGF sur les facteurs de la coagulation. 

* P<0,005 versus lapins normaux et versus lapins normaux+ bFGF. 
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Figure 20: Effet de l'hypercholestérolémie et du traitement bFGF sur l'expression de FT monocytaire 

Les histogrammes non colorés correspondent aux cellules cultivées sans endotoxine ( -E), les histogrammes colorés correspondent aux cellules 

cultivées avec de l'endotoxine (+E). Les résultats sont exprimés en mU de FT pour 1000 monocytes (A) ou en mU de FT par ml de sang (B) . 
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Dans les cellules stimulées (+E), il n'y a pas de différence dans la réponse du FT 

monocytaire par rapport à celle des cellules stimulées des lapins normaux (89 ± 15 versus 80 

± 45 mU FT/1000 monocytes, p=NS) (Figure 20A). 

Effet du bFGF sur 1 'expression de FT monocytaire chez les lapins hypercholestérolémiques 

Dans les cellules non stimulées (-E), l'expression de FT n'augmente pas chez les lapins 

traités au bFGF, elle est même diminuée par rapport à celle des lapins normaux traités et celle 

des lapins hypercholestérolémiques non traités (19 ± 5 versus 74 ± 41 chez les lapins 

normaux, p=0,07 et 32 ± 12 mU FT/1000 monocytes chez les lapins hypercholestérolémiques, 

p=NS). L'expression de FT diminue de façon significative par rapport aux lapins normaux 

traités au bFGF (p<O,OS) (Figure 20A). 

Dans les cellules stimulées ( +E), la réponse du FT monocytaire est significativement 

augmentée par rapport à celle des lapins hypercholestérolémiques non traités (184 ± 25 versus 

89 ± 15 mU FT/1000 monocytes, p<0,05). Elle est similaire à la réponse obtenue chez les 

lapins sains traités au bFGF (164 ±57 mU FT/1000 monocytes) (Figure 20A). Les résultats 

sont similaires lorsqu'ils sont exprimés par millilitre de sang (Figure 20B). 

Les résultats obtenus par immunocytochimie sont concordants avec les résultats de 

l'activité fonctionnelle. Dans les cellules non stimulées, seuls 4% des monocytes sont positifs 

pour le FT chez les lapins hypercholestérolémiques traités au bFGF, alors que 71% sont 

positifs chez les lapins normaux traités au bFGF. Dans les cellules stimulées, le pourcentage 

de positivité des cellules est similaire entre les lapins hypercholestérolémiques traités et les 

lapins normaux traités (71% et 73% respectivement). 
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Des coupes tissulaires d'aortes ont été analysées par immunohistochimie afin de détecter la 

distribution du FT dans la paroi vasculaire après traitement au bFGF chez 5 lapins de chacun 

des 2 groupes. Le FT est retrouvé dans l'adventice des vaisseaux dans les deux groupes de 

lapins. Un marquage intense est observé au niveau des CMLs de la média et un marquage 

plus faible est observé au niveau de l'intima des lapins normaux traités au bFGF (Figure 

21A). Le FT est faiblement mis en évidence au niveau de la média des vaisseaux des lapins 

hypercholestérolémiques traités au bFGF. Aucun marquage n'est observé au niveau de 

l'intima (Figure 21B). 
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[Q Figure 21 :Mise en évidence du FT sur une coupe d'artère 
de lapin normal traité au bFGF (A) ou 

de lapin hypercholestérolémique_ traité.-aiLbEGF (8)~ 
L'adventice (A), la média (M) sont représentés. L' intima est indiquée par une flèche. 
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V-2-2 Discussion 

Les principaux résultats de notre étude montrent que, chez le lapin sain, le bFGF induit une 

expression du FT dans la paroi vasculaire, au niveau des cellules endothéliales de l'intima et 

les CMLs de la média. Au niveau des monocytes circulants, on constate aussi une 

augmentation d'expression du FT, qui n'est pas amplifiée par exposition à l'endotoxine in 

vitro. Paradoxalement, chez le lapin hypercholestérolémique, le bFGF n'induit qu'une faible 

expression du FT dans les CMLs, et aucune expression au niveau de 1' endothélium. Dans les 

monocytes sanguins, le bFGF n'induit pas non plus d'expression du FT; au contraire, cette 

expression est diminuée par rapport à celle des lapins hypercholestérolémiques non traités. 

Par contre, la réponse du FT à l'endotoxine in vitro est augmentée. L'effet du bFGF est donc 

différent selon qu'il est injecté à un lapin normal ou hypercholestérolémique. 

Il a été démontré in vivo que le bFGF permettait une réendothélialisation rapide après 

angioplastie expérimentale ou après athérosclérose induite par un régime 

hypercholestérolémique. Les cellules régénérées retrouvent une fonction endothéliale normale 

(301-302). Le bFGF agit à la fois sur la prolifération endothéliale et sur la fonction 

endothéliale. Cependant, les effets du bFGF peuvent être multiples et son utilisation chez 

l'homme reste limitée par son rôle dans l'angiogénèse (333) qui pourrait favoriser la 

prolifération vasculaire pathologique (rétinopathie diabétique, croissance tumorale). 

De plus, nos résultats chez le lapin sain montrent que le bFGF augmente l'expression du 

FT dans les cellules ou celle-ci est inductible. Compte tenu du potentiel procoagulant du FT, 

ceci pourrait faire craindre un effet thrombogène du FT. In vitro, il avait déjà été démontré 

que certains facteurs de croissance (PDGF, FGF, TGF j3, EGF) induisaient l'expression du FT 

dans les fibroblastes humains et les CMLs de rat (29, 156,303-304). Cette stimulation de 

l'expression du FT est médiée par les facteurs de transcription Spl et Egr-1 (Early Growth 

Response Gene 1) qui se fixent sur le site SRR du promoteur du gène du FT (9). Il a 
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également été démontré qu'un traumatisme porté à la paroi vasculaire entraînait l'expression 

de l' ARNm du FT (74). D'autres travaux ont pu déterminer qu'après ce type de traumatisme, 

les cellules vasculaires libèrent du bFGF (334). Il semble donc possible qu'une augmentation 

d'expression du FT survienne dans les cellules à proximité du bFGF libéré. 

Nos résultats suggèrent qu'in vivo, le bFGF est capable d'induire l'expression du FT au 

niveau de plusieurs types cellulaires vasculaires. Les conséquences prothrombotiques 

éventuelles dépendent ensuite de la disponibilité réelle du FT au niveau membranaire. En 

effet, le FT a été mis en évidence dans des cavéoles de CMLs (38) et de cellules endothéliales 

(43-44) où il existe sous forme latente. Il faut alors une modification de l'intégrité 

membranaire pour qu'une redistribution du FT conduise à une augmentation de l'activité 

procoagulante de ces cellules (31,38). Les techniques que nous avons utilisées ne permettent 

pas actuellement de préciser si le FT synthétisé peut entrer en contact avec le plasma et en 

particulier avec le FVII. On peut supposer qu'un processus supplémentaire d'agression 

vasculaire ou de lyse cellulaire est nécessaire pour que ce contact se produise, et qu'un effet 

délétère thrombogène apparaisse. 

Des propriétés autres que son rôle dans l'initiation de la coagulation peuvent être 

également envisagées pour le FT vasculaire, en particulier son importance en tant que 

récepteur dans le processus d'angiogénèse. En effet, le FT participe à la croissance et à la 

vascularisation de cellules tumorales chez la souris par induction de facteurs angiogéniques 

tels que le VEGF (80). Très récemment, une étude a démontré que la formation du complexe 

FT/FVIIa permettait la production du VEGF par des fibroblastes in vitro (86). Par son 

domaine cytoplasmique, le FT favorise aussi la prolifération métastatique (81-82) par un 

mécanisme nécessitant la fixation du FVIIa au FT (82). Enfin, le FT participe également au 

processus d'embryogénèse (77-78). Le FT pourrait participer à l'angiogénèse et à la migration 

des cellules endothéliales et/ou des CMLs par la transduction de signaux cellulaires. 
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Chez le lapin hypercholestérolémique, l'effet est beaucoup moins important. Ce modèle se 

rapprochant de l'athérosclérose humaine, il semble possible que l'activation du FT dans les 

cellules vasculaires après injection de bFGF en pathologie humaine soit plus limitée que ne 

laissaient supposer les résultats obtenus dans le modèle non hypercholestérolémique. 

Les raisons de la faible activation du FT après régime hypercholestérolémique ne sont pas 

connues. Des observations semblables ont été faites sur des monocytes sanguins de lapin 

(325) mais également chez l'homme sur des monocytes sanguins de sujets hyperlipémiques 

(résultats soumis pour publication). L'hypercholestérolémie induit de nombreuses 

modifications des fonctions monocytaires. Elle favorise l'adhésion des monocytes à 

l'endothélium et facilite leur migration et leur transformation en cellules spumeuses dans la 

paroi vasculaire (335). Cependant, nous avons établi que nos résultats ne sont pas liés à une 

diminution des monocytes circulants. D'autres hypothèses sont envisageables. Des taux 

lipidiques élevés pourraient modifier la composition phospholipidique des membranes 

cellulaires et donc diminuer l'activité fonctionnelle du FT ou la fixation des FVIIIFVIIa à la 

surface des monocytes. Ces lipides pourraient également intervenir sur la formation de 

microvésicules qui favorisent la dissémination de l'activité procoagulante lorsqu'elles sont 

associées aux monocytes (173). La modification qualitative des phospholipides membranaires 

pourrait intervenir sur l'activité coagulante de ces microvésicules et modifier l'activité du FT 

associée aux monocytes. Il a également été démontré que certains lipides comme les LDL 

inhibaient l'expression du FT (336-337) et que seuls les LDL oxydées et le cholestérol libre 

augmentaient cette expression (52-54). 

Une autre hypothèse serait celle d'une interaction possible entre le cholestérol et les 

récepteurs membranaires du bFGF. Il existe 4 types de récepteurs pour le bFGF (FGFl à 

FGF4), qui par leur structure, sont proches des récepteurs type tyrosine kinase (338-339). Ils 

sont présents dans les monocytes/macrophages, en particulier le récepteur de haute affinité 
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FGF2 (340), dans les cellules endothéliales et les CMLs (341 ). Le bFGF peut également se 

fixer au niveau de la matrice extracellulaire par sa liaison aux héparanes sulfates (295). Il est 

stocké dans le cytosol des CMLs, des cellules endothéliales et des monocytes (339,343). Le 

bFGF, disponible au niveau membranaire, peut donc être libéré après agression cellulaire. 

L'internalisation du bFGF extracellulaire est rendue possible après fixation à son récepteur, 

qui n'est pas accessible à l'état physiologique dans les cellules endothéliales et les CMLs 

(341,344). L'hypercholestérolémie pourrait intervenir sur la fixation du bFGF à son récepteur 

voire pourrait empêcher l'expression de ces récepteurs. En effet, il semble que l'induction de 

l'expression des récepteurs est possible par un traumatisme sévère tel que l'angioplastie par 

ballonnet (341,345). Or, le traumatisme vasculaire chronique observé durant l'athérogénèse 

reste beaucoup moins important que celui provoqué par le ballonnet. 

Nos résultats suggèrent que le bFGF peut participer à l'évolution de l'athérosclérose de 

manière indirecte par induction de 1' expression de FT par les monocytes sanguins et les 

cellules vasculaires. Le FT jouerait alors un rôle différent de ses propriétés procoagulantes. Il 

pourrait favoriser la transduction de signaux conduisant à la prolifération cellulaire. Le FT 

pourrait intervenir directement sur le processus d'angiogénèse et participer à la 

néovascularisation des plaques athéroscléreuses. 

V -3 Effet de l'endotoxine 

V -3-1 Résultats 

L'injection d'une dose unique d'endotoxine provoque une altération de l'état général des 

lapins, avec perte de poids importante d'environ 10%, 5 jours après l'injection. L'analyse des 

gaz du sang après 4 heures montre que les lapins sont en acidose métabolique compensée par 

une hyperventilation. La seule mortalité observée se situe avant 24 heures et est de 50%. 
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Etude entre 1 heure et 24 heures 

Une heure après l'injection d'endotoxine, nous pouvons observer un effondrement du 

nombre de leucocytes, du nombre de monocytes ainsi qu'une réduction progressive du 

nombre de plaquettes. L'hématocrite et le nombre de plaquettes diminue fortement à la 24ème 

heure, alors que le nombre de leucocytes et le nombre de monocytes augmentent 

progressivement (Figure22). Les facteurs de la coagulation diminuent de façon progressive et 

significative excepté le fibrinogène. Une tendance à l'augmentation est observée à la 24ème 

heure pour tous les facteurs y compris pour le fibrinogène (Tableau VII). 

Etude entre 5 jours (J5) et 21 jours (J21) 

Cinq jours après l'injection d'endotoxine, le nombre de leucocytes, le nombre de 

monocytes et le nombre de plaquettes augmentent de façon significative par rapport au 

contrôles avant injection (JO) pour atteindre leur maximum après 7 jours (17). Seul 

l'hématocrite continue de baisser (Figure 23). Les facteurs de la coagulation augmentent tous 

aussi y compris le fibrinogène pour atteindre leur maximum à J7 (Tableau Vlll). Dès 14 

jours (114), l'ensemble de ces paramètres diminue de nouveau. 
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Figure 22 : Effet de l'injection d'une dose unique d'endotoxine sur le nombre de leucocytes, le nombre de monocytes, 
Le nombre de plaquettes et l'hématocrite. Variation en fonction du temps. 

n=12 à JO, n=lO à lh, n=5 à 2h, 3h, 4h et 24h 
* p<0,05 versus HO;** p<0,005 versus HO;§ p<0,0005 versus HO;$ p<0,05 versus 4 heures 



,_. ,_. 

TP% Fil% FV% FVII+X% Fibrinogène gllitre 

HO n=12 92 ±3 98 ± 5 109 ± 11 108 ± 7 4,1 ± 0,3 

1 heure n=lO 79 ±6* 101 ± 15 85 ± 13 99 ± 7 3,8 ± 0,3 

2 heures n=5 59± 7§ 72 ± 14* 67 ± 17* 78 ± 16 3,7 ± 0,3 

3 heures n=5 42 ± 11§ 49 ± 14** 45 ± 14* 56± 16** 3,7 ± 0,5 

4 heures n=5 53 ±4§ 70 ± 2** 52± 4** 65 ± 7** 3,3 ±0,2 

24 heures n=5 64 ± 6** 57± 5** 34 ± 5** 76 ± 5* 5,1 ±0,8 

Tableau VII: Effet de l'injection d'une dose unique d'endotoxine sur les facteurs de coagulation. Variation en fonction du temps. 

*p<0,05 versus HO **p<0,005 versus HO §p<0,0005 versus HO. 
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TP% Fll% FV% FVll+X% Fibrinogène gllitre 

JO n=16 95 ± 3 100 ± 5 126 ± 10 105 ± 6 3,9 ±0,2 

J5 n=16 102 ± 3 132 ± 6** 175 ± 12** 142 ± 7§ 6,7 ± 0,4§ 

J7 n=7 85 ± 7 136 ± 14* 177 ± 27* 140 ± 15* 8,6 ± 2,3* 

Jl4 n=7 106 ±4 103 ± 8 135 ± 20 106 ± 13 4,7 ±0,9 

J21 n=7 91 ± 3 101 ± 5 119±9 88 ±6 3,0 ± 0,4* 

Tableau Vlll: Effet de l'injection d'une dose unique d'endotoxine sur les facteurs de coagulation. Variation en fonction du temps. 

* p<0,05 versus JO ** p<0,005 versus JO 



L'analyse de l'expression du FT monocytaire a été réalisée entre le Sème jour et le 21 ème 

jour. En effet, les prélèvements de sang entre 1 heure et 24 heures n'étaient pas assez 

importants pour isoler suffisamment de cellules nécessaires à la technique. 

Dans les cellules non stimulées (-E), l'expression de FT est augmentée de façon 

significative à JS (110 ± 21 versus 25 ± 7 mU FT/1000 monocytes à JO, p<0,005) et augmente 

encore à J7 (140 ± 49 mU FT/1000 monocytes, p<O,OOS versus JO). L'expression de FT se 

normalise ensuite progressivement (65 ± 28 mU FT/1000 monocytes à J14 et 30 ± 10 mU 

FT/1000 monocytes à J21) (Figure 24A). 

Dans les cellules stimulées (+E), l'activité FT augmente de façon significative à JS et à J7 

(209 ± 34 mU FT/1000 monocytes à J5 ; 358 ± 90 mU FT/1000 monocytes à J7 versus 80 ± 

17 mU FT/1000 monocytes à JO, p<O,OOS et p<O,OOOS respectivement). La réponse à 

l'endotoxine in vitro est donc encore plus élevée que la réponse in vivo. L'expression se 

normalise ensuite (115 ± 65 mU FT/1000 monocytes à J14 et 81 ± 17 mU FT/1000 

monocytes à J21). Les résultats sont similaires lorsqu'ils sont exprimés par millilitre de sang 

(Figure 24B). 

L'analyse des coupes tissulaires montrent que 4 heures après l'injection d'endotoxine, le 

FT est exprimé par les CMLs de la média et par les cellules endothéliales de l'intima (Figure 

25A), comme le montre l'intensité du marquage. Nous pouvons également observer une forte 

intensité de marquage à JS (Figure 25B). 
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Figure 25: Mise en évidence du FT sur une coupe d'artère 
de lapin après injection d'une dose unique d'endotoxine. 

Une coupe d'artère 4 heures après l'injection est représentée en A. En B est représentée une 
coupe d'artère 5 jours après l'injection. 

L'adventice (A), la média (M) sont représentés. L'intima est indiquée par une flèche . 
Le marquage est intense en A et en B pour l'ensemble de l'artère. 
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V -3-2 Discussion 

Nos résultats déterminés durant les premières 24 heures confirment ceux obtenus par 

d'autres équipes chez le lapin et chez le babouin (236,241). Nous avons observé une baisse 

généralisée des paramètres étudiés, en particulier une leucopénie, une diminution du nombre 

de monocytes, une réduction progressive du nombre de plaquettes ainsi qu'une diminution 

des facteurs de la coagulation excepté pour le fibrinogène. 

Nos principaux résultats démontrent un état procoagulant prolongé une semame après 

l'injection d'une dose unique d'endotoxine, alors que les manifestations cliniques du choc 

endotoxinique ont disparu. Cet état est médié par l'expression de FT dans les monocytes 

sanguins, les cellules endothéliales de l'intima et les CMLs de la média. De plus, la réponse 

des monocytes sanguins à la stimulation in vitro par 1' endotoxine est encore augmentée par 

rapport aux cellules non stimulées. Les paramètres physiologiques associés à la coagulation 

qui ont été étudiés sont également très élevés. Après 14 jours, 1' expression de FT diminue et 

se stabilise après 21 jours à des valeurs normales. Les autres paramètres diminuent dans le 

même temps. 

L'injection d'endotoxine induit rapidement la synthèse de différentes cytokines en 

particulier le TNFa. et l'IL-1j3. Ces cytokines sont capables d'induire in vitro l'expression de 

FT par les monocytes et les cellules endothéliales (46-47,63). Nous avons pu constater une 

hémolyse se produisant à partir de la 24ème heure suivant l'injection d'endotoxine et qui se 

prolonge dans le temps. Cette hémolyse conduit à la génération d'hémoglobine libre. Or, il a 

été démontré in vitro que l'hémoglobine libre pouvait former un complexe avec l'endotoxine 

et amplifier l'expression de FT des cellules endothéliales stimulées par l'endotoxine (65). 

L'hémolyse produite après l'injection d'endotoxine pourrait par une boucle d'amplification 

augmenter 1 'expression de FT par les monocytes et les cellules vasculaires. Cette 

amplification est également possible par la production de PAF par les cellules activées. En 
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effet, comme nous l'avons montrée dans une étude précédente, le PAF est capable d'amplifier 

1 'expression de FT par les monocytes et les cellules endothéliales stimulées in vitro par de 

l'endotoxine (346). L'injection d'endotoxine et le processus inflammatoire qui en découle 

sont liés au processus d' apoptose. En effet, 1 'endotoxine provoque la mort des cellules 

endothéliales d'aorte de rat (347). Le TNF a provoque également la mort cellulaire in vitro 

(348). Or, l'apoptose est associée à un état procoagulant sans doute par l'altération des 

membranes cellulaires (67,209-210) ce qui pourrait expliquer cette expression de FT 

prolongée à J5 au niveau des cellules endothéliales et des CMLs des artères de lapin. Les 

monocytes sont également capables de disséminer 1' activité procoagulante en libérant des 

vésicules contenant du FT en grande quantité et des protéines d'adhésion qui leur permettent 

de se fixer et d'activer les cellules endothéliales (173). De plus, ce processus est amplifié par 

l'endotoxine (174). Un marquage histochimique des artères nous confirmerait la présence ou 

non de ces vésicules. 

L'infection bactérienne, par la prolongation de l'état procoagulant des monocytes 

circulants et des cellules vasculaires, pourrait jouer un rôle important dans 1 'athérosclérose. 

De plus, ces effets à distance sont à surveiller, car nous avons observé un effet « mémoire » 

des monocytes qui lors de la stimulation in vitro par 1' endotoxine expriment encore plus de 

FT. L'expression de FT par les cellules vasculaires et les monocytes pourraient donc être 

beaucoup plus importante à la suite d'une seconde infection rapprochée. 
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Le FT est l'activateur le plus puissant de la coagulation connu à ce jour favorisant son 

initiation. L'exposition intravasculaire de FT pourrait participer à l'évolution de processus 

pathologiques et de façon active à l'initiation ou au développement d'une thrombose. 

Le modèle expérimental que nous avons choisi se rapproche de la pathologie humaine et 

nous a permis de mettre en évidence la modulation d'expression du FT monocytaire et 

vasculaire par différents produits susceptibles d'être utilisés en prévention du processus 

d'athérosclérose. Or, la modulation pharmacologique peut avoir des effets contradictoires. 

Ainsi, le bFGF, favorisant la réendothélialisation fonctionnelle, peut d'un autre côté 

augmenter le potentiel thrombogène de ces cellules. D'autres agents déjà utilisés en 

pathologie vasculaire tels que l'aspirine, les statines ou des inhibiteurs de l'angiotensine Il 

pourraient également influer sur l'expression cellulaire du FT et donc moduler le potentiel 

thrombogène de ces cellules. Si l'une de ces hypothèses se confirmait, ceci apporterait un 

éclairage nouveau sur leur mode d'action connus ou supposés bénéfiques dans la prévention 

des accidents aigus de l'athérosclérose, et ouvrirait la porte à de nouveaux rationnels 

d'utilisation, voire de modulation de posologie, ou au développement d'agents spécifiquement 

actifs sur cet aspect nouveau de la pathologie vasculaire artérielle. Ainsi, le FT et le complexe 

FT/FVII seront probablement une des cibles des traitements antithrombotiques futurs par la 

modulation d'expression ou par modification de l'activité FT. 

Il faut également tenir compte des autres propriétés du FT et en particulier son rôle dans 

1' angiogénèse. Il pourrait participer à la prolifération cellulaire et à la néovascularisation des 

plaques athéroscléreuses soit par un effet direct soit par transduction d'un signal en tant que 

récepteur. Le FT pourrait aussi jouer un rôle capital dans le processus de cancérogénèse. Il 

semble donc nécessaire d'approfondir nos connaissances sur ses fonctions potentielles, 

différentes de son rôle d'initiateur de la cascade de la coagulation. 
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