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ATI : Arteres Thoraciques Internes
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L'utilisation de greffons artériels (Artére Thoracique Interne (Ati)) et/ou veineux est habituelle
au cours de pontages coronaires.1) L'hyperplasie intimale (HI) d'une veine est un mécanisme
adaptatif lorsque la veine est soumise a un flux artériel. Certaines solutions de conservation
semblent limiter cette HI dans des études in vitro. 2) Deux types de circulation extra-corporelle
(CEC) sont utilisables : CEC centrifuge dite non pulsée et CEC a galets dite pulsée. L'absence de
pulsatilité est a I'origine d’'une réaction inflammatoire systémique et créée une altération du
tonus myogénique d’artéres intermédiaires chez le rat. L'objectif de ce travail était :1)
comparer les solutés de conservation sur des veines implantées en position aortique chez le rat.
2) évaluer l'impact des flux générés par les pompes de CEC sur la fonctionnalité endothéliale
des ATIs et la réaction inflammatoire systémique. 1) L'implantation d’un greffon veineux
conservé dans du sérum hépariné ou du sang autologue hépariné ou dans une solution anti-
oxydante type GALA était a l'origine d’'une hyperplasie intimale entrainant une occlusion du
greffon dans plus de 50% des cas. Une réaction inflammatoire pariétale importante était
retrouvée au niveau de la veine et de I'aorte abdominale distale. 2) La réactivité vasculaire était
conservée quel que soit le type de pompes. Une réponse inflammatoire systémique est observée
alors que le niveau d’inflammation n’était pas modifié dans les artéres. En conclusion, 1)
|'utilisation d’une solution anti-oxydante ne permet pas de réduire significativement le risque
d'hyperplasie intimale lorsque le greffon veineux est implanté en position artérielle 2)
I’'exposition d'une ATi a une pompe centrifuge et a galets ne modifie pas la réactivité vasculaire
ni la fonctionnalité endothéliale.

mots-clés : Veine, Solutions de conservation, Hyperplasie Intimale, Artére, Réactivité vasculaire, Pulsatilité

Internal thoracic arteries (ITAs) and venous grafts are commonly used in coronary artery
bypass grafting. 1) Intimal hyperplasia (IH) constitutes an adaptative mechanism observed
when saphenous vein graft is exposed to arterial blood pressure. Storage solutions aiming on
decreasing this IH have been identified in previous in vitro studies. 2) Cardio pulmonary bypass
can be performed using either a centrifugal pump, with a non -pulsatile flow or a roller pump,
producing a pulsatile flow. Non pulsatile flow was showed to induce a systemic inflammatory
response therefor damaging the myogenic tone of resistance arteries in a rat model. The aims
of this study were: 1) To compare the impact of storage solutions on saphenous vein grafts
implanted in aortic position in a rat model. 2) To evaluate the impact of the flow generated by
pumps on endothelial functionality of ITAs and the systemic inflammatory response. 1) IH and
graft thrombosis occurred in more than 50% of cases when venous graft was stored in
heparinized saline solution, autologous heparinized blood or GALA anti-oxydant solution, and
implanted in arterial position. A parietal inflammatory response was observed in venous graft as
well as distal abdominal aorta. 2) Vascular reactivity was conserved whatever the pump used.
Systemic inflammatory response was observed while the intraparietal inflammatory was not
modified in the graft. To conclude, 1) the use of GALA anti-oxydant solution did not decrease
the risk of intimal hyperplasia when venous graft is exposed to arterial blood flow 2) exposure
of internal thoracic artery to centrifugal and roller pumps did not affect endothelial functionality
nor vascular reactivity.

keywords : Vein, Storage solutions, Intimal Hyperplasia, Artery, Vascular Reactivity, Pulsatility
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Introduction générale



Depuis la seconde guerre mondiale, les maladies cardiovasculaires constituent la premiére
cause de mortalité dans le monde. Selon les données de 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) publiées en 2012, 7,4 millions de personnes sont décédées d’une cardiopathie
ischémique ; 6,7 millions d’un accident vasculaire cérébral ischémique. En France, selon le
dernier rapport 2014 de I'INSEE (Institut National de la Statistique et des Etudes
Economiques), les maladies de 1’appareil circulatoire constituent 25% des causes totales de
mortalité venant juste aprés les causes tumorales. En 2013, 33400 personnes sont décédées
d’une cardiopathie ischémique dont 14000 femmes. L’amélioration de la prévention primaire
et de la prise en charge des syndromes coronariens a, cependant, permis une diminution de
22.5% de la mortalité sur les dix dernieres années.

Le programme MONICA (Multinational monitoring of trends and determinants of
Cardiovascular diseases) de surveillance des cardiopathies ischémiques, mis en place au
milieu des années quatre-vingt sous 1’égide de I’'OMS (MONICA-Monograph and multimedia
sourcebook — World’s largest study of Heart disease, stroke, risk factors, and population
trends 1979-2002. WHO, Genva, 2003), a démontré, en 10 ans, une baisse significative de la
mortalité coronaire dans le monde d’environ 2% par an.

Malgré le développement des techniques d’angioplastie coronaire, les pontages coronaires
gardent une place prépondérante dans la prise en charge de la maladie coronaire. En 2014, la
Société Frangaise de Chirurgie Thoracique et Cardiovasculaire édite son rapport d’activité
issu de la base de données ¢lémentaires. Entre le 01/01/2012 et le 31/12/2012, 14884 patients
ont été opérés de pontages coronaires avec un taux de mortalité de 1,97% quel que soit le
degré d’urgence.

L’utilisation d’arteres de petits calibres telles que les arteres thoraciques internes (ATI) et de
veines saphenes internes constitue les greffons vasculaires les plus usuels dans cette activité

chirurgicale. La perméabilité du greffon vasculaire a long terme dépend de facteurs multiples.
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Les greffons saphénes restent largement utilisés avec un risque d’occlusion, survenant la
premicre année, estimé entre 15% et 26% selon les auteurs (1). L hyperplasie myo-intimale a
I’origine des sténoses et occlusion des greffons saphenes (ou « maladie du greffon »), est la
résultante de ’accumulation des cellules musculaires lisses et de matrice extracellulaire dans
I’intima de la veine. Cette hyperplasie intimale est a I’origine des récurrences d’ischémie
myocardique (2). L’altération du fonctionnement endothélial résulte de 1’activation
plaquettaire ; elle joue également un réle important dans le risque d’occlusion tardive.
Plusieurs parametres ont été retrouvés pour expliquer I’altération de la structure et de la
fonction des greffons veineux :

- La qualité du greffon (varices, dilatation)

- Les modalités de prélévements, a ciel ouvert ou endoscopique, cette derniere méthode
ayant débouché sur des résultats médiocres de perméabilité a 1 an (3, 4)

- La durée entre le prélevement et la reperfusion, correspondant a la durée d’ischémie
tissulaire qui peut parfois varier entre 1 a 2 heures (2), et la production de Iésions
radicalaires in situ (5)

- La composition et la température du liquide de conservation du greffon saphene (2).

- La technique de suture distale des anastomoses coronaires, les anastomoses veineuses
séquentielles donnant de moins bons résultats a 1 an de suivi, que les anastomoses
termino-latérales simples (6)

- Enfin, le positionnement de 1’autogreffe veineuse en position artérielle soumettant

I’endothélium a des niveaux de pression pouvant endommager les pontages (5).

Les greffons artériels de leur coté ne sont pas soumis a des variations importantes de pression
lors de leur mise en charge en fin de procédure chirurgicale. Les ATI prélevées in situ ne sont
pas soumises a une séquence d’ischémie-reperfusion comme peuvent I’étre les greffons

saph¢nes.
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En 2012, 85,9% des procédures de revascularisation coronaire ont été réalisées sous
circulation extra-corporelle (CEC) selon les données Epicard. Les pompes de perfusion
artérielle en CEC sont :
- Occlusives : encore largement utilisées, elles sont constituées de 2 galets qui tournent
autour d’un tuyau en PVC provoquant un flux par compression du sang
- Non-occlusives : par étirement ou centrifuge, entrainent moins d’hémolyse et sont

issues de I’assistance mécanique.

Les pompes a galets produisent un flux pulsé (7) et peuvent étre réglées pour renforcer ou non
le débit pulsé. La pulsatilit¢ d’un flux dépend plus du gradient d’énergie que du gradient de
pression (8). Durant I’opération, 'utilisation d’une pompe centrifuge générant un flux non
pulsé est associée a une augmentation de la réponse inflammatoire (activation du complément
et des neutrophiles) et ce pour des raisons encore mal ¢élucidées (9). Une récente étude a
montré, sur un modele in vitro, que la perte de pulsatilité dans une artére mésentérique de rat
(artere de résistance), indépendamment du flux ou de la pression, génére apreés 30 minutes une
réponse inflammatoire pariétale liée a un stress oxydatif pouvant étre supprimé par
I’utilisation d’anti-oxydant (tempol) (10). Lors d’une CEC pour pontage, la phase opératoire
pendant laquelle la pulsatilité générée par le ceeur est abolie correspond a celle du clampage
aortique lorsque 1’activité cardiaque native a cessé du fait de la cardioplégie. La pulsatilité
résiduelle dans le systéme vasculaire au cours du clampage aortique est donc sous la seule
dépendance de la pompe artérielle utilisée. Watarida et al. ont montré chez des patients opérés
de pontages aorto-coronariens que 1’élévation des concentrations circulantes d’endotoxine

circulante était corrélée a la durée de clampage en présence d’une CEC non pulsatile (11).
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Préambule :

Les greffons artériels et veineux font partis de notre quotidien de chirurgien.

Une veine qui trempe pendant plusieurs minutes dans un liquide sur le coin de la table,
connait-elle déja un processus de détérioration ? La fagon de prélever une artere thoracique
interne peut-elle influencer les résultats postopératoires de mes patients ? Lorsque [’arbre
vasculaire est dépourvu de tout phénomene pulsatile pendant la phase de clampage aortique,
cela a t’il une incidence sur les greffons artériels implantés chez mes patients ?

Toutes ces questions posées constituent a la génese de ce travail et peuvent étre regroupées

sous la question suivante :« peut-on encore améliorer nos pratiques ? »

« L’esprit cherche et c’est le coeur qui trouve ».
George Sand
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Rappels historiques et bibliographiques
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1. LES PONTAGES CORONAIRES

1.1. Historique

La chirurgie cardiaque moderne est née il y a un peu plus de 50 ans. Pourtant les atteintes
valvulaires et les cardiopathies congénitales étaient déja connues dés le début du XXéme
siecle.

En 1810, Dominique-Jean Larrey, médecin et chirurgien militaire de la Grande Armée de
Napoléon I?, réalisa sur un champ de bataille le premier drainage péricardique. Ce premier
acte sur le cceur s’inscrit pourtant dans un contexte ou théologiens et philosophes considérent
le cceur non pas comme un organe mais plutét comme 1’écrivait Pascal, une « intuition
supérieure qui, par opposition a la raison, permet de « sentir » les plus hautes verités,
notamment la présence de Dieu ». De son coté, Théodore Billroth, médecin en 1880, affirma
« qu’un chirurgien qui cherche a suturer les plaies du coeur mérite de perdre la considération
de ses confreres ». De la méme facon, James Paget, publia en 1897 dans Surgery of the
Chest, cette phrase : « la chirurgie du cceeur représente la limite offerte par la nature a toutes
les chirurgies. Aucune nouvelle méthode ni aucune découverte ne pourra dépasser les
difficultés naturelles concernant le cceur ». Cette publication fait suite a la premicre suture
d’une plaie du ventricule droit réalisée par Ludwig Rehn en 1896 a Francfort.

Ces hommes visionnaires, souvent critiqués et attaqués, ont malgré tout permis de considérer
le cceur comme un organe. Le développement des techniques de circulation extra-corporelle
(CECQ), la chirurgie des valvulopathies et des cardiopathies congénitales a conduit aujourd’hui
a considérer la chirurgie cardiaque comme une chirurgie siire et « protocolaire ».

Dans le domaine de la maladie coronaire, Alexis Carrel réalisa, en 1910, les premicres
anastomoses vasculaires entre 1’aorte thoracique descendante et la coronaire gauche, grace a

un segment d’artére carotide sur un chien.
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Alexis Carrel (1873-1944)

Vladimir Demikhov, a réalis¢ en 1952 en Russie une anastomose d’une artére thoracique
interne sur la coronaire gauche d’un chien (12, 13)

En clinique humaine, différentes méthodes chirurgicales ont été proposées pour réduire les
douleurs angineuses ; certaines d’entre-elles, visant a obtenir la dénervation du cceur en
injectant de I’alcool ou des substances nocives dans le tissu nerveux de la région para-
vertébrale voire en réalisant la résection de ganglions sympathiques (Mayo et Handley en

1913, Ionescu en 1916 (14)).
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Cutler, en 1932, a proposé la réalisation de thyroidectomie totale ou subtotale, afin de réduire
le métabolisme cardiaque. Certains proposerent ’application de différents tissus, mis en
contact avec le myocarde, afin de créer une néovascularisation. On retiendra ’utilisation du
muscle grand pectoral, de I’épiploon (Beck) (15), I’estomac, le jéjunum (O’Shaughnessy) (16)
ou encore le poumon (Lezius). D’autres, réalisérent des ligatures du sinus coronaire afin de
créer une congestion veineuse et, ainsi, de modifier la microcirculation myocardique (Mercier
Fauteux, chirurgien canadien (17)) ou encore, des ligatures d’artéres thoraciques internes afin
d’augmenter la pression de la perfusion de la circulation collatérale non coronarienne (Fieschi
(18)).

Apres la seconde guerre mondiale, la premiére greffe d’une arteére thoracique interne (ATI)
permettant une revascularisation myocardique, fut réalisée par Vineberg qui enfouissait
I’artére dans I’épaisseur du myocarde. Méme si on est loin des performances des greffons tels
que nous les utilisons de nos jours, des cas de perméabilité des ATIs ont été rapportés en
doppler a 25 ans, des angiographies ayant montré le développement d’une microcirculation
importante a 10 ans (Figure 1). William Longuemire en 1958, réalisa la premiere
endartériectomie d’une interventriculaire antérieure aidée largement par les premicres
angiographies coronaires effectuées par Mason Stones. C’est finalement Robert H. Goetz,
chirurgien allemand, qui effectua la premiére implantation d’une ATI sur un Etre humain.
N’étant pas pro-nazi en 1935, le gouvernement allemand en place refusa de lui délivrer son
diplome de médecine. Il décida de se réfugier alors aux Etats-Unis apres un périple Européen.
C’est ainsi qu’a New-York, Goetz réalisa I’anastomose d’une ATI droite sur 1’artére coronaire
droite chez un patient qui survécu pendant 1 an. En URSS, a Leningrad, Vladimir Kolessov
procéda au deuxiéme pontage coronaire utilisant une ATI sur une interventriculaire
antérieure. Il publia en 1976, une série de 108 patients opérés. Favalero, de son coté, réalisa le

premier pontage veineux a ’aide d’une veine sapheéne interne. Quant & Flemma Jonhsen-
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Lepley, il effectua le premier pontage séquentiel. Parallélement, Andréas Gruentzig présenta
en novembre 1977, a I’American Heart Association (AHA), les résultats des quatre premieres

angioplasties coronaires. La chirurgie cardiaque coronaire telle que nous la pratiquons de nos

jours, était née.

Fig 1. The radiograph included in several of Dr Vineberg's early re-
ports showing filling of multiple coronary arteries 4 months after in-
jection of solution into the implanted left internal mammary artery.
(Reprinted from Can Med Assoc | 1946,55:117-9, by permission of
the publisher.) '

THE VALUE OF SURGICAL TREATMENT OF CORONARY
ARTERY OCCLUSION BY IMPLANTATION OF THE
INTERNAL MAMMARY -ARTERY INTO THE

.~ VENTRICURAR MYOCARDIUM
An Experiments! Study -
ARTHUR M. VINEBERG, M.D, snd PAUL H. NILOFF, M.D., Montreal, Quebec

Fig 2. Title page from the article in Surgery, Gynecology and Ob-
stetrics in 1950 [5]. (By permission of Surgery, Gynecology & Ob-
stetrics.)

Figure 1 : controle angiographique de la procédure de Vineberg

18



1.2. Indications et recommandations de la chirurgie coronaire

Les recommandations actuelles de la chirurgie coronaire appliquées en France sont issues des
recommandations européennes ESC/ACTS (European society of Cardiology/European
Association for Cardio-Thoracic Surgery) de 2018 (19).

Les indications de revascularisation par chirurgie ou angioplastie, dans le cadre d’une maladie
coronaire stable prennent en compte: le nombre d’artéres atteintes, I’atteinte du tronc
commun coronaire gauche et le score SYNTAX et doivent étre intégrées au cours d’une

discussion de la Heart Team.

Recommendation for the type of revascularization in patients with stable coronary artery disease with suitable coro-
nary anatomy for both procedures and low predicted surgical mortality®

Recommendations according to extent of CAD CABG PCI

Class® | Level® | Class® | Level®

One-vessel CAD

Without proximal LAD stenosis.

With proximal LAD stenosis.*'0"13%-1%4

Two-vessel CAD

Without proximal LAD stenosis.

With proximal LAD stenosis.*7%7*

Left main CAD

Left main disease with low SYNTAX score (0-22),5%121122.124145-148

Left main disease with intermediate SYNTAX score (23 - 32).6%121:122124.145-148

Left main disease with high SYNTAX score (>33).¢ 6%121.122124.146-148

Three-vessel CAD without diabetes mellitus

Three-vessel disease with low SYNTAX score (0-22),10%105121.123.124.135.149

Three-vessel disease with intermediate or high SYNTAX score (>22).¢ 10-105.121.123.124.135.149

Three-vessel CAD with diabetes mellitus

Three-vessel disease with low SYNTAX score 0—22,'02105:121.123.124.135.150-157

Three-vessel disease with intermediate or high SYNTAX score (>22).° 10%105.121.123.124.135.150-157

©ESC 2018

SYNTAX score calculation information is available at httpJ//www.syntaxscore.com.

CABG = coronary artery bypass grafting; CAD = coronary artery disease; LAD = left anterior descending coronary artery; PCl = percutaneous coronary intervention;
SYNTAX = Synergy between Percutaneous Coronary Intervention with TAXUS and Cardiac Surgery.

*Class of recommendation.

®Level of evidence.

“PCl should be considered if the Heart Team is concemed about the surgical risk or if the patient refuses CABG after adequate counselling by the Heart Team.

“For example, absence of previous cardiac surgery, severe morbidities, frailty, or immobility precluding CABG (also see Table 5).
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Dans le cadre de syndrome coronarien aigu sans ou avec sus-décalage du segment ST
(NSTEMI/STEMI) le choix de la technique de revascularisation dépend des possibilités

techniques de 1’angioplastie et du degré d’urgence apres appréciation de la Heart team.

1.3. Résultats de la chirurgie coronaire en France

Les résultats concernant ’activité, la mortalité et le nombre d’artéres revascularisées par
patient en France sont issus de la base de données ¢lémentaires de la Société Francaise de
Chirurgie Thoracique et Cardio-Vasculaire (SFCTCV) éditée en 2016 sur les chiffres
d’activité de 1’année civile 2014.

Du 01/01/2014 au 31/12/12014, 11529 patients ont été opérés de pontage coronaire isolé
(données issues des centres ayant participé au registre EPICARD) dont 10350 sous circulation
extra-corporelle (CEC) et 1179 sans CEC. La mortalité 0-30 jours était de 1,42% quel que soit
le degré d’urgence. Le nombre d’artéres revascularisées par patient était de 2,9.

Les différents diagrammes présentés ci-dessous montrent 1’évolution de cette chirurgie au

cours de la derniére décennie.

Nombre de pontages isolés/année

16000
15000 —H
14000
13000
12000
11000

10000 | | | | | | | | | | 1L || |
2002 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14

—- Ponts isolés 11525515435 14540/13821 1507815455 15310] 1472413531 13813( 14486 14183]11529)
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Nombre d’artéres revascularisées

2,95
2,90

2,85 /’l\\
o ———

2,65

2,60 'l 'l B B B B 'l 'l ] il
2002 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14

279|275 | 272|273 28

=~ Nb art. revascularisées 2831282279291 283|276 285

290

Pontages isolés : déces (%)

3,0

2,5

2,0

1.5

1,0

2004 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14

—l- % Décés | 207 251 | 265 | 233 | 241 | 238 | 204 | 208 | 197 | 188 [ 142 |

1.4. Les greffons vasculaires en chirurgie coronaire

Usuellement 3 artéres et une veine peuvent étre utilisées comme greffon vasculaire en
chirurgie coronaire : les artéres thoraciques internes (ATIs), ou artéres mammaires internes ;
les arteéres radiales ; 1’artére gastro-épiploique et la veine saphéne interne. Seuls les ATIs et
les veines saphénes internes seront étudiées, car elles sont les plus fréquemment utilisées. La
figure 2 rapporte le taux de perméabilité des greffons vasculaires en chirurgie coronaire issu

des derniéres recommandations ESC 2018.
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Table9 Graft patency after CABG

Saphenous vein graft 15-95% 65-85% 3-71% 473477
Radial artery 92-9% 90% 63-83% 473474 478-480
Left IMA >95% 90-95% 88-95% 475,480
Right IMA >95% >90% 65-90% 475

CABG = coronary artery bypass grafting; IMA = internal mammary artery.

Figure 2 : taux de perméabilité des principaux greffons veineux et artériels

En 2011, la base de données ¢élémentaires de la SFCTCV rapporte que 58,7% des procédures
ont été associées a 1’utilisation des 2 ATIs (tendance en augmentation), 35,4% avec une seule
ATI et 5,8% de greffons saphénes uniquement. L’utilisation des 2 greffons ATIs concerne
moins de 4% des patients revascularisés aux Etats-Unis, cette tendance s’expliquant par un
risque augmenté d’infection du site opératoire en cas de prélevement de deux ATIs et du

risque de proces qui en découle (24).

2. LES GREFFONS VEINEUX

La fonction d’une veine est d’assurer le retour du sang veineux vers le coeur. La progression
du sang dans la colonne veineuse est assurée par le mouvement des masses musculaires qui
chassent le sang, les valvules issus de I’intima permettant de diriger le flux (Figure 3). La
pression négative intra-thoracique compléte le retour du sang veineux dans le cceur lors des
mouvements inspiratoires.

Sur le plan architectural, la veine a les mémes caractéristiques qu’une artére mais avec

cependant une plus grande compliance, qui permet de déformer largement leur volume.
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L’intima est composé d’un endothélium, doublé d’une basale et d’un tissu conjonctif sous-
endothélial qui va s’épaissir en méme temps que le calibre de la veine. La média est
composée en proportion variable de fibres musculaires lisses, fibres de collagéne et ¢élastique.
La limitante ¢lastique interne est discontinue, la limitante élastique externe n’étant pas visible.
L’adventice des plus grosses veines peut parfois contenir quelques fibres musculaires lisses

longitudinales et des vasa vasorum.

valve ouverte

contraction du
muscle
squelettique

valve fermée

direction du

sang
Figure 3. Fonctionnement d’une veine

Par conséquent, et de fagon chronique, la veine est soumise a un niveau de shear stress
relativement bas alors qu’une fois implantée en position artérielle, elle est soumise a un haut
niveau de shear stress haut entrainant une réaction inflammatoire au niveau endothélial.

Greffon largement utilisé, la veine saphéne interne expose alors a un risque d’occlusion

important et a un risque de résurgence d’ischémie myocardique.
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2.1. Modalités de dysfonction des greffons saphéne

Ces dysfonctions de greffons veineux ou « maladie du greffon » peuvent étre expliquées par
plusieurs parametres :

- La qualité structurelle de la veine (varices, dilatation)

- Les modalités de prélévement, a ciel ouvert ou techniques endoscopiques (4). L’étude de
Rousou L et al. a montré que I’injection de CO2 sous pression afin d’exposer la veine,
entralnait une altération de la mobilisation du calcium en réponse a la bradykinine et de la

production de NO (immunofluorescence, Western Blot)

Esterase
Activity Endothelium
ESVH
Smooth muscle
cells
Endothelial
Injury 5

Endothelium

d

OSVH : Open Saphenous Vein Harvest ESVH : Endoscopic Saphenous Vein Harvest
L’immunofluorescence a montré une altération de la viabilité¢ endothéliale et de la membrane
dans les régions endothéliales et des cellules musculaires lisses (26).

Plus récemment, Ninos Samano et al. ont montré des résultats de perméabilité¢ a 16 ans,

lorsque la veine était prélevée avec son pédicule adipeux et ses vasa vasorum (“The no-touch
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saphenous vein”) (27).

- La durée entre le prélevement et la reperfusion correspondant a la durée d’ischémie
tissulaire qui peut parfois varier entre 1 et 2 heures (2), la production de radicaux libres in situ
associée a une reperfusion entrainant des dommages endothéliaux et des cellules musculaires

lisses (22).

- Les techniques d’anastomose distale des greffons saphénes, les anastomoses séquentielles
entrainant de nombreux greffons occlus a 1 an. L’étude randomisée PREVENT IV (Project of
Ex-Vivo Vein Graft Engineering via Transefection) a permis de comparer la perméabilité des
greffons en fonction du nombre d’anastomose distale ; les pontages séquentiels veineux
montrant plus de dysfonction lorsque le controle angiographique était réalisé et plus

d’évenements cardiaques majeures a 5 ans. (6).

- L’implantation d’une veine soumise initialement a un systéme a basse pression en position
artérielle, cette « artérialisation » entraine dés la mise en charge de la veine une dénudation
endothéliale au 1°" jour avec 1’accumulation d’agrégats plaquettaires en surface, ainsi qu’une
apoptose et nécrose des cellules musculaires lisses dans la média. Il est ¢galement observé
une prolifération de monocytes, prolifération cellulaire intense au 7°™ jour. Ces éléments

constituent la génese de I’hyperplasie myointimale. (23)

- Les solutés de conservation des greffons veineux : lorsque la veine a été prélevée celle-ci est
ensuite conservée dans une solution de conservation a température ambiante (18-20°C)
pendant une durée pouvant varier de 30 min a 2 heures. Les solutés de conservation les plus

usuels sont : le sérum hépariné, le sang autologue hépariné ou des solutions anti-oxydantes.

2.2. L’hyperplasie intimale (IH)
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Greffon largement utilis¢, la veine est soumise au développement d’une inflammation
vasculaire, d’une hyperplasie myointimale et d’une athérosclérose accélérée compromettant
sa perméabilité. D’un point de vue clinique, les dysfonctions de greffons peuvent se séparer
en 2 catégories : les détériorations précoces survenant au cours de la 1°° année post-
implantation et concernent 3 a 15% des greffons et les détériorations tardives, les plus

fréquentes, survenant dans 50 a 60% des greffons au cours des 10 premiéres années.

Technical issues
Early graft failure EC injury

1 month -1 year * Thrombosis
= 3-15% patients

Late graft failure
10m-10yrs

Vasospasm
Surgical trauma
Adhesion cascade
ROS production
Platelet aggregation
EC loss

Increased SS

* ECM synthesis

= Vessel narrowing
and stiffening

* Plaque development

Inflammation:

Neutrophil +

Monocyte

= VSMC proliferation
and migration

* ECM remodelling

EC: endothelial cells; ROS: reactive oxygen species;, ECM: extracellular matrix; VSMC:

vascular smooth muscle cell; SS: shear stress; 10m: 10 minutes,; 2 wks: 2 weeks; 1 yr:1 year

(D’apres Alexander O Ward (Atherosclerosis 2017)) (24).

Les détériorations précoces sont essentiellement liées a des problémes techniques survenues

au cours de la chirurgie endommageant 1’endothélium vasculaire.

2.2.1. Définition
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L’IH survient lors de traumatisme de la paroi du vaisseau. Elle se caractérise par la migration

des CMLs de la média vers I'intima. L’augmentation et 1’activation des MMPs (Matrix-

degrading metalloproteinases) facilitent la migration cellulaire et le remodelage de la matrice

extra-cellulaire (MEC). Une fois dans I’intima, les CMLs proliférent, le tout s’accompagnant

d’une augmentation de dépot de la MEC (collageéne, protéoglycanes mais pas d’élastine).

(Figure 5)
Secs:Mins  Hours DaysWeeks Months Year
Platelet activation and
apegiton Basement membrane degradation
Surgical Trauma € actvation ECopopto) -
f:'pm) K doudatonnd
Aered Ueckooyteadhesionand — rgpopuftion VSMC proliferation and apoptosls

haemodynamic flow

t.a 0
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.‘
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.

=t
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f.’ “‘
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Reactive Oxygen Species

Platelet secretedfactors
(ytokines Colony stimulating factors
Chemokines
Adhesion molecules

v v

Matrix Metalloproteinases
Chemoattractants

Figure 5 : Mécanismes de I’hyperplasie intimale

D’apres Alexander O Ward et al. (Atherosclerosis 2017) (24)
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2.2.2. La cinétique de I’hyperplasie myointimale

L’hyperplasie myointimale ou hyperplasie intimale (IH) est considérée comme une réponse a
I’agression de la paroi interne du vaisseau. Sa formation peut étre décomposée en 3 phases :
suraigiie, aigiie ou chronique (Tableau 1). D’un point de vue histologique, I'TH est définie
comme une migration et une prolifération anormale des cellules musculaires lisses (CMLs)
associées a un remaniement de matrice extra-cellulaire (MEC) (Figure 6). Les CMLs
s’amassent entre 1’endothélium et la limitante élastique interne. Cette modification de

I’architecture vasculaire est une forme de remodelage vasculaire.

Vessel lumen Vessel Wall

Stage | : Hyperacute (minutes to hours) | Endothelial cell denudation | SMC injury
Platelet aggregation Activation of SMCs

Release of growth promotors | Proto-oncogene expression

Stage Il ; Acute (hours to weeks) Organization of thrombosis | Medial SMC replication
Endothelial cell ingrowth Medial SMC migration
Release of growth inhibitors | Infiltration of leukocytes
Progenitor cell deposition Infiltration of adventitial cells
Infiltration of progenitor cells
Synthesis of growth promotors

Synthesis of growth inhibitors

Stage Il : Chronic (weeks to months) | Re-endothelilization Intimal SMC replication
Change in luminal Intimal SMC synthesis of ECM
dimensions Remodeling of ECM

Synthesis of growth inhibitors

Vessel remodeling

Tableau 1: Les trois phases de I’hyperplasie intimale (d’aprés Cronenwett et al. 2010 ;

Rutherford’s Vascular Surgery)
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Figure 6: Coupe histologique d’une veine; aspect d’une
hyperplasie intimale : néointima liée a 1’accumulation de cellules musculaires lisses,
entrainant une augmentation de I’épaisseur de la paroi et une diminution de la lumiére du

vaissseau

2.2.3. Role de ’endothélium dans ’hyperplasie intimale (Figure 7)

Migration of smooth
muscie into intima
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Figure 7. Réponse vasculaire a D’aggression. Comprehensive vascular endovascular

surgery (Hallet 2009)

Les cellules endothéliales jouent un role primordial dans la régulation de 1’homéostasie
vasculaire, de la protection du vaisseau contre 1’inflammation et les phénoménes pro-
coagulant. Le NO (nitric oxyde) et les prostaglandines (PGI2) sont fondamentaux dans le
maintient du tonus vasculaire, ainsi que la régulation de la viabilité de I’endothélium et de la
prolifération des CMLs. La dérégulation de la balance du NO a de profonds effets sur la paroi
du vaisseau particulicrement dans le contexte des dysfonctions des greffons saphénes. Cette
dérégulation entraine une augmentation de la production de ROS (Reactive Oxygen Species)
et en particulier de superoxyde (O»-) principalement grace a eNOS couplée aux actions
combinées de NADPH oxydase (NOX) et des enzymes arginases. L’augmentation du
superoxyde O»- est relativement fréquente dans certaines pathologies vasculaires. Elle
intervient directement dans la prolifération des CMLs, qui dans un contexte de dysfonction
endothéliale constitue un facteur favorisant d’athérosclérose. L’augmentation de O;. est liée
au piégeage de NO sous sa forme peroxynitrite ONOO- et directement régulée par la
prolifération des CMLs laquelle débute un environnement propice au développement d’un
processus d’athérosclérose (25). Par ailleurs, deux facteurs de transcriptions, KLF2 (lung
Kruppel-like factor 2) et Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor), ciblant certains génes
impliqués dans les réponses anti-oxydantes et de défense cellulaire (en particuliers eNOS et
HO-1 (heme-oxygenase-1)) jouent un réle primordial dans le maintien de la balance d’oxydo-

réduction. (34)

Une fois activées, les cellules endothéliales initient un processus complexe d’adhésion de
molécules, cytokines et un recrutement de cellules inflammatoires. L’activation endothéliale,

débutant des le prélevement du greffon veineux, liée aux phénomeénes de vasospasme, de
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traumatisme chirurgical et d’ischémie tissulaire, puis dés que la veine est soudainement
soumise au flux artériel. L’activation endothéliale résulte d’une cascade d’adhésion
caractérisée par la rapide expression de chémokines MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein
1), Pexpression de molécules d’adhésion incluant la famille des sélectines (E-selectin et P-
selectin), des molécules d’adhésion cellulaire : ICAMI1 (intracellular adhesion molecule 1),
PECAMI1 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1) et VCAMI1 (vascular cell adhesion

molecule 1) (27, 28).

L’activation initiale de I’endothélium entraine un recrutement rapide de leucocytes favorisé
par les modifications de I’homéostasie du calcium Ca?" et D’activation de RHO (Ras
homologue) qui li¢ aux ligands des récepteurs de la protéine G (GPCRs) entraine une
destruction des lésions serrées entre les cellules endothéliales et les GTPases, alors que
I’augmentation du Ca?" intracellulaire facilite le mouvement de la P-selectin vers la lumiére
du vaisseau. Ces actions rapides des GPCRs et du calcium facilitent la migration trans-
endothéliale des leucocytes. Cette réaction inflammatoire aigiie (réaction de type 1) survient

environ 10 minutes apres le stimulus.

L’activation inflammatoire prolongée des cellules endothéliales nécessite I’action prolongée
d’un stress physiologique ou de cytokines telles que MAPKs (Mitogen activated protein
kinases) et de facteurs de transcription pro-inflammatoires : NF-kB (Nuclear factor kappa B)
et AP-1 (Activating protein 1), intervenant dans I’expression de certains génes impliqués dans
la réaction inflammatoire, de cytokines, chemokines et de métalloprotéases. Cette réaction

inflammatoire survient entre 10 minutes et 24 heures apres le traumatisme endothélial.

2.3. Les forces hémodynamiques exercées sur la paroi veineuse
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L’utilisation d’une veine comme greffon, en vue d’une revascularisation artérielle, impose
au vaisseau de changer les modalités des forces hémodynamiques exercées sur sa paroi,
telles que le shear stress et le cyclic strain, intégrant débit et pression et agissant comme

régulateurs de ces fonctions vasculaires.

2.3.1. Le Shear Stress

2.3.1.1. Définition

Le shear stress (ou contrainte de cisaillement - en Frangais littéral) est une force de friction

résultant de la mise en mouvement du sang, dont le vecteur s’applique tangentiellement sur la

paroi (Figure 8).

Shear Stress

\\\,\ uw@\ D
CE : cellules endothéliales

Figure 8 : Schéma du shear-stress au contact des cellules endothéliales

Sa modélisation mathématique est la suivante : T = 4“0 /Tt 1'3

7 : shear stress en dyn/cm?
j : viscosité du fluide en dyn.s/cm?
Q : débit du fluide en ml/s

R : rayon du vaisseau en cm
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L’intensité du shear stress varie en fonction du cycle cardiaque. Ainsi, dans les artéres
I’amplitude du shear stress se situe a environ 20 dynes/cm? alors que dans les veines, celui-ci
varie entre 1,5 et 6 dynes/cm? (29). Au niveau des bifurcations artérielles ou crosses, la
trajectoire du flux sanguin n’est pas rectiligne, le flux laminaire est interrompu au profit de
zones de turbulences et de recirculations, elles-mémes soumises aux variations du cycle

cardiaque (30).

2.3.1.2.  Shear stress et cellules endothéliales (CE)

La réactivité des cellules endothéliales au shear stress joue un role majeur dans les
mécanismes impliquant des variations du débit sanguin tels que I’angiogénese, le remodelage

vasculaire et 1’athérosclérose (31-33).

En fonction du type de flux, I’impact sur les cellules endothéliales est différent : ainsi, un flux
laminaire aura tendance a stabiliser en phase Go et G; les CE, alors qu’un flux turbulent
augmentera le turn-over cellulaire et une diminution du flux provoquera une apoptose
cellulaire. Le tableau suivant, résume l’effet du shear stress sur la biologie des CEs en

fonction du mode d’écoulement du fluide (Tableau 2).
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Tableau 2 : Biologie des cellules endothéliales en fonction du mode d’écoulement des

fluides — impact du shear stress (34)

Laminar flow / high Disturbed flow / low or
shear stress reciprocating shear stress
— | J6
EC
@\
Vasoactivity Vasodilation Vasoconstriction
Turnover rate Low High
Macromolecular permeability & LDL uptake Low High
DNA synthesis Low High
Morphology Elongated & aligned Polygonal
Expression of adhesion molecules, inflammatory & chemokine genes Low High
Expression of antioxidant genes High Low
WBC adhesion and platelet aggregation Inhibition Promotion
Oxidative stress/ROS Low High (Sustained)
VSMC activation Low High
Wound repair: Endothelization Promotion Retardation
Heterogeneity Low High
Fibronectin/fibrinogen deposition Low High
Atherosclerosis & thrombosis Prevention Promotion

Le signal émis par le shear stress et la réponse qui en découle au niveau de la cellule
endothéliale, implique de nombreuses voies de transduction provoquant des modifications

morphologiques et fonctionnelles des CEs et I’activation de facteurs de transcription (Figure

9
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Figure 9 : Les signaux de transductions activés par le shear stress. R, recepteur; G,
protéine G, AC, adénylate cyclase; cAMP, adénosine monophosphate cyclique; ATP,
adénosine triphosphate; TK, tyrosine kinase; PL, phospholipides; PLA2, phospholipase A2;
AA, acide arachidonique; PG, prostaglandine; PLC, phospholipase C; IP3, inositol 1,4,5-
triphosphate; DG, 1,2-diacylglycerol; PKA, proteine kinase A; CaM-K, calmodulin kinase;
PKC, proteine kinase C; PI3-K, phosphatidylinositol 3-phosphate; Ras and Raf, petite
protéine G; MEK, MAP kinase-ERK kinase; MEKK, MAP kinase-ERK kinase kinase; ERK,
extracellular signal-regulated kinase; JNK, c-jun N-terminal kinase; p38 MAPK, mitogen
activated kinase; Sos and Grb2, adaptor proteins, FAK, focal adhesion kinase; O2— and
H202, reactive oxygen species;, CREB/ATP, cAMP-responsive element-binding
protein/activating transcription factor; NF-xB, nuclear factor k B; Jun & Fos family (AP-1),
facteurs de transcription.

D’aprés Ando et Yamamoto (35).
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La mécanotransduction du signal associe plusieurs récepteurs. Les canaux ioniques impliqués
sont K" ou CI" provoquant en fonction de leur charge une hyper- ou une dépolarisation de la
membrane plasmatique (36, 37). Des canaux Ca?" ont également été identifiés tels que les
canaux P2X-purinoreceptor (38) et trp (39). Le shear stress peut également entrainer
I’activation de récepteurs couplés aux protéines G (40), aux protéines G elles-mémes (41) et
des récepteurs tyrosine kinase comme VEGFR2 (Vascular endothelial growth factor 2) et
I’angiopoietin récepteur TIE-2 (42).

Le shear stress agit également sur les protéines d’adhésion (intégrines, PECAM-1, VE-
cadherin) localisées au niveau des jonctions cellules-cellules et cellules-matrice qui
participent donc aussi a la mécanotransduction.

Au niveau cellulaire, les microtubules et les filaments d’actine du cytosquelette initient un
signal lors de la déformation mécanique de la cellule (43).

Le glycocalyx a également été suspecté d’interargir avec le shear stress, car celui-ci est
composé¢ de macromolécules et situé a la surface luminale des CEs sous forme de cils, le flux
sanguin balayer ceux-ci et transmettre le signal dans la cellule par I’intermédiaire du
cytosquelette (44). Les caveolae, en particulier la protéine caveolin-1 (microdomaine
membranaire) sont également impliqués dans la transduction du shear stress. Le schéma ci-

dessous illustre les différents mécanotransducteurs de la cellule endothéliale (Figure 10).
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Figure 10 : Mécanotransducteurs impliqués dans la transmission du

stress au niveau d’une cellule endothéliale (35).
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2.3.1.3.  Shear stress, cellules musculaires lisses et fibroblastes

Cell membranc

signal du shear

Contrairement aux cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses (CMLs) situées dans

la média et les fibroblastes situés dans I’adventice ne sont pas directement au contact avec le

flux sanguin et donc le shear stress. Ainsi, dans un contexte physiologique, 1’interaction entre

le shear stress, les CMLs et les fibroblastes ne peut se faire que par I’intermédiaire des CEs.

En condition pathologique, comme une inflammation, une désendothélialisation ou une

hyperperméabilité induite du vaisseau, le shear stress peut directement interagir avec les

CMLs et les fibroblastes par un flux intersticiel (Figure 11)
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Figure 11 : Différents mécanismes d’interaction entre le shear stress, les cellules
musculaires lisses et intersticiels; EC: cecllules endothéliales, SMC: CMLs; FB:

fibroblastes (45)

Au niveau des CMLs, le shear stress entraine un relargage du PDGF (platelet derived growth
factor) et du FGF-2, la production de prostaglandines PGE2 et PGI2 et de NO (46-49).
Lorsque le niveau de shear stress est €levé, il est observé une augmentation de I’expression du
tissue plasminogene activator (tPA) alors qu’en cas de faible niveau de shear stress son
expression est diminuée (50).

La disposition des CMLs et en particulier leur alignement par rapport au flux jouent un role
prépondérant. Un shear stress laminaire entraine une apopotose des CMLs alors qu’un shear
stress pulsatile provoque une prolifération des CMLs (51, 52)

Le shear stress régule donc la migration des CMLs et des fibroblastes depuis la média et
I’adventice vers I’intima, participant potentiellement a la formation de I’I[H. Des études ont
montré qu’en présence d’un shear stress laminaire, la migration des CMLs peut €tre inhibée in
vitro par une diminution de ’activité des MMP et du PDGF récepteur B (53). Dans les mémes
conditions mais avec un niveau de shear stress plus ¢levé, la diminition de I’activit¢ MMP

¢tait médiée par le NO (54). D’autres études ont montré qu’en présence d’un shear stress
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pulsatile, il existait une activité pro-migratrice des CMLs (55).
La mécanotransduction du shear stress dans les CMLs impliquent de nombreux récepteurs

comme les canaux ioniques, le glycocalyx et les intégrines (56).

2.3.2. Le cyclic strain

Le cyclic strain (ou étirement circonférentiel) dépend de la pression transmurale qui est une
force cyclique normale, exercée par la pression du volume sanguin sur la paroi du vaisseau
(Loi de Pascal). La pression provoque une tension pariétale, les deux forces s’équilibrant
selon la valeur du rayon du vaisseau (Loi de Laplace). La paroi du vaisseau va alors se
déformer de facon active et passive sous I’effet de la pression et de la tension réalisant un

étirement circonférentiel cyclique appelé cyclic strain.

La modélisation mathématique du cyclic strain est la suivante :

rao | G7) -1

Eeo: cyclic strain, valeur de variation par rapport a la valeur de référence, %
r : rayon mesuré

Ry : rayon de référence
Chez I’homme, des techniques écho-doppler et d’imagerie par résonnance magnétique

permettent de quantifier le cyclic strain et que le vieillissement entrainait une diminution du

cyclic strain du fait de la rigidité du vaisseau.
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2.3.2.1.  Cyclic strain et cellules endothéliales

L’impact du cyclic strain sur la prolifération des cellules endothéliales varie en fonction des
types cellulaires et de son intensité, entrainant soit un effet inhibiteur (57) ou un effet inverse
(58).

Sur le plan physiologique, un cyclic strain oscillant entre 6 et 10% n’entraine pas d’apoptose
cellulaire mais diminue 1’effet apoptique du TNFa et de la déplétion en sérum. Le cyclic
strain a aussi une influence sur la production de substances vasoactives telles que la
prostacycline (59), ET-1 (60), tPA (61), ’angiotensine II (62), ROS (63) et MCP-1.

In vivo, les cellules endothéliales sont donc soumises, simultanément au shear stress et au
cyclic strain (Figure 12). Il a été montré que 1’application simultanée de ces 2 forces entraine
une augmentation de I’expression de eNOS comparable a la seule expression du shear stress

(64).

Circumferential
stress

Figure 12 : les différentes forces hémodynamiques exercées sur la paroi vasculaire

(D’apres Ohashi 2005)

2.3.2.2.  Cyclic strain et cellules musculaires lisses

Le cyclic strain induit une activation des intégrines (jouant un réle important dans la
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signalisation des forces hémodynamiques) par le biais de la MEC faisant intervenir les voies
des Rho Kinases (65) et des focal adhesion kinases (66). Mc Gregor et al. ont montré sur des

saphénes humaines que le cyclic strain modifiait la réponse vasomotrice des CMLs (67).

Le schéma suivant illustre la réponse des cellules endothéliales et cellules musculaires lisses

au shear stress et cyclic strain (Figure 13)
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Figure 13 : réponse des cellules endothéliales et musculaires lisses aux forces

hémodynamiques (68)
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2.4. L’artérialisation veineuse

Lors d’un pontage coronaire, dés que le chirurgien déclampe le greffon veineux implanté, des
forces hémodynamiques majeures s’exercent instantanément sur la paroi vasculaire, débute
alors le processus dit « d’artérialisation veineuse ».

2.4.1. Prélévement chirurgical de la veine

Il est important de considérer le prélévement chirurgical comme une atteinte de 1’intégrité de
la veine. La veine dépourvue des vasa vasorum et de son innervation sympathique connait une
ischémie pariétale. Cette ischémie entraine un relargage de cytokines inflammatoires (IL-6 et
IL-8) qui auront une influence sur le développement de I’IH (69).

Des études cliniques s’intéressant aux pontages veineux ont montré que lorsque la veine était
prélevée avec son environnement graisseux et ses vasa vasorum, the « no-touch technique »,
la perméabilit¢ du greffon était meilleure (21). Les pratiques permettant de controler
I’existence de fuite au niveau des collatérales de la veine en injectant sous pression le liquide

de conservation, sont souvent a 1’origine d’une désendothélialisation traumatique et favorisent

I’TH. (70).

2.4.2. Passage en flux artériel

2.4.2.1. Impact des forces hémodynamiques artérielles sur la paroi veineuse

Lors de la mise en charge du greffon, le shear stress et le cyclic strain artériels s’exercent sur
la paroi veineuse. Le cyclic strain entraine une apoptose puis une prolifération cellulaire. La
prolifération des CMLs du fait du cyclic strain artériel est liée a ’activation d’IGF-1R (Insulin
like growth factor-1) (71). Les CMLs survivantes vont alors changer de phénotype passant
d’un stade contractile a un stade sécréteur et prolifératif.

2.4.2.2. Role du NO lors de ’artérialisation veineuse
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En condition physiologique, I’endothélium veineux produit grace a eNOS une petite quantité
de NO préservant la paroi des substances produites par les plaquettes, de I’inflammation et de
la relaxation des CMLs (72). Lors du passage en flux artériel, I’endothélium veineux n’est
plus capable de produire du NO. Plusieurs études expérimentales, ont tenté de montrer qu’une
conservation de la production de NO permettait de limiter le développement de I’'TH (73) mais
une production excessive de NO entrainait 1’effet contraire avec une apoptose cellulaire en
raison d’une surexpression de substance surperoxyde (74).

2.4.23. Role des plaquettes et de DI’inflammation lors de 1’artérialisation

veineuse

Les lésions endothéliales entrainent des les premiéres minutes de I’artérialisation une réaction
plaquettaire : adhésion et agrégation plaquettaire a I’origine d’une libération de cytokines et
de facteurs de croissance : PDGF (platelet derived growth factor), TGF-f, IL-1, IL-6, IL-8 et
thrombine (75). Par ailleurs, 1’adénosine diphosphate va activer la voie de synthése de 1’acide
arachidonique produisant la thromboxane A2, agent chemo-attracteur et mitogene pour les
CMLs (76).

Aprées Dactivation plaquettaire survenant des le début de I’artérialisation, une forte réaction
inflammatoire apparait durant la premiére semaine au niveau de la paroi. Les plaquettes vont
favoriser 1’expression de molécules d’adhésion. Les leucocytes circulant au contact de
I’endothélium 1€sé, vont s’attacher et s’activer par I’intermédiaire de la leukocyte surface P-
selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), ainsi qu’au niveau des plaquettes par la p-selectin.
Les leucocytes activés vont alors migrer dans la paroi, grace a des molécules d’adhérence :
MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1), ICAM, Mac-1, GPIba. L’intensité de la migration
leucocytaire favorise le développement de I’IH. Ainsi, 60% des cellules constituant I’'IH ne
proviennent pas de la veine dans un modéle expérimental de souris (77).

L’interaction de 1’adventice et du milieu environnant participent également a la réaction
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inflammatoire et donc au développement de I’IH. Des mod¢les expérimentaux ont montré que
la molécule d’adhésion E-selectin est activée au niveau de I’adventice qui devient alors
inflammatoire (78) et qu’en supprimant le contact entre 1’adventice et le tissu environnant, il
¢tait observé une diminution importante du nombre de CMLs dans la zone d’IH (79).
L’intensité du shear stress influence la sécrétion de cytokines dans un greffon veineux : un
shear stress bas augmente la production de cytokine pro-inflammatoire IL-1 et donc de I’IH,
alors qu’un shear stress haut limite I’IH par production IL-10 (80).

Le TNF est une cytokine inflammatoire et intervient sur la mitogénicit¢ des CMLs par
costimulation avec d’autres facteurs de croissance et influence donc I’IH dans les pontages
veineux. Des études expérimentales, utilisant des agents immunosuppresseurs sur des CMLs
de veines sapheénes humaines, ont montré une diminution de la production de TNFa (81).

2.4.2.4. Role de la coagulation

Les cellules endothéliales ont une place importante dans I’activation de la cascade de la
coagulation, par I’intermédiaire du facteur tissulaire (TF) qui joue un role de médiateur de la
coagulation ; et ce, lorsque 1’espace sous-endothélial est exposé au flux sanguin avec la
formation de thrombi dans le greffon veineux conduisant a terme a I’IH (82).

Le facteur tissulaire (TF) qui est une glycoprotéine, se trouve dans la paroi veineuse et va se
coupler au facteur de la coagulation VII/VIIa. Ce couplage produit alors la libération de
facteur Xa et de PDGF par les plaquettes activées qui influencent la mitogénicit¢ des CMLs
(83, 84).

Le facteur tissulaire circulant va activer les plaquettes et accélerer la formation de thrombine

qui active également la production des CMLs.
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Figure 3. Time-course of vein graft neointimal formation. EC, endothelial cell; SMC, smooth muscle cell; MMP, matrix metallo-
proteinase; ECM, extracellular matrix.

Figure 14 : rappel de la chronologie des événements dans I’apparition d’une hyperplasie

intimale (93)

2.5. Les solutés de conservation des greffons veineux

Lorsque que le greffon veineux saphéne interne a été prélevé, le chirurgien va placer celui-ci
dans une solution dite de « conservation » a température ambiante (18-20°C) jusqu’a son
utilisation pour le pontage.

Usuellement les solutés de conservation peuvent étre : le sérum physiologique salé isotonique
ou tamponné hépariné, le sang autologue hépariné ou des solutions anti-oxydantes ou de
conservation d’organes.

En 2014, Harskamp et al. ont analysé rétrospectivement 1’influence des solutions de
conservation sur les détériorations des greffons veineux a partir d’une large cohorte de
patients issue de I’étude PREVENT IV (Project of Ex-vivo Vein graft Engineering via
Transfection). Les greffons étaient stratifiés en 3 groupes en fonction du type de solution de
conservation : sérum salé physiologique 0.9% (4.5<pH<7.0; 308 mOsm/L) ; sérum salé

tamponné¢ (pH=7.4); sang autologue hépariné (pH=7.4, 280-310 mOsm/L). Le taux de
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dysfonction de greffons était moins important dans le groupe de sérum salé¢ tamponné. Le

taux associé de mortalité, d’infarctus du myocarde et de nouvelle revascularisation a 5 ans

¢tait plus bas dans ce méme groupe (86).

D’autres solutions ont été étudiées :

Solution de I’universit¢ du Wisconsin : développée a partir des années quatre-vingt
dans la conservation des organes et en particuliers du pancréas, elle contient des
radicaux libres, anions, des glucides et colloides permettant de diminuer 1’cedéme
cellulaire. Les bons résultats obtenus avec le pancréas ont permis d’élargir ses
indications aux poumons, reins et autres organes solides

Solution Celsior ® IGL (Institut Georges Lopez) : solution de ringage et de
conservation hypothermique utilisée pour le cceur, poumon, rein, foie et pancréas. Il
s’agit d’une solution extra-cellulaire (pH=7.3, osmolarité :360 mOsm/L). Le Celsior ®
réduit les 1ésions oxydatives par I’ajout d’un agent anti-oxydant tel que le glutathion,
I’cedéme cellulaire grace aux « imperméants » que sont le mannitol et [’acide
lactobionique, la charge calcique intra-cellulaire grace a des concentrations élevées en
sodium et magnésium. La solution diminue également 1’acidose intra-cellulaire grace
au pouvoir tampon de I’histidine.

Solution dite « GALA » (Société Somaluthion®) actuellement commercialisée sous le
nom Duragraft®. Celle-ci a été créée pour diminuer les phénoménes d’ischémie-
reperfusion. Les différentes publications concernant la solution GALA détaillaient leur
propre composition a partir de quatre composants essentiels : glutathion, acide L-
Ascorbique, L-Arginine, glucose (pH=7.4, osmolarit¢ = 309 mOsml/L). Thatte et al.
ont évalué l'effet de la solution GALA sur des segments de greffons saphénes
humains stockés a 21°C pendant 1 & 24 heures, et ce en les comparant a d’autres

solutions wusuelles (sérum salé isotonique, sang autologue hépariné) (87).
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L’architecture et la viabilité endothéliale étaient conservées a 1, 5 et 24 heures dans le

groupe GALA. (Figures 15 et 16).

HLS (1 hour) AHB (1 hour) TCM (1 hour)

HBSS (1 hour) HBSS (5 hours) HBSS (24 hours)

GALA (1 hour) GALA (5 hours) GALA (24 hours)

Figure 15 : Illustration des différentes modifications de I’architecture de la paroi
veineuse en fonction du type de solutions utilisées (HLS : solution salée ; AHB : sang
autologue hépariné ; GALA) (87). La fluorescence verte caractérise la viabilité

cellulaire, la fluorescence rouge 1’apoptose cellulaire.

Endothelium

HLS AHB GALA

Figure 16 : Microscopie électronique (x100 pm) au niveau de la paroi de la veine. Des
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altérations de la paroi endothéliale et musculaire sont observées dans les groupes HLS et

AHB.

3. LES GREFFONS ARTERIELS
3.1. Le réseau artériel

3.1.1. Les arteres a composante élastique

Les arteres ¢élastiques ou artéres de conductance sont les artéres présentant les plus gros
calibres du réseau artériel : aorte, carotide, artéres pulmonaires et sous-claviéres. La média de
ces arteéres est constituée de lames élastiques concentriques entre lesquelles se trouvent des
fibres de collageéne de type 1. La forte concentration en fibres ¢€lastiques permet a ces arteres
d’absorber I’onde de pression produite par 1’éjection cardiaque, limitant ainsi son influence
néfaste au niveau des organes par la différence d’impédance entre les artéres de conductance
et les arteres de résistance. Cette ¢lasticité est importante au niveau de 1’aorte, et offre une
capacité de réservoir au vaisseau qui peut ainsi stocker temporairement une partie du volume
sanguin ¢jecté lors de la systole pour le restituer lors de la diastole. Cette capacité propre a
’aorte permet alors de former un flux continu.

3.1.2. Les arteres a composante musculaire

Contrairement aux arteéres de conductance, les artéres a composante musculaire dites « de
résistance » présentent des diamétres beaucoup plus faibles (100 a 300 um) et une média
constituée quasi exclusivement de cellules musculaires lisses (artéres mésentériques,
coronaires ou cérébrales). Leur structure permet d’obtenir une régulation fine et précise des
débits locaux par D’intermédiaire de leur capacit¢ de remodelage. Les nombreux
mécanorécepteurs présents a la surface de I’endothélium permettent de capter rapidement les
modifications de pression et de flux induisant ainsi en réponse un remodelage de la paroi du

vaisseau. Les modifications du flux entrainant des modifications des forces tangentielles de
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cisaillements appliquées au niveau de 1’endothélium, seront a 1’origine de 1’augmentation ou
de la diminution du diamétre interne du vaisseau et/ou d’un amincissement voire d’une
hypertrophie de la paroi. L’objectif est donc d’assurer un rdle protecteur par la régulation des
résistances périphériques et de la pression artérielle.

3.1.3. Les artéres intermédiaires

Cette catégorie d’arteres comprend quant a elle, une grande proportion de cellules
musculaires lisses (CML) et joue un rdle prépondérant dans la régulation systémique de la
pression artérielle. Parmi ces artéres intermédiaires, se trouvent les artéres thoraciques
internes (Ati), collatérales des artéres sous-claviéres largement utilisées dans la
revascularisation coronaire chirurgicale. Leur sensibilité a la pression, et au débit qui, par
I’intermédiaire de forces de cisaillement, stimule 1’endothélium et la production d’agents

vaso-relaxant comme le NO, est connue (88). Elles restent par ailleurs peu mécanosensibles.

3.2. Régulation de la vasomotricité

L’état de contraction et de relaxation de la CML détermine le tonus vasomoteur et refléte
I’équilibre entre les différents facteurs vasorelaxants et vasoconstricteurs. Cet état est controlé
par des stimuli physiques ou chimiques.

3.2.1. Relaxation des cellules musculaires lisses

La vasodilatation dépendante de I’endothélium fait intervenir 3 voies physiologiques
principales (89): monoxyde d’azote (NO), prostaglandines et la voie de 1’Endothelium
Dependant Hyperpolarization Factor (EDHF) (Figure 17). Ces vasodilatateurs produits par

I’endothélium induisent la relaxation du muscle lisse vasculaire.
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Figure 17 : Facteurs vasorelaxants synthétisés par I’endothélium

EDHF : facteurs hyperpolarisants dépendants de I’endothélium ; COX : cyclooxygénase, PGl :
prostacycline, AC : adénylate cyclase, ATP : adénosine-5’-triphosphate, AMPc : adénosine-3°5’-
monophosphate cyclique ; eNOS : monoxyde d’azote synthétase endothéliale ; NO : monoxyde
d’azote, GCs : guanylate cyclase soluble ; GTP : guanosine-5’-triphosphate ; GMPc : guanosine-
3’5’- monophosphate cyclique.

3.2.1.1. La voie du NO

En 1980, Furchgott et Zawadzki ont réussi a démontrer que la relaxation des CMLs en
réponse a I’acétylcholine était dépendante de I’intégrité anatomique de I’endothélium. Ce
facteur relaxant dérivé de l’endothélium a été identifié par la suite comme étant le
monoxyde d’azote. Le NO est un gaz qui se diffuse facilement a travers les membranes
cellulaires avec une demi-vie trés courte (de I’ordre de quelques secondes). Ce dernier est
sécrété par les NO-synthétases endothéliales (eNOS) a partir d’O2 et de L-Arginine en
réponse a une augmentation de la concentration intra-cellulaire en calcium (Ca?"),
provoquée par divers stimuli (fixation d’acétylcholine sur la cellule endothéliale ou
augmentation des forces de cisaillement vasculaire comme le shear stress : les forces de

cisaillement du flux sanguin laminaire constituent un puissant activateur de la transcription
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du geéne de la eNOS). Le NO diffuse et active les Guanylates Cyclases Solubles (CGS)
situées dans les CMLs sous-jacentes aux cellules endothéliales. La Guanosine
Monophosphate Cyclique (GMPc) synthétisée par les GCS active la Protéine Kinase G
(PKG) qui va réguler diverses protéines en les phosphorylant: GCS, NOS, canaux
calciques, phosphodiestérases. Ces mécanismes moléculaires aboutissent a la diminution

de la concentration intracellulaire en Ca?* et a la relaxation des CMLs (Figure 18).

Le L-NMMA (N-monomethyl-L-Arginine) inhibe sélectivement la voie du NO (90).
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Figure 18 : Mécanisme de la vasodilatation flux-dépendant médiée par le NO
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Dans le systéme cardio-vasculaire, les effets biologiques du NO endothélial sont multiples
et lui confére un role vasculo-protecteur majeur (Figure 19). Une fois produit, il diffuse
trés rapidement a la rencontre des CMLs, des macromolécules et des cellules circulantes
sanguines. Il participe ainsi a la relaxation dépendante de I’endothélium des vaisseaux
sanguins, en diffusant librement jusqu’aux CMLs ou, par activation de la voie du GMPc,
il inhibe la contraction. Le NO peut également inhiber la migration, la prolifération et la
synthése de protéines de la MEC, limitant ainsi I’épaississement de I’intima. Le NO
exerce ¢également des effets sur la CE ou il est capable de moduler le processus

angiogénique, en agissant sur la prolifération, la migration et I’apoptose de ces cellules.

Agrégation Adhésion des
plaquettaire monocytes
a

Molécules Cellule
iamicsion endothéllale
Apoptose
C ""*—j;_____
_— Cellule
T~ " musculalre lisse

Figure 19 : Effets multiples du NO endothélial (d’aprés Schini-Kerth) (91)

3.2.1.2.  Les prostacyclines

Sous I’action de la phospholipase A2, I’acide arachidonique (AA) est libéré des
phospholipides membranaires. L’AA est ensuite métabolis¢ sous 1’action de différentes
enzymes, telles que les cyclooxygénases (COX) dont il existe deux isoformes : la COX-1

constitutive et la COX-2 inductible, les lipooxygénases et des enzymes dépendantes du
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cytochrome P450. L’AA est ainsi le précurseur des eicosanoides, molécules lipidiques qui
regroupent les leucotriénes et les prostanoides qui sont des médiateurs importants dans la
modulation du tonus vasculaire dans les conditions physiologiques (Figure 20). Ces
prostanoides regroupent la PGIa, les prostaglandines, telle que la prostaglandine E> (PGE»), la
prostaglandine D, (PGD>), la prostaglandine F2, (PGF2,) et le thromboxane Az (TXA»).

La PGI, découverte en 1976 par Buntig et al. (92) est un puissant agent vasodilatateur, ainsi
qu’un inhibiteur de 1’agrégation et de 1’adhésion plaquettaire. La PGIL> inhibe également
I’adhésion leucocytaire et la prolifération des CMLs (93-95). La production de PGI: est
stimulée par divers stimuli tels que I’hypoxie, les forces de cisaillement, ou divers agonistes,
sa synthése étant dépendante de la concentration en calcium cytosolique (96). Il est important
de remarquer que la PGI; est synthétisée par I’endothélium en réponse aux mémes impliqués
dans la libération du NO, suggérant ainsi une action synergique sur les différentes cellules
cibles (97, 98). La PGI; va diffuser librement et se fixer sur les récepteurs a la PGI, présents
sur les cellules cibles (99). Ces récepteurs vont ensuite activer via la protéine Ga, la voie de
I’adénylate cyclase-AMPc. D’autre part, la PGl participe également a [’ouverture de

différents canaux potassiques renforgant la relaxation des CMLs (100).
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Figure 20 : Métabolisme de I’acide arachidonique
PGL : prostacycline ; TXA: : thromboxane Az ; PGD; : prostaglandine D> ; PGE::

prostaglandine E;

3.2.1.3.  Les facteurs hyperpolarisants

L’endothélium libére également plusieurs autres facteurs paracrines vasodilatateurs
responsables d’une hyperpolarisation des CMLs par activation des canaux potassiques. Les
structures chimiques de ces EDHF semblent étre variables selon les lits vasculaires. En effet,
bien qu’une relaxation dépendante de 1’endothélium due aux EDHF ait été rapportée a la fois

dans les vaisseaux de conductance (tel que ’aorte) et dans les vaisseaux de résistances
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(comme les artéres mésentériques), il apparait que la contribution des EDHF est plus
importante dans les petites artéres, et semble inversement proportionnelle a la taille du
vaisseau (101).

L’importance relative du NO, des prostacyclines et ’EDHF varie suivant les especes, le lit
vasculaire et les stimuli physiologiques ou pharmacologiques utilisés (102), mais il existe des
interactions entre les différents facteurs vasorelaxants libérés par ‘endothélium. Ainsi, le NO
exerce une modulation constante de I’EDHF en inhibant sa synthése et sa libération (103).
Une augmentation de ’EDHF se produit alors dans des situations pathologiques lorsque la
biodisponibilit¢ du NO est réduite, ceci permettant de maintenir partiellement les capacités

vasorelaxantes de I’endothélium.

3.2.2. Contraction des cellules musculaires lisses

Le taux de contraction des CMLs dépend de la concentration intracellulaire en calcium. La
concentration en calcium cytoplasmique étant trés faible a I’état basal, le calcium nécessaire
provient soit des réserves du réticulum endoplasmique, soit du milieu extracellulaire. Deux
voies conduisent ainsi @ une augmentation rapide, importante et transitoire du calcium
intracellulaire nécessaire a la concentration des CMLs : le couplage électromécanique et le
couplage pharmacomécanique (104) (Figure 21).

Le couplage ¢électromécanique consiste en une dépolarisation de la membrane cellulaire
provoquant 1’ouverture de canaux trés sélectifs du calcium, les « voltage-operated channel »
(VOC) a travers lesquels le calcium entre dans la cellule pour initier la contraction.

Le couplage pharmacomécanique représente la liaison d’un agoniste a son récepteur
membranaire conduisant a une augmentation du calcium intracellulaire, soit par activation de
« receptor-operated channel » (ROC), soit par libération du calcium a partir des réserves

intracellulaires.
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Les récepteurs des agonistes vasoconstricteurs sont couplés a une protéine G, elle-méme
couplée a une phospholipase C (PLC). La PLC hydrolyse le phosphatidyl-inositol
biphosphate (PIP2) de la bicouche phospholipidique en inositol triphosphate (IP3) et en
diacylglycérol (DAG). L’IPs se fixe sur le récepteur canal a I’IP3 (RIP3) et permet la libération
des réserves calciques du réticulum endoplasmique vers le cytoplasme. Parallélement, cette
hausse en calcium intracellulaire va activer le deuxiéme récepteur canal présent a la surface
du réticulum endoplasmique, le récepteur canal sensible a la ryanodine (RyR), qui participe a
I’augmentation générale de calcium intracellulaire. Enfin un mécanisme de libération de
calcium induit par le calcium lui-méme (« calcium-induced calcium release »), participe a
I’amplification de ce phénomene. La formation d’un complexe calcium/calmoduline, suite a
I’¢lévation de la concentration en calcium libre cytosolique permet 1’activation de la kinase
des chaines 1égeres de la myosine. Cette enzyme va phosphoryler la chaine légere de la
myosine, stimuler ’activit¢é ATPasique de la myosine permettant I’intéraction avec 1’actine et

donc la contraction des CMLs.

56



Couplage pharmacomécanique

Agoniste
e

PiP,
Dépolarisation voc ROC III I Ich |
/ ‘ XO)

électrc

piay

' (\"@)‘0
DAG Py
Calmoduline - (Ca?¥),
U —~ Ca?* e—n ca>
MLCK RIP;
MLC pMLC Reticulum
G 3 endoplasmique
5 X
CONTRACTION /
\ EFE;;;‘I’\H% /
Cellule

musculaire lisse

Figure 21 : Voies de signalisations intracellulaires de l1a concentration des CMLs

VOC : voltage-operated channel ; ROC : receptor-operated channel ; PLC : phospholipase C
; PiP2 : phosphatidyl-insositol biphosphate ; DAG : diacyglycérol ; IP3 : inositol
triphosphate ; RIP3 : récepteur canal a I’IP3; RyR : récepteur canal sensible a la ryanodine ;

MLCK : kinase des chaines legeres de la myosine ; MLC : chaine légere de la myosine.

3.3. Le tonus myogénique

L’existence d’une réponse vasculaire locale suite a une augmentation de la pression
intraluminale a été décrite en 1902 par W.M. Bayliss (105), c’est la réponse myogénique ou
tonus myogénique (TM). Ce tonus vasculaire est un mécanisme indépendant des influences
neuronales, métaboliques ou hormonales puisqu’il persiste au niveau des vaisseaux dénervés
(106).

Une relation inverse existe entre le diameétre des vaisseaux et 1’intensité du TM. Plus les

vaisseaux sont petits et plus le TM est élevé (107) en dehors des vaisseaux cérébraux (108).
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Le développement d’un TM s’observe surtout dans les vaisseaux d’un diametre inférieur a
300 pm. In vivo, les variations de pression et de flux sont permanentes ; les réponses
myogéniques constamment stimulées. Le TM se développe dans les secondes qui suivent
I’augmentation de la pression intraluminale. La réponse myogénique se caractérise par une

distension initiale, passive, suivie de deux phases de contraction, I’une transitoire et I’autre

soutenue. Au niveau tissulaire, les variations brusques de la pression artérielle entrainent des

variations immédiates du débit sanguin. Or, il existe un mécanisme d’autorégulation du débit

sanguin permettant de maintenir un débit stable en dépit des importants changements de la

pression artérielle. Cette régulation peut étre métabolique et myogénique. Le TM permet ainsi

une protection des capillaires contre les augmentations excessives de la pression sanguine. En

amortissant une pression sanguine trop ¢levée au niveau des vaisseaux de petits diametres, ce

mécanisme protege ainsi les capillaires.

3.4. Dilatation Flux Dépendante

Le flux sanguin induit & la surface des CE une contrainte tangentielle importante modulant
ainsi la fonction et la structure vasculaire. Le flux sanguin induit des forces de cisaillement
agissant dans la direction longitudinale a I’interface sang-endothélium (cf chapitre les
greffons veineux — Shear stress) : T=v.dv/dr (v est la viscosité du sang, v est la vitesse
moyenne de 1I’écoulement et r le rayon vasculaire et dv/dr représentant le taux de
cisaillement). Ainsi, une diminution du diamétre du vaisseau (4 dv/dr) entraine une
augmentation des forces de cisaillement. L’augmentation des forces de cisaillement tend a
déplacer les CE dans le sens de I’écoulement sanguin (109) et entraine une dilatation du

vaisseau ou « dilatation flux-dépendante ». Cette dilatation flux-dépendante est liée a la

libération de facteurs endothéliaux, EDRF, a I’origine d’une relaxation du muscle lisse (119).
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4. PULSATILITE ET CIRCULATION EXTRA-CORPORELLE

4.1. Pulsatilité

Les caractéristiques du flux entrant dans la canule aortique pendant la phase de clampage et se
propageant dans 1’arbre vasculaire sont dépendantes du flux généré par la pompe de
circulation extra-corporelle (CEC). La génération d’un flux pulsé dépend plus du gradient
d’énergie que du gradient de pression (111).

Cependant, lorsque 1’on s’intéresse uniquement a la pression dans les conditions
physiologiques, il existe clairement une atténuation de la pression pulsée dans la
microcirculation artérielle. (Figure 22, 23 et 24). La microcirculation concerne les artérioles
de moins de 150 um et les capillaires qui les suivent apres leurs divisions successives. Le

diamétre des capillaires, au niveau desquels se produisent les échanges, est d’environ Sum.
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Figure 22 : Evolution de la pression dans la microcirculation Anatomy & Physiology.

J Gordon Betts et al. Openstax, 2017 Rice University
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Il existe également une relation étroite entre la vitesse d’écoulement du sang et la surface

d’écoulement qui est importante au niveau de la microcirculation artérielle et veineuse.
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Figure 23 : Vitesse d’écoulement et microcirculation Anatomy & Physiology. J Gordon

Betts et al. Openstax, 2017 Rice University
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Figure 24 : Relation entre vitesse d’écoulement et surface d’écoulement
Cette atténuation et donc la persistance d’une onde pulsée dans la microcirculation et les
conséquences qui en découlent, restent aujourd’hui controversées. En effet, il existe peu
d’outils de mesures fiables permettant de mesurer cette onde d’énergie au niveau de la
microcirculation. Les modifications de perfusion tissulaire sont extrémement hétérogénes au
cours d’une CEC en raison du caractére inflammatoire, de la viscosité du sang dépendant du
nombre d’érythrocytes, de globules blancs circulants.
A plus grande échelle, il existe cependant des mesures possibles de la pulsatilité en
particuliers la formule de la pression énergétique (EEP energy equivalent pression) proposée

en 1966 par Shepard (111) :

[ fpdt
EEP = L1

f = flux délivré par la pompe ; p = pression artérielle ; df = I’intégrale est calculée par rapport

au temps . EEP s’exprime en mmHg. Un flux est donc considéré pulsé si EEP > 15-20
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mmHg et un flux est non pulsé si EEP<15 mmHg. La différence entre EEP et la pression
artérielle moyenne représente le surplus d’énergie hémodynamique (SHE = EEP - Pmean).

Ce surplus d’énergie est connu dans le cas des pompes centrifuges (112) ou encore dans les
assistances cardiocirculatoires au long cours qui comparaient les systémes pulsatiles
(Thoratec HeartMate XVE ou IVAD) versus non pulsatiles (Thoratec HeartMate 11 ou
MicroMed DeBakey) qui étaient associées a un effondrement (-95%) de SHE (113).

Il est largement admis qu’une pompe a galets délivre un flux pulsatile et qu’une pompe
centrifuge délivre un flux non pulsatile. La pompe a galets fonctionne sur le principe de
I’occlusion plus ou moins compléte d’un tube souple par des galets rotatifs. C’est donc le
passage des galets sur le tuyau qui lui confére le caractere pulsatile. Le débit de la pompe est
fonction du diametre du tuyau et de sa circonférence et du nombre de tours/minute de la
pompe. La pompe a galets est indépendante de la post-charge. Dans ce cas, ’importance du
shear-stress peut avoir des conséquences au niveau des ¢léments figurés du sang : leucocytes
activés si T > 75 dyn/cm?, plaquettes activées si t> 100 dyn/cm?, hémolyses des globules
rouges si T > 2000 dyn/cm?. 1l existe également un risque de pomper Iair si le réservoir est
vide ou de créer un phénomene de cavitation en amont si le flux d’entrée est restreint. La
pompe centrifuge propulse le sang par 1’action d’une turbine rotative tournant a haute vitesse
(1000-3000 rpm) et entrainé par un électro-aimant. La différence de pression entre le centre et
la périphérie créée par la force centrifuge a I’intérieur du cone accéleére le sang qui est ensuite
¢jecté. Le flux est donc laminaire et confére a la pompe centrifuge son caractére non pulsatile.
Cette pompe traumatise peu les éléments figurés du sang, mais elle est sensible a la pré-
charge et post-charge car elle est non occlusive.

Ainsi un shear stress laminaire, généré par une pompe centrifuge, entraine une apoptose des
CMLs (51) alors qu’un shear stress pulsatile (pompe a galets) est a I’origine d’une

prolifération des CMLs (52).
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Finalement, la plupart des études s’intéressant aux effets de la pulsatilité ou de I’absence de
pulsatilité au cours d’'une CEC, comparent deux dispositifs médicaux : pompe a galets vs

pompe centrifuge car il n’existe pas d’outils de mesure permanente de la pulsatilité.

4.2. Pulsatilité et réponse inflammatoire systémique au cours de la CEC

4.2.1. Syndrome Inflammatoire Systémique (SIRS) et CEC

Au cours d’une CEC pulsatile ou non pulsatile, un syndrome inflammatoire systémique
(SIRS) apparait. Le SIRS est déclenché par une série de phénomenes : contact du sang avec
les surfaces du circuit de CEC, contact air-sang, I’hypothermie, I’héparinisation et les
complexes héparine-protamine, I’ischémie-reperfusion ou encore les toxines libérées par le
tube digestif. Environ 20% des patients a bas risque chirurgical développent des
complications liées au SIRS (114) : coagulopathie, accumulation liquidienne intersticielle
(cedéme cérébral, péjoration des échanges gazeux), dysfonction multiorganique (troubles
neurologiques, insuffisance cardiaque, rénale et hépatique).
La réaction inflammatoire comprend deux phases distinctes
e Phase précoce : elle démarre au moment du contact du sang avec les matériaux de la
CEC et comprend deux composantes distinctes : la voie humorale comprenant la
coagulation, le complément et les cytokines (Figure 25) et la voie cellulaire constituée
par les globules blancs et I’endothélium (Figure 26).
e Phase tardive : elle est liée aux lésions d’ischémie et de reperfusion et la libération

d’endotoxine.
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Figure 25 : schéma simplifié de I’activation du complément qui comprend 3 voies initiées
par des déclencheurs distincts : voie classique (réaction Ag-Ac), voie alternative (activation
directe par contact) et la voie de la lectine (site des membranes bactériennes). Issu du précis

d’anesthésie cardiaque 2013-07 circualtion extra-corporelle.
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Figure 26 : Activation de la voie de contact. Le Facteur XII se clive en F Xlla (activé) qui
transforme la prékallikréine en kallikréine, les kininogeénes en bradykine et le facteur XI en
F Xla ; ce dernier processus forme la thrombine par la voie intrinséque de la coagulation. Issu

du précis d’anesthésie cardiaque 2013-07 circulation extra-corporelle.

4.2.2. Pulsatilité, impact clinique et réponse inflammatoire systémique

La littérature, parfois ancienne, est relativement dense dans ce domaine. Les bénéfices
cliniques avancées de la CEC pulsée sont : une meilleure régulation hormonale (angiotensine,
aldostérone, cathécolamines, thyroide) (115-117), le maintien d’un flux lymphatique, une
diminution de la rétention hydrosodée (118), réduction des IDM (119). Cependant, la
publication de Alghambi AA (120) en 2006 qui a réalisé une revue compléte de la littérature,

a montré qu’il n’y avait pas de preuve clinique de la supériorité d’un flux pulsé vs non pulsé
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en termes de mortalité, IDM, d’AVC ou d’insuffisance rénale. Le débat reste toujours ouvert,
les partisans des pompes non pulsatiles avancent I’absence de preuves cliniques concrétes et
I’excellente tolérance des patients en insuffisance cardiaque terminale et implantés d’une

pompe centrifuge (121).

Il existe malgré tout, une preuve évidente du caractére inflammatoire d’un flux non pulsé
lorsqu’on s’intéresse a divers marqueurs pro-inflammatoires : activation leucocytaire,
cytokines pro-inflammatoires, chaine terminale du complément (123) ou encore des
endotoxines circulantes témoins d’une congestion ou ischémie digestive et corrélées a la

durée du clampage aortique et au caractére non pulsatile du flux (11).

4.3. Pulsatilité et microcirculation

4.3.1. Preuve de I’existence de la pulsatilité au niveau de la microcirculation

Comme montré précédemment (Figure 22), il existe une atténuation de la pression pulsée au
niveau des artérioles et des capillaires. Cependant, au niveau expérimental, de nombreux
auteurs ont rapporté 1’existence d’une pulsatilité au niveau de la microcirculation de muscle
squelettique (123), pulmonaire (124) ou encore de la conjonctive bulbaire (125). O’Neil
montra I’impact local d’un flux nonpulsatile au niveau de la microcirculation sublinguale
grace a un systeme de doppler-laser (OPS=Orthogonal Polarization Spectral Imaging) avec un
taux de microvaisseaux perfusés plus importants en cas de flux pulsé et une diminution du
nombre de leucocytes locaux activés (126). De la méme fagon, il a été observé une
diminution significative de la perfusion tissulaire de la muqueuse digestive au cours de CEC
non pulsé hypothermique en utilisant également un laser doppler. Il existe cependant un biais
dans cette étude car la comparaison a été faite entre des groupes CEC en normo- et

hypothermie. (127)
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4.3.2. Impact de la pulsatilité au niveau de la microcirculation et activation
endothéliale

4.3.2.1. Activation endothéliale

Bien que les CE ne rentrent pas directement en contact avec le circuit de CEC, elles sont par

contre en contact permanent avec le sang qui y circule et donc les forces qui s’y exercent. Les

CE sécretent plusieurs substances qui sont vasoconstrictrices (endothéline, radicaux libres,
thromboxane A2) ou vasodilatatrices (monoxyde d’azote, prostacycline, adénosine,

monoxyde de carbone, EDHF) (Figure 27) ;

Matrix Products Antithrombotic factors Procoagulant factors

; PGI, vWF
fibronectin thrombomodulin TXA;

laminin AT I thromboplastin
collagen I, I, ITL, IV, VIIL XVIII  pa Factor V
proteoglycans heparin sulfate PAF

proteases \ * PAl-1, PAI-2

Lipid Metabolism \
LDL-receptor
lipoprotein lipase / Growth factors
PDGF
EDGF
, Vasomotor factors FGF
Inﬂammatory Mediators -relaxing -constricting 1GF
IL-1,6, 8 il HED TGF-b
LTB,, Ci, Di B PGL/E,  TXA)F, GM-CSF
MCP-1, MCP-2 BOHF il G-CSF
MHC 11 Icukomfcm:a
CAM free radicals

endothelin

Figure 27 : Principaux facteurs produits par une cellule endothéliale (128)
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Au cours de la CEC, les CE vont produire une variété¢ d’agents anticoagulants et
hémostatiques (129) dont le sulfate d’héparine, I’AT, la thrombomoduline, la protéine S, le t-
PA et enfin I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire FT, un polypeptide monocaténaire qui
inhibe le facteur Xa et inhibe le complexe FT-VIla de la voie extrinseque (130). Ces
substances influencent ¢galement le tonus vasomoteur par production ou inactivation du NO,
endothéline-1, histamine, noradrénaline et bradykine. L’étude d’Onorati et al. (131) montrait
une augmentation des marqueurs d’activation endothéliale (VEGF : vascular growth factor et
MCP-1 : monocyte chemo-attractant protein-1) dans les groupes pulsés et non pulsés avec une

différence apparaissant entre les 2 des le début de la CEC (Figure 28).
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Figure 28 : Evolution des marqueurs endothéliaux au cours d’une chirurgie de pontages
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coronaires a cceur battant (OPCABG), CEC pulsatile (Pulsatile-CPB) et CEC non
pulsatile (Linear-CPB). T1= avant CEC, T2=fin de chirurgie, T3=H+12, T4=H+24 (ref)

4.3.2.2. Pulsatilité et réactivité vasculaire

L’impact du shear stress sur la paroi vasculaire a 1’origine d’une activation des CE et des
CMLs va modifier la réactivité vasculaire en particulier au niveau des artéres intermédiaires.

L’étude expérimentale réalisée par Pinaud et al. en 2012 (10) a montré, sur des arteres
mésentériques de rats que la dilatation a un flux pulsé était augmentée et le tonus myogénique
¢tait diminué apres 180 minutes (soit 3 heures de CEC) en présence d’une perfusion pulsatile.
De la méme facon, une réaction inflammatoire intrapariétale (MCP-1, TNFa, stress oxydatif)
était observée en présence d’un flux non pulsé dés 30 minutes de CEC. La conclusion de
cette étude était que I’absence de pulsatilité dans les artéres de résistance induit une réaction

inflammatoire locale, une altération du tonus myogénique et dilatation flux dépendante.
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Objectifs du travail de these
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Ce travail de thése s’est déroulé en trois parties distinctes (Figure 29):

- Etude des solutés de conservation des greffons veineux utilisés en chirurgie coronaire en
développant dans un premier temps, un modele de greffe de veine en position artérielle chez
des rats syngéniques. Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire Mitovasc, reconnu pour
son expertise sur la microcirculation en particulier artérielle. Dans un second temps, trois
groupes de greffons veineux ont été¢ étudiés en fonction de la solution de conservation : Sérum
Hépariné, Sang Autologue Hépariné et la solution GALA (Glutathion, Acide Ascorbique, L-
Arginine et glucose). Cette dernicre solution constitue la solution de référence du service de
chirurgie cardiaque du CHU d’Angers depuis 2005 et dont la fabrication est réalisée au sein
de la pharmacie hospitaliére (Annexe 1). Les principales difficultés de ce projet ont été
initialement la mise en place du protocole expérimental, avec un taux de mortalité important
dans la population des rats receveurs ce qui a malheureusement limité le nombre de greffons
étudiés.

L’article correspondant est en cours de soumission & Journal of Cardiac Surgery.

- Revue de la littérature concernant les bénéfices et diminution des complications infectieuses
chez les patients opérés de pontages coronaires avec des artéres thoraciques internes
squelettisées versus pédiculées. Cet article réalisé sous la forme d’un Best-Bet en
collaboration avec des étudiants en médecine a été publié a Interactive Cardiovascular and
Thoracic Surgery

- Protocole IPATI : Impact des Pompes sur les Artéres Thoraciques Internes (ATIs). Quatre-
vingt patients programmeés pour des pontages coronaires avec utilisation d’au moins une ATI,
¢taient randomisés en 2 groupes : pompe a galets et pompe centrifuge. Des prélévements
d’ATIs étaient réalisés avant le démarrage de la CEC et juste avant I’anastomose coronaire
pendant la phase de clampage aortique. Les prélévements étaient placés sur myographe afin

d’étudier la réactivité vasculaire et une analyse par immunomarquage et RT-PCR permettait
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de connaitre le statut inflammatoire de la paroi artérielle. Parallelement, des prélevements
sanguins étaient réalisés au méme temps afin de mesurer des marqueurs d’inflammation.
Cette étude a été réalisée en collaboration avec le service de chirurgie cardiaque, le
laboratoire Mitovasc, le Centre de Ressources Biologiques, le laboratoire d’Immunologie et la
Maison de la Recherche Clinique.

L’article correspondant est en cours de soumission a Annals of Thoracic Surgery
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Figure 29 : Déroulement du travail de these
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Résumé

Les cardiopathies ischémiques restent la principale cause de décés dans les pays développés et
I’augmentation de 1’espérance de vie majore son incidence. La chirurgie de revascularisation
coronaire est considérée comme le meilleur traitement dans la plupart des cas. Le succes de
I’approche chirurgicale dépend du taux de perméabilité a long terme des greffons utilisés.
L’utilisation de veines saphénes reste un des greffons les plus usuels mais avec un taux
d'occlusion précoce variant de 15% a 26%, en lien avec un dysfonctionnement du greffon.
Les principales étiologies d’occlusion précoce sont les erreurs techniques chirurgicales, le
faible débit, la thrombose et le vasospasme. A court terme, une défaillance du greffon peut
apparaitre, caractérisée histologiquement par une hyperplasie de l'intima (IH) correspondant a
une prolifération de cellules musculaires lisses (SMC) et un dépdt de matrice extracellulaire
(MEC) dans l'intima. Un mécanisme d'athérosclérose est alors observé avec un risque de
thrombose veineuse. Afin de préserver la qualité, la viabilité et la fonctionnalité des cellules
endothéliales (CE) du greffon saphéne (SVG), des solutions de conservation ont été évaluées
in vitro. La solution GALA (glutathion, acide L-ascorbique, L-arginine et glucose ; pH = 7.,4)
comparé¢ a d'autres solutions (sérum physiologique et sang autologue additionné d'héparine)
semble maintenir la fonction endothéliale et la viabilité structurelle des greffons pendant 1 a
24 heures de conservation. Quand la veine est exposée a un flux artériel, des forces
hémodynamiques telles que le shear stress et cyclic strain s’exercent sur sa paroi entrainant
une activation des CE.

Le but de cette étude était d'évaluer les effets des solutions de conservation de la veine
saphéne : HS (solution héparinée), AHB (solution autologue héparinée) et GALA
lorsque’elles sont implantées dans un flux artériel. Nous avons émis I’hypothése que cette
derniére solution pourrait préserver la viabilité structurelle et fonctionnelle endothéliale d’une

veine cave inférieure implantée en position aortique dans un modele de rats syngéniques.
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Abstract

Background: To compare the effects of storage solutions commonly used in coronary artery bypass
grafting on the vascular reactivity in vein graft interposed into arterial position in syngeneic rats.
Methods: Twenty-seven male Lewis rats were sacrified to sample a vein graft implanted 6 weeks ago
into abdominal aorta position. The vein grafts were inferior venae cavae initially pretreated with
heparinized saline solution (HS) or autologous heparinized blood (AHB) or our referent solution,
GALA.

Results: At 6 weeks, graft thrombosis occurred respectively in 22% of AHB group, 62.5% in the HS
group and 82.5% in the GALA group. In each group, significative intimal hyperplasia was observed.
After 6 weeks, an endothelium-remodeling layer associated with an increase of wall thickness was
observed in each group. Endothelium-dependent tone was reduced in the vein graft regardless of the
group. No difference was observed concerning the Reactive Oxygen Species (ROS) in vein graft
between the different groups. In distal aortic sections, ROS levels were increased in HS and GALA
groups.

Conclusions: Storage solutions used in this experimental model of vein graft implanted in arterial
position cause graft injury and a complete disappearance of vascular reactivity. GALA solution did not

reduce intimal risk hyperplasia when the vein graft was exposed to arterial flow in a rat model.
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INTRODUCTION

Ischemic heart disease remains the leading cause of death (1) in developed countries and higher life
expectancy increases its incidence. Coronary artery bypass grafting (CABG) is considered the best
treatment in most cases (2). The success of surgical approach depends on the long-term patency rate of
the grafts used. Saphenous vein graft remain the most frequently conduit used in CABG but early
occlusion rates were reported ranged from 15% to 26% at one year resulting of vein graft dysfunction
(3). The principle etiologies of early postoperative graft failure are technical operative errors, low
flow, thrombosis and vasospam. At mild term a graft failure can appear and it is histologically
characterized by an intimal hyperplasia (IH) which is a proliferation of smooth muscle cells (SMC)
and a deposition of extracellular matrix (ECM) in the intima. An atherosclerosis mechanism is
observed with a risk of vein graft thrombosis (4).

To preserve the SVG quality as well as endothelial cells (EC) viability and functionnality, some
intraoperative graft storage solutions have been evaluated in-vitro (5, 6) and some were developed for
vascular conduit preservation (7,8), GALA, being widely recognized in this purpose. Thatte and
colleagues evaluated the effect of GALA solution (Glutathione, L-ascorbique acid, L-arginine and
glucose ; pH=7.4) compared to other solutions (saline and autologous blood with added heparin).
According to this study and using multiphoton imging (9), GALA maintained the endothelial function
and structural viability of the grafts for 1 to 24 hours of storage. A substudy of the PREVENT IV
randomized trial demonstrated that buffered saline solution had lower vein graft failure rate studied by
angiography 12 to 18 months after surgery and better clinical outcomes compared to saline or
autologous blood solutions (10).

When venous graft is exposed to the arterial blood flow, haemodynamic strengths (shear stress (SS)
and cyclic strain (CS)) are applied on the vascular wall. The impact of SS on EC depends on the type
flow applied on the venous graft. A disturbed flow (low or reciprocating SS) increases DNA synthesis,
adhesive molecules expression, inflammatory response and chemokine genes activation (11). EC
morphology is modified to a polygonal shape and oxydative stress production are increased (11).
Arterial blood flow increases the adhesive proteins (integrin, PECAM-1, VE-cadherin) failure and

exposes the SMC and fibroblasts to the flow (12). Pulsatile flow increases the SMC proliferation eased
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by vascular wall permeability. Shear stress regulates SMC and fibroblasts migration from the media
and the adventice layers to the intima participating in the IH process (13).

IH occurs in approximatively 50% of SVG and is characterized by SMC migration from the media to
the intima through metalloproteinase (MMPs) activation (14). Vein graft failure response to hypoxia-
reoxygenation injury associates mechanisms of vasospasm, adhesion cascade, ROS (Reactive Oxygen
Species) production, platelet aggregation, endothelial cells loss, and shear stress stimulation during the
first week (15).

After EC activation, inflammatory response occurs into the intimal layer with neutrophil and
monocytes cells accumulation, SMC migration and ECM remodeling (14). These mechanisms could
have a key-role in atherosclerosis development and early graft occlusion (14).

The aim of this study was to evaluate the effects of saphenous vein storage solutions: HS (Heparinized
Solution), AHB (Autologous Heparinized Solution) and GALA. We hypothesized that this formulated
storage solution could preserve the endothelial structural and functional viability of the vein on an

inferior vena cava implanted with termino-terminal sutures in the aortic infrarenal position.

MATERIALS AND METHODS

Figure 1 shows the flowchart of the different steps

Preservation solution

The inferior venae cavae grafts were randomly stored in the different preservation solutions at room
temperature (20°C) before implantation. Three different storage solutions were used for the ex-vivo
preservation of explanted veins. Vein grafts were stored in one of the following solutions: autologous
heparinized (40 Ul/ml heparin choay) blood (AHB), 0.9% sodium chloride heparinized (40 Ul/ml
heparin choay) serum (HS); GALA solution (gluthion, ascorbic acid, L-arginine) prepared at the
hospital pharmacy which constitutes in our institution the referent storage solution used in CABG for
vein grafts. GALA solution was composed of physiologic salt solution to which was added: 0.02 ml
magnesium sulfate, 1.785 mg potassium hydrogenophosphate, 0.03 ml magnesium chloride, 0.042 ml

calcium chloride, 0.08 ml potassium chloride, 5000 Ul/ml heparin choay, L-ascorbic acid (1g/500 ml),
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0.6 ml glucose 5%, 0.75 ml sodium bicarbonate, 1.2 ml sodium chloride, 1.5 ml L-arginine as a
substrate for endothelial nitric oxyde synthetase (eNOS) and 2.7 ml glutathion. The inferior vena cava
segments were collected from 27 donor rats.

Animals

Inbred male LEWIS (Albino rat, a/a, B/B, Tyr®/Tyr®, h/h — MHC: RT1’) rats weighting 337+17g and
aged 12.8+0.75 weeks (JANVIER LABS, Le Genest Saint Isle, France) were housed in a regulatory
pet. No exogenous immunosuppressive drug therapy was employed. All procedures were performed
according to the guidelines of the Institutional Animal Care and approved by the Ministére Frangais de
I’enseignement Supérieur et de la Recherche (authorization number december 2014: 000375.01).
Surgical harvest and implantation of the vein graft

27 donor rats were anaesthetized (isoflurane 5%) and pretreated with buprenorphine (Temgesic ;
0.1ml/100 g S.C). A large incision through the abdominal wall allowed to expose the inferior vena
cava and the abdominal aorta. The different branches of the vein were ligatured with 8-0
monofilament Prolene®™. The donor rats were sacrified in a CO2 chamber. The inferior vena cava was
stored in a preservation solution (9 in AHB, 9 in HS and 9 in GALA) previously described. Each vein
was carefully flushed with the storage solution. A segment of the vena cava was stored in PSS for
myography after one hour in one of the preservation solutions (Control vein).

27 recipient rats were anaesthetized and pretreated as described. The abdominal aorta was exposed,
isolated from the adjacent inferior vena cava and controlled with a loop between the renal arteries and
the aorta bifurcation. The aorta was clamped and an arterial segment was removed. Heparin injection
(300 Ul/kg) was performed during the procedure. The vein graft was interposed into the recipient’s
abdominal aorta, an end-to-end anastomosis was then established between the donor and the recipient
vessels, respectively, using a running 9-0 monofilament suture Prolene® at x10 magnification (Figure
2). At the end of this procedure, the clamps were removed, the patency of transplanted graft was
confirmed and blood supply to the pelvis and lower extremities was restored. Rats were placed in an
incubator at 29°C for 20 minutes untill fully awake and monitored for signs of lower limb ischemia,
hemorrhage and pain. Antibiotics were administrated for 7 days (Bactrim 2.5 ml per liter of drinking

water). All procedures were performed by the same cardiac surgeon.

80



Transplanted vein graft examination

At 6 weeks after transplantation, under anaesthesia, the abdomen was exposed, previously implanted
vein grafts with a proximal and distal segments of the aorta were removed and subsequently divided
into five segments of commensurate length: two segments (proximal aorta and vein graft) were stored
in a 10 ml organ bath containing a physiologic salt solution (PSS) for myography and three segments
(proximal aorta, distal aorta and vein graft) were cooled in liquid nitrogen and stored at - 80°C for
histology and immunohistochemistry.

Vascular reactivity

Myography: for each sacrified recipient rat, 3 fresh segments of distal aorta, vein graft and control
vein stored in PSS were analyzed. At day+1, the fresh segments were mounted on a wire-myograph
(DMT, Aarhens, DK) as previously described (16). Briefly, 2 tungsten wires (25 um diameter) were
inserted in the lumen of the grafts and connected to a force transducer and a micrometer, respectively.
Vascular grafts were bathed in the PSS described above. A wall tension, equivalent to the intra-arterial
tension (20 mN for aortic segment and 5 mN for control vein and vein graft segments), was applied
corresponding or equivalent to arterial blood pressure at 0 mmHg. Vessels were allowed to stabilize
for twenty minutes. Contractility was assessed with phenylephrine (PE 10-6 M). Actylcholine (Ach
10-6 M) induced relaxation was then obtained after phenylephrine-induced preconstriction (50% of
maximal contraction). Vascular response to PE (from 10-9 M to 10-5 M), Ach (from 10-9 M to 10-5
M) and SNP (Sodium Nitroprussiate) (from 10-9 M to 10-5 M) were studied.

Histology

Vascular segments were embedded in paraffin and cooled at -80°C. Sections (7 um thickness) were
obtained from the fixed arterial segments and stained with orcein to visualize elastic fibers. External
diameter, lumen diameter, and media thickness were determined after images acquisition (Olympus
T100 microscope, Sony Camera) and analyzed using the Histolab Software (Microvision, Paris,
France) for cross-sectional area (CSA) calculation as previously described (17).

Detection of Reactive Oxygen species detection using confocal microscopy

As previously described (18), dihydroethidium staining (DHE, Sigma-Aldrich) was used to evaluate

the in situ levels of superoxide anions (O,). DHE penetrates cells and is oxidized by superoxide (O2)
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into fluorescent products that are trapped by intercalation into the DNA. Sections were incubated with
DHE (1 pmol/L) in phosphate-buffered solution (PBS) and DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénulindole-
Molecular probes, Invitrogen) for nuclear cells at 37°C for 30 min in a humidified chamber protected
from light. Fluorescent images of ethidium bromide were obtained using a confocal microscope
(Nikon) and quantified with the ImageJ (NIH) software. The different studied sections were: vein graft
and distal aorta samples.

Statistical analysis

Data were reported as mean =+ standard error the mean unless indicated otherwise. Parried two-tailed t-
tests or Mann-Whitney test were conducted to assess the statistical significant of each experiment

using Graphpad Prism software (La Jolla, Calif). P value of <.05 was considered statically significant.

RESULTS

Surgery and occlusion rate of the venous graft

The mean duration of venous storage and duration of surgery, the weight gain during the follow-up
were presented in the Table 1. At 6 weeks, the mortality was 0/9 in the HS group, 1/9 in the AHB
group and 3/9 in the GALA group.

Among rats alive, thrombosis occurred respectively in 2/9 (22%) grafts of AHB group, 5/8 (62.5%) in
the HS group and 5/6 (83.3%) in the GALA group (Figure 3). The suture analysis showed no proximal
nor distal anastomoses stenosis.

Histology

The wall thickness of control vein was 17.75 + 3 um in the HS group, 16.3 + 4 pm in the AHB group
and 17.3 £ 5 um in the GALA group (NS). The wall thickness of vein grafts was 105 £ 32 pm (+
83.1% compared with wall thickness of control vein) in the HS group, 101 £ 25 um (+ 83.9%) in the
AHB group and 107 £ 31 pm (+ 83.8%) in the GALA group (NS). The orcein staining showed an
important intimal hyperplasia in the vein graft with a disappearance of endothelium layer and a
structural media failure regardless the preservation solution used (Figure 4). The distal aorta retains its
histological architecture in each group. An intraluminal fibrosis was observed in the occluded grafts

(Figure 3).
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Myography

Because of the small number of permeable vein grafts at 6 weeks, the analysis concerned the average
of the three preservation solutions groups.

Phenylephrine induced a significant contraction in the aorta (3.10® umol/L), about 50% in the control
vein (between 10 and 3.10° umol/L). No contraction was observed on the vein graft except for high
doses of phenylephrine (10 pmol/L).

Acetylcholine did not induce dilatation neither in the control vein nor the aorta or the vein graft.
Sodium nitroprusside induced a significant dilatation in the control vein compared to the vein graft (p<
0.01) (Figure 5).

ROS detection

In venous graft sections, there was no difference concerning the superoxide formation evaluated by
ethidium bromide-enhanced fluorescence (Figure 6A). Moreover, in distal aorta sections, superoxide

levels were significantly higher in HS group than AHB and GALA groups (Figure 6B).

DISCUSSION

The present study describes the effects of heparinized saline solution, autologous heparinized blood
solution and GALA solution on vein graft implanted in arterial position in a rat model. We developed
a surgical approach of venous bypass grafting using end-to-end anastomosis of the inferior vena cava
implanted into infra-renal aorta, which is relevant to current research on vein graft failure and intimal
hyperplasia (IH). The aim of this surgical model was to present the effects of storage solutions
commonly used for CABG on the integrity of the venous graft.

Focus of the model

Models of venous grafting in the arterial position have been used to improve the patency of grafts in
humans (19, 20) which is especially relevant in CABG. Goldman et al. (21) reported saphenous vein
graft patency of 60% or more at 10 years postoperatively in humans. Animal models are useful to
analyze the pathology of vein graft disease and to test therapeutic strategies in vivo (22). In large
animals such as pigs and dogs, the model consists of an interposition of saphenous and jugular veins

into common carotid artery. Wan et al. reported rate patency at 4 weeks (23) with saphenous vein-
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common carotid artery interposition model in large white swine. In rats, different models of inferior
vena cava into abdominal aorta interposition have been described as superficial epigastric vein into
femoral artery interposition or ileolumbar vein into the abdominal aorta interposition (24). In the
surgical model proposed by Sun Q et al., the vein graft was interposed into the recipient’s abdominal
aorta using microsurgical techniques in a latero-terminal configuration, and the aorta of the recipients
was then ligated between the two anastomoses (24) while we developed an end-to-end anastomosis
technique aligning vein and arterial endothelial cells in direction of arterial blood flow, therefore
minimizing the effects of shear stress. The vena cava was harvested using state-of-the-art and optimal
handling techniques (same surgeon, atraumatic surgical technique, avoiding excessive handling and
distorsion) in order to reduce traumatic damage to the endothelium layer, which is the first step of the
graft failure. The main difficulty in vein graft transplantation was the vein wall’s thickness. In fact, the
texture of the vein issued from its storage solution makes the wall extremely fine.

Vein graft analysis at 6 weeks

Saphenous vein graft (SVG) represents an autologous transplantation, as it is explanted, preserved in
storage solution into a cup at room temperature and then implanted in arterial system. In clinical
practice, the duration of vein graft storage corresponding to the warm ischemia tissue was difficult to
evaluate because no data are published. Some surgeons do not store SVG before creating the
anastomoses and develop the concept of “no-touch technique” with excellent graft patency (25). In
contrast to what is done for solid organs destined for allotransplantation, where differents preservation
solutions were developed such as University of Wisconsin solution for pancreas or Celsior solution for
heart, the normal saline solution was the first storage solution for SVG. O’Connel et al. demonstrated
that 2 hours of saline infusion produced an IH (26). In the present study, the duration of vein storage in
the different solution was high as to allow preparation of the recipient rat following vein graft
harvesting but no relation was found between storage duration and importance of [H. Recently, other
study showed that duration of storage time in solution did not lead to smooth muscle or endothelial
dysfunction (9). None of the storage solutions used in this study has reduced the intimal hyperplasia.
In fact, we observed a significant increase of the wall thickness and histological signs of fibrosis. No

histological sign of atherosclerosis was observed because of early harvest. Among the occluded vein,
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only an important IH could explain the vein graft occlusion at 6 weeks. Similar results were observed
in the study published by Wong et al. who performed arteriovenous fistula in a murine model and then
collected for analysis at 7, 14 and 28 days postoperatively (27). They found significant changes in the
intima at 7 days and a significant hyperplasia was observed at 14 days. Sun et al. investigated the
efficacy of oral administration of hydrogen-rich water (HW) for prevention of intimal hyperplasia
concerning inferior vena cava placed as an interposition graft in the abdominal aorta. The vein grafts
were analyzed at 1 week and 6 weeks. Six weeks after bypass procedure, all vein grafts presented
SMC and collagen deposits, macrophage infiltration but significantly less in the rats that consumed
HW. At 1 week, scanning electron microscopy revealed significant endothelial denution with platelets
and leucocytes deposits as well as micro thrombi but less in the HW group (24). In our study, the rate
of occluded vein grafts among them was greater in the GALA group than AHB and saline solution
groups. GALA solution is based on a physiological salt solution and contains glutathione and L-
ascorbic acid, antioxidant and arginine, a substrate for NOS (Nitric Oxyde Synthetase) in EC to
protect the endothelium against ischaemic injury during storage. The analysis of GALA effects on EC
showed a protecting endothelial structure and function (9). According to our results, we cannot
conclude that GALA solution protects the endothelial layer in this rat model. These results should be
interpreted with caution if we extrapoled them in human. The occluded vein graft rate at 6 weeks is
low after coronary bypass but probably storage solutions did not limit vascular remodeling during the
chronic intimal hyperplasia (stage III), their benefits intervening during the first weeks.

Referring to an “arterialized vein” might suggest the possibility that a venous graft could have the
characteristics and contractile function of an artery. Many studies showed that intimal hyperplasia is
an adaptative mechanism following arterialization of the vein and is unlikely linked to vein graft
thrombosis (28). Regardless of the storage solution, we showed that vein grafts mounted on a wire-
myograph did not present any vascular reactivity because of the complete loss of endothelium
function. Moreover when pre-contraction was initiated by phenylephrine infusion, no aortic dilatation
was observed. However, we observed attenuated endothelial responsiveness to acetylcholine while
histological architecture seems to be intact. The implication of the shear stress in vascular biology and

inflammation was described by Touys et al. (29). All vascular cell types produce reactive oxygen
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species (ROS) that regulate vascular function by modulating cell growth, apoptosis, migration,
inflammation and extracellular matrix protein production. Oxidative stress and associated oxidative
damage are mediators of vascular injury and inflammation, and constitute the first steps of
atherosclerosis development (14). In the present study, we observed an important oxidative stress in
the different vein graft segments analyzed. The inflammatory response into the vein wall due to shear
stress was also observed in arterial samples explaining the vascular function damage. These results
should be interpreted with caution because of the small number of permeable vessels at 6 weeks. In
the presence of high levels of sodium nitroprusside, a dilatation was observed in the control vein
group. Saad Enouri et al. studied characteristics of myogenic reactivity in isolated rat mesenteric
veins. The integrity of the endothelium was assessed by a dilator response to acetylcholine in
phenylephrine-preconstricted veins. The veins were able to develop significant myogenic tone that
appears greater over the low-to-intermediate pressure ranges but mesenteric veins did not demonstrate
myogenic responses unlike mesenteric arteries (30). Our study suggests that the control vein presents a
vascular reactivity in contrary to the vein graft pretreated with the storage solutions and exposed to the
arterial flow.

Limitations of the study

This study had several limitations. The high number of occluded vein grafts reduced the possibilities
of analysis. Moreover, intermediate analysis of the vein grafts should have been performed in order to
explain the mechanisms of vascular inflammation in relation of each group. Due to the small number
of vein grafts sections we combined data from all storage solution groups in order to compare vascular
reactivity to each solution.

These results suggest that the storage solutions commonly used in coronary surgery especially the
GALA solution do not protect the vein graft exposed to an arterial blood flow from the development

of intimal hyperplasia in a rat model of venous bypass.
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LEGENDS

Figures

Figure 1 : Study flow-chart
Figure 2: Schematic representation of the surgical procedure. Each diagram represents the essential

steps of bypass grafting.

Figure 3: A Mann-Whitney test was used to compare the different groups. Occluded grafts rate was

higher in the GALA group than HS group (p=0.04) and AHB group (p=0.58)

Figure 4: Results of arterial blood exposition during 6 weeks (orcein staining). The distal aorta (A, F,
I) retains its histological architecture. An important intimal hyperplasia was observed in the vein graft
(B, E, H) with a disappearance of endothelium layer and a structural media failure regardless the

preservation solution group.

Figure 5: Dilatation induced by increasing dose of Acethylcholine (Figure 3A) in phenylephrine
preconstricted vein (Figure 3B) was not observed in the different vessels. Dilatation induced by
increasing dose of sodium nitroprusside was observed in the control vein (Figure 3C). Data are
presented as mean = SEM (vein graft, n =11; control vein, n = 27; aorta, n =23). Double asterisk

indicates P<0.01 for vein control vs vein graft.

Figure 6: Superoxyde production in the different groups is shown in the bar graphs for venous grafts

section (A) and for distal aorta sections (B).

Table

Table 1: Surgical data
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Surgical inferior vena cava graft harvest in Lewis rat
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Table 1

Heparinized Saline Autologous GALA solution
solution HS Heparinized Blood
solution AHB

(n=9) (n=9) (n=9)
Duration of venous 91456 106+57 88+57
storage (min)
Duration of venous 6711 6310 67+11
transplantation (min)
Weight gain during 73424 79422 69+21

follow-up (gr)
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Résumé

Un « Best Evidence Topic » en chirurgie cardiaque a été écrit selon un protocole structuré. La
question posée était: «Une artere thoracique interne squelettisée donne-t-elle moins de
complications postopératoires qu'une artére non squelettisée? » Au total, 45 articles ont été
trouvés a l'aide d’outils de recherche classique, dont 10 représentaient la meilleure preuve
pour répondre a la question clinique. Les auteurs, la revue, la date et le pays de publication, le
groupe de patients étudié, le type d’étude, les résultats pertinents et les résultats de ces articles
sont présentés dans un tableau. Les greffons utilisés €taient soit des artéres thoraciques
internes (ITA) seules (LITA (Left ITA) ou RITA (Right ITA)), soit des ITA bilatérales
(BITA). Les 6 études portant sur 1’infection du site opératoire présentent toutes moins de
complications lorsqu’ITA est squelettisée. Pour la mortalité postopératoire (dans les 30 jours),
une des 3 études a montré un taux de mortalité inférieur, mais aucune analyse a long terme
n’a été réalisée. Deux études ont montré une diminution de la douleur thoracique dans les 30
jours en cas de squelettisation. La durée d'hospitalisation était plus courte pour 3 études
menées sur ce sujet. Une étude sur la fonction pulmonaire a conclu a un meilleur rapport entre
les valeurs pré et postopératoires de la capacité vitale forcée. Malgré une durée de
prélevement plus longue, la squelettisation de I'I'TA pour le pontage entraine moins d'infection
du site opératoire, réduit les douleurs thoraciques, permet une hospitalisation plus courte et

des fonctions respiratoires préservées.
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Abstract

A best evidence topic in cardiac surgery was written according to a structured protocol. The question addressed was ‘Does a skeleto-
nized internal thoracic artery (ITA) give fewer postoperative complications than a pedicled artery for patients undergoing coronary
artery bypass grafting? Altogether, 98 papers were found using the reported search, of which 11 represented the best evidence to
answer the clinical question. Papers about patency of skeletonized versus pedicled internal thoracic artery were excluded. The ana-
lysed complications were essentially mediastinitis, superficial sternal infection, wound infection, chest pain and pulmonary function.
The authors, journal, date and country of publication, patient group studied, study type, relevant outcomes and results of these
papers are tabulated. Grafts used were either single ITA (LITA or RITA, left or right, respectively) or bilateral ITAs (BITAs). One pro-
spective randomized controlled trial was identified, which found that benefits of skeletonized harvesting included increased graft
length, increased graft flow and decreased incidence of mediastinitis. All of the six studies concerning wound infection demonstrate
fewer complications when ITA is skeletonized. One of the three papers describing postoperative mortality demonstrated lower 30-
day mortality, but there was no long-term analysis. Three studies describing postoperative chest pain reported a lower score on the
visual analogue scale (VAS) within 30 days. One of them indicates that the pedicled group has a significantly greater VAS, pain disabil-
ity index and short-form McGill Pain questionnaire score at 1 and 3 months. The hospital stay was shorter for three studies conducted
on this subject. One study about pulmonary function reported a better ratio of pre- versus postoperative values of forced vital cap-
acity. Despite longer operating times, skeletonization leads to fewer wound infections, reduced chest pain, allows a shorter hospital
stay and better preserves pulmonary function.

Keywords: Coronary artery bypass graft « Arterial grafts - Surgery - Complications - Wound infection

INTRODUCTION

A best evidence topic was constructed according to a structured
protocol. This is fully described in ICVTS [1].

THREE-PART QUESTION

In [patients undergoing CABG surgery] does [skeletonized] or
[pedicled] harvest of the left internal thoracic artery give fewer
[ postoperative complications).

CLINICAL SCENARIO

You have a 75-year-old patient listed for coronary artery bypass
graft (CABG), and you wonder whether to collect the skeletonized
internal thoracic artery (ITA).

SEARCH STRATEGY

An English language literature review was performed on Medline
1966 to November 2013 using Pubmed interface [coronary artery
bypass OR coronary artery bypass graft OR coronary artery

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the European Association for Cardio-Thoracic Surgery. All rights reserved.
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Table 1: Best evidence papers

Author (date), Patient group Outcomes Key results Comments, study

journal and country weaknesses

Study type

(level of evidence)

Saso et al. (2010), 33 studies between 1999 Skeletonization is better: Many patients included

Ann Thorac Surg, and 2008

UK[2) Postoperative wound OR 041 (95% Q1 0.26-0.64) Studies chosen

3663 BITA patients: infection independently by two
Meta-analysis -1886 skeletonized reviewers
(level 1a) -1777 non-skeletonized Postoperative infection in OR0.19(95% Cl1 0.10-0.34)
diabetic patients 60% less infections with the

skeletonized method
Decrease of all types of
infection espeaally
mediastinitis
Significant results in diabetic
patients

Huand Zhao (2011), 22 published trials Length of ITA (5 studies) +1.99 am (95% This study shows significant

Ann Thorac Surg, between 1966 and 2010 C10.87-3.11) P=0.001 positive effects of the

China[3) skeletonized harvesting

5184 CABG patients: ITA flow capacity +23.24 ml/min (95% technique on the graft

Systematic review and -1931 skeletonized (7 studies) C17.52-3896) P=0.004 quality, sternal

meta-analysis study -3253 non- skeletonized microarculation and chest

(level 1a) Incidence of internal Lower RRof 0.68 (95% wall complications

Boodhwani et al. (2006),
Circulation, Canada [4]

Prospective randomized
double-blinded within-
patient comparison; single
centre

(level 2b)

Peterson et al. (2003),
) Thorac Cardiovasc Surg,
Canada [5)

Cohort study; single centre
(level 2b)

48 patients underwent
BITA and received 1
skeletonized and 1
non-skeletonized ITA The
side that received the
skeletonized ITA was
randomly assigned

Subgroup of 7 patients
who were randomly
chosen toundergo
assessment of sternal
perfusion underwent a
SPECT bone scan

115 patients with diabetes
underwent BITA:

-79 skeletonized (A) from
1999 to 2003

-36 conventional pedided
(B) from 1990 to 2003

wound infections (15
studies)

Overall mortality for
high-risk and low-risk
populations (10 studies)

Mortality for early death
within 30 days (7 studies)

Harvest time (min)

Length (cm)

Flow (ml/min)

Chest wall pain

Sternal perfusion

Total operative time (min)

Low output syndrome

Intra-aortic balloon pump

C10.50-0.93) P=0017

RR =0.70 (95% CI
0.50-0.98) P=0.035

RR =0.4(95% C10.2-082)
P=0012

Skeletonized: 27 =1
Pedided: 24 +1,P=004

Skeletonized: 182203
Pedided: 177203

No significant difference
P=016

Atthe 3-month follow-up,
VAS pain scores were
significantly lower for the
skeletonized side, P=0.05

24+ 8% increase of sternal
perfusion on the
skeletonized side, P=0.03

A:1993:2751
B:1847 2697
P=03

A0
B:5(13.9%)
P=0003

A0
B:4(11.1%)
P=001

However, the long-term
results remain
undetermined, and need to
be confirmed bya
prospective study with
long-term follow-up

Skeletonized harvest of the
ITA results in reduced pain
and dysesthesia and in

improved sternal perfusion

Skeletonization does not
improve conduit flow but
may increase conduit length

The increased perfusion of
the sternum by
skeletonization of the ITA
reduces morbidity of CABG
and deep sterna wound
infections

The intraoperative variables
were similar and
skeletonization did not
significantly increase
operative imes

ITA skeletonization lowers
the risk of sternal infection in
patients with diabetes,
resulting in infection rates
that are similar to those in
patients without diabetes

Continued
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Table 1: (Continued) e
=
Author (date), Patient group Outcomes Key results Comments, study Y
Jjournal and country weaknesses =
Study type [~
(level of evidence) E
-
Red blood cell transfusions A:07:10 Diabetes must not be a0
B:25+43 considered as a —
P=0016 contraindication to BITA
grafting in case of
Ventilation (h) A:91+154 skeletonization
B:229+357
P=003 However, skeletonization is a
new surgical technique
Intensive care unit stay A:15+13 without exhaustive data on
(days) B:24+22 long-term patency rates
P=003
Hospital stay (days) A71+29
B:11.2£92
P=0013
Overall SWI in patients A:5.1%
receiving BITAs B: 22.2%
P=003
Deep SWI in patients A:13%
receiving BITAs B:11.1%
P=003
Overall SWI in patients Non-significant difference:
with and without diabetes A:48%
receiving BITAs B:4.2%
P=08
Deep SWI in patients with Non-significant difference:
and without diabetes A:12%
receiving BITAs B: 1.6%
P=08
Cohen et al. (1999), 24 consecutive patients Mortality Non-significant difference No differences in mortality
J Thorac Cardiovasc Surg, undergoing primary CABG between the skeletonized
Israel [6] 11 inthe skeletonized ITA Time in hospital Skeletonized group: group and the pedicled
group; 12 in the pedicled 591 1.7 days group
Prospective randomized ITA group Pedided group: 7.1£29
study; single-centre days Less time in hospital in the
(level 2¢) P=024 skeletonized group
Chest pain Skeletonized group: n=3 Less chest painin the
Pedided group:n=7 skeletonized group
P=0046
Less superficial infection in
Superficial infection Skeletonized group: n=1 the skeletonized group
Pedided group: n=3
P=032
Nishi etal (2011), Isolated CABG using LITAs Time of postoperative LITA No difference in
Eur J Cardiothorac Surg, (n=30) or BITAs (n=16) Doppler flowmeter No change inthe deterioration between the
Japan(7] grafting presternal blood flow Groups Sand P for LITA
No difference in grafting
Cohort study; single centre 23 received skeletonized deterioration of the
(level 2b) UTA graft (Group S)and 23 retrosternal blood flow in Skeletonization is not
received pedided LITA the middle part of the advantageous for
graft (Group P) sternum between the maintaining sternal
pedicled group and the microdrculation
All RITAs were collected skeletonized group
using the skeletonized
method

Continued
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Table 1: (Continued)
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Author (date), Patient group Outcomes Key results Comments, study
Journal and country weaknesses
Study type
(level of evidence)
46 underwent pre- and Sternum microdrculation BITA
postoperative laser prior to and after ITA No change in the
Doppler flow meter harvesting presternal blood flow
Right retrosternal blood
flowwas significantly
decreased in the middle
and lower parts after
harvest of the RITA
Matsumoto et al. (1997), Isolated CABG using UTA Time of pulmonary test 20-30 days after CABG Ratio significantly decreased
Ann Thorac Surg, (n = 79) or saphenous vein in Group 2 and significantly
Japan [8] grafts (Group 3 n=32) Ratios of postoperative to 84% in Group 1,77% in different from Groups 1 and
preoperative forced vital Group 2 and 84% in 3(P<0.05)
Cohort study; single centre Seventy-nine patients capadty Group 3
(level 2b) received LITA graft using Postoperative pulmonary
the skeletonized (Group 1 dysfunction was significantly
n=33) or pedided (Group greater in patients who
2 n = 46) method underwent wide
muscular-facial pedicle
dissection of the ITA
compared with
skeletonization of the artery
Calafiore et al. (1999), Group A (pedicled BITA: Mortality Group A: 16% No significant differences
Ann Thorac Surg, 304 patients from October Group B: 2.1%
Italy [9) 91 to May 94); NS No significant differences
Group B (skeletonized
Cohort study; single centre BITA): 842 patients from Cerebrovascular acadent Group A:03% No significant differences
(level 4) June 94 to June 98 Group B: 1.2%
NS Less bleeding with
skeletonization
Acute respiratory failure Group A:03%
Group B: 1.9% Less time in ICU with
NS skeletonization
Bleeding (m/12 h) Group A: 674 + 531 Less transfusion with
Group B: 542+ 306 skeletonization
P <0.001
In-hospital stay (days):
Intensive care unit (h) Group A:35.2: 298 shorter with skeletonization
Group B: 22.1+323
P <0.001
Number of patients Group A: 85 (27.6%)
transfused Group B: 160 (19%)
P<0.05
In-hospital stay Group A:96298
Group B:5.5+45
P <0.001
De Paulis et al. (2005), 450 patients receiving a Sternal infection Significant benefit of
J Thorac Cardiovasc Surg, BITA -Deep 3% inthe skeletonized skeletonization
Italy [10) -300 non-skeletonized group vs 5% inthe
-150 skeletonized non-skeletonized group Non-randomized study.
Cohort study with control; (P=04) Patients with more risks were
single centre skeletonized
(level 4) -Superfical 8% inthe skeletonized
group vs 12% in the
non-skeletonized group
(P=0.002)
Sakicetal (2013), 418 non-emergents Sternal wound Skeletonized ITA hasa Less wound complication
Interact CardioVasc Thorac isolated CABG patients complications during first 3 protective effect with skeletonization
Surg, Austria [11] receiving BITA CABG months after surgery (P=0.009)
procedures from 2001 to
2012
Continued
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Table 1: (Continued)

Author (date), Patient group Outcomes Key results Comments, study
Journal and country weaknesses
Study type
(level of evidence)
Cohort study; single centre Skeletonized ITA prevents
(level 4) sternal complications
P=0001
Bawany etal (2014), 116 consecutive patients VAS Skeletonized: 30+ 4 Skeletonization reduces
) Card Surg, Pakistan [12) who had undergone Pedided: 55+ 6 post-coronary artery bypass
primary isolated CABG P<0001 surgery pain at both 1-and
Cohort study; single centre with pedicled (46) or 3-month intervals
(level 4) pedicled (70) grafting. The Pain disability index Skeletonized: 34 + 3

authors interviewed all 116
patients at 1 and 3 months
after the surgery by phone

McGill pain scale at first

month

Pedided: 47+ 5
P<0001

Skeletonized: 9 £ 1
Pedided: 142
P<0001

Cl: confidence interval, OR: odds ratio; RR: relative risk; ITA: internal thoracic artery; LITA: left ITA; BITA: bilateral ITA; CABG: coronary artery bypass graft;

VAS: visual analogue scale; SWI: sternal wound infection.

surgery OR coronary surgery] AND [skeletonization OR skeletoni-
sation OR skeletonized] AND [internal thoracic artery OR internal
mammary artery).

SEARCH OUTCOME

The search returned 98 papers. From these, 11 papers were iden-
tified as providing the best evidence to answer our question.
These are presented in Table 1.

RESULTS

The studies examined the effects on postoperative complications
of ITA grafting using the skeletonized versus pedicled method in
coronary artery bypass surgery.

Saso et al. [2] performed a meta-analysis of 33 studies and
found that skeletonization was associated with beneficial reduc-
tion in the odds ratio of sternal wound infection (odds ratio, 0.41;
95% confidence interval, 0.26-0.64). This effect was more evident
when analysing diabetic patients undergoing bilateral ITA grafting
[odds ratio, 0.19; 95% confidence interval (Cl), 0.10-0.34].

Hu and Zhao [3] conducted a meta-analysis of 22 studies and
found a lower relative risk (RR) of 0.68 (95% ClI 0.50-0.93;
P=0.017) for the incidence of sternal wound infection (15
studies), an RR of 0.70 (95% CI 0.50-0.98; P = 0.035) for overall
mortality for high- and low-risk populations (10 studies), an RR of
04 (95% C10.2-0.82; P = 0.012) for mortality for early death within
30 days (7 studies).

Boodhwani et al. [4] performed a prospective randomized
double-blind within-patient comparison (48 patients). The
patients underwent bilateral ITA (BITA) received one skeletonized
and one non-skeletonized ITA. The side that received the skeleto-
nized ITA was randomly assigned. They found visual analogue
scale pain scores significantly lower for the skeletonized side at
the 3-month follow-up (P = 0.05) and a 24 + 8% increase of sternal

perfusion on the skeletonized side (P =0.03) for sternal perfusion.
ITA harvesting in a skeletonized manner resulted in a significant
decrement in postoperative pain at the 3-month follow-up.

Peterson et al. [S] conducted a prospective study including
115 patients with diabetes: 79 skeletonized (A) and 36 conven-
tional pedicled (B). Group A had less blood transfusion (A:
0.7 £ 1.0 units; B: 2.5+ 4.3 units, P=0.016), a shorter ventilation
time (A: 9.1+ 15.4h; B: 229+ 35.7h, P =0.03), less time in the
ICU (A: 1.5+ 1.3 days; B: 24+ 2.2 days, P=0.03) and fewer
overall (A: 5.1%; B: 22.2%, P=0.03) and deep (A: 1.3%; B: 11.1%,
P =0.03) sternal wound infections.

Cohen et al. [6] demonstrated a shorter hospital stay with skele-
tonization (5.9+1.7 vs 7.1£29 days, P=0.24), less chest pain
(visual analogue scale 3 vs 7, P =0.046) and fewer superficial infec-
tions (1vs 3, P=0.32).

Nishi et al. [7] carried out a prospective cohort study (46
patients), and found no difference in sternum microcirculation in
the skeletonized group or the pedided group.

Matsumoto et al. [8] analysed the left ITA (LITA) graft in 79
patients (skeletonized group n=33 and pedided group n=46),
and found a significant decrease in ratios of postoperative to pre-
operative forced vital capacity in the pedicled group.

Calafiore et al. [9] realized a prospective cohort study, and
found no significant differences in mortality, cerebrovascular inci-
dent, acute respiratory failure between the pedicded BITA group
(304 patients) and the skeletonized BITA group (842 patients), but
found less bleeding (P <0.001), less time in the ICU (P <0.001),
less transfusion (P < 0.05) and a shorter hospital stay (P < 0.001).

De Paulis et al. [10], in a prospective cohort study with control
with 450 patients receiving a BITA (300 non-skeletonized and 150
skeletonized), analysed sternal deep and superficial infection and
demonstrated that skeletonization is a benefit for deep infection
(3% in the skeletonization group vs 5% in the non-skeletonization
group, P=0.4) and for superficial infection (8% in the skeletoniza-
tion group vs 12% in the non-skeletonization group, P = 0.002).

Sakic et al. [11] conducted a case-control study of 418 CABG
patients receiving BITA, and found a link between a decrease of

105

¥
a
o
-
w
v
z
[v9]
(=)
-
w
—
v
v
@




6 0. Fouquet et al. / Interactive CardioVascular and Thoracic Surgery

sternal wound complication and skeletonized ITA in comparison
with pedicled ITA (P=0.001).

Bawany et al. [12] presented a retrospective analysis of 116
patients, and found a significant decrease in postoperative pain
that had a serious effect on health-related quality of life as mea-
sured by the pain disability index.

CLINICAL BOTTOM LINE

We conclude that the use of the skeletonized ITA for CABG
decreases the incidence of postoperative pulmonary and sternal
complications. The benefits of skeletonized harvesting also
include a reduction in postoperative pain.

Conflict of interest: none declared.
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Résumé

La réponse inflammatoire systémique a un flux pulsatile ou non pulsatile généré par les
pompes de circulation extra-corporelle (CEC) sont largement décrits et discutés dans la
littérature. On estime que plus de 32 000 procédures sous CEC sont réalisées chaque année en
France dont 60% a I’aide d’une pompe a galets et 40% a 1’aide d’une pompe centrifuge. Il est
admis qu'une pompe a galets géneére un flux pulsatile et une pompe centrifuge, un flux non
pulsatile. Un fux pulsatile réduit la réponse inflammatoire, une vaste étude randomisée
publiée en 1995 concluait que lorsque le débit de pompe était pulsatile, il était observé une
diminution significative de la morbidité et mortalité. Les inconvénients théoriques de ce type
de flux sont la production de micro-embols et I’hémolyse. Les facteurs pro-inflammatoires
comme I’interleukine-6 (IL-6), IL-8, la chaine terminal du complément (sC5b-9) et I’¢lastase
leucocytaire sont augmentés au cours d’une CEC centrifuge. Les cytokines pro-
inflammatoires produites en excés sont potentiellement médiatrices de 1ésions vasculaires et
de dysfonctionnement d’organes. La microcirculation correspondant a des vaisseaux de moins
de 200 um est préservée en présence d’une pulsatilité du fait de 1’atténuation des adhérences
leucocytaires et du maintien du nombre de vaisseaux perfusés. L’écoulement laminaire
produit par un flux non pulsatile induit une activation endothéliale : la morphologie des
cellules changeant, une expression plus élevée des genes anti-oxydants et un faible niveau
d’expression du stress oxydatif.

L’effet protecteur du flux pulsatile sur le tonus vasculaire dans des artéres de résistance a été
mis en évidence dans une étude expérimentale sur des artéres mésentériques de rats. Les
résultats de cette étude suggerent que I’effet délétére d’un flux non pulsatile sur la réactivité
vasculaire et réponse inflammatoire locale apparait pour des temps d’exposition modérés a
longs. Chez I’homme, des artéres intermédiaires comme les artéres thoraciques internes (ATI)

contiennent une grande proportion de cellules musculaires lisses et leur sensibilité aux
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variations de pression et caractéristiques du flux est importante.
Le but de notre étude (IPATTI) était d’étudier la réactivité vasculaire d’artéres thoraciques
internes chez des patients opérés de pontages coronaires avec une pompe de circulation extra-

corporelle a galets et centrifuge.
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ABSTRACT

Background: Cardiopulmonary bypass (CPB) induces a systemic inflammatory response and affects
the organ vascular bed. Roller pumps used in CPB decrease terminal complement complex activation
and elastase release compared to centrifugal pumps. Experimentally, the lack of pulsatility alters
myogenic tone of resistance arteries and increases the parietal inflammatory response. The purpose of
this study was to compare the vascular reactivity and the inflammatory response of the internal
thoracic arteries (ITAs) between patients undergoing coronary artery bypass grafting (CABG) under
CPB with a roller pump or with a centrifugal pump.

Methods: Eighty elective male patients undergoing CABG were selected using one or two internal
thoracic arteries under CPB with a roller pump (RP group) or centrifugal pump (CFP group). ITA
samples were collected before starting CPB (Time 1) and before the last coronary anastomosis during
aortic cross clamping (Time 2). Terminal complement complex activation (SC5b-9) and neutrophil
activation (elastase) analysis were performed on arterial blood at the same times.

Results: Acetylcholine-dependent relaxation was conserved in the two groups whatever the time.
SC5b-9 and elastase increased between Time 1 and Time 2. Gene expression of C3 and C4a in the
artery wall decreased from Time 1 to Time 2 and between the RP group and the CFP group. No
oxidative stress was observed in the graft.

Conclusion: Endothelium-dependent relaxation of the internal thoracic arteries was preserved during
CPB whatever the type of pump used. The inflammatory response observed in the blood was not

found in the graft wall.

Abstract word count: 249
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INTRODUCTION

More than 32000 surgeries under cardiopulmonary bypass (CPB) are performed each year in France,
60% using a roller pump (RP) and 40% using a centrifugal pump (CFP) (*).

The superiority of the CFP over the RP is debated. The CFP is considered safer than the RP by
reducing the risk of microgaseous emboli and hemolysis (*). However, a recent meta-analysis (*) failed
to demonstrate any clinical difference between the two types of arterial pumps used for CPB, but this
comparison was limited to clinical events and did not focus on the systemic inflammatory response
syndrome (SIRS). Although the CFP was expected to reduce the SIRS, initial comparisons between
the two pumps have shown that the RP, when compared to CFP, decreased the terminal complement
complex activation (SC5b-9) as well as elastase release during coronary artery bypass grafting
(CABG) under CPB (*7). It has long been reported that the RP produces a pulsatile flow, which is
responsible for lateral transmission of energy to tissue, whereas the CFP produces a non-pulsatile flow
without an add-on device (7). The lack of pulsatile flow may increase some aspects of SIRS such as
endotoxin release during aortic cross clamping in patients undergoing CABG (*). We previously
demonstrated experimentally that an inflammatory reaction was less damaging for the mesenteric
arteries rats subjected to very long pulsatile perfusion than arteries submitted to non-pulsatile
perfusion, independently of flow or pressure (°). In addition, these effects originated directly within
the arterial wall and not from a blood activation process, since these mesenteric arteries were perfused
with a bloodless saline solution. Interestingly, patients undergoing non pulsatile mechanical
circulatory support are prone to gastrointestinal injury and bleeding ('°), an effect that is usually
related to a shear stress-mediated willebrand factor defect ('') rather than to a local organic
inflammatory process. Nevertheless, impaired vasorelaxation and propensity to vasospasm caused by
SIRS during CPB may affect several vascular territories such as the pulmonary, mesenteric or cerebral
microvascularization ('?). By modifying the SIRS using heparin-coated circuits, we observed a
significant reduction of vasospasm in the cerebral arteries using transcranial Doppler ultrasound in

patients undergoing CABG (**). Therefore, we postulated that such a detectable Doppler benefit of
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SIRS reduction might also be observed in the internal thoracic arteries currently used for myocardial
revascularization.

The aim of this prospective randomized clinical trial was to compare the impact of the SIRS generated
during CPB using roller or centrifugal pumps on vascular reactivity and local inflammatory response

of the internal thoracic arteries used for CABG.

MATERIALS AND METHODS

1. Study design (Figure 1)
The IPITA (Impact of Pumps on Internal Thoracic Arteries) study consisted of two parallel
prospective, monocenter, randomized, active-treatment-controlled clinical trials. Patients were
randomly assigned in a 1:1 ratio to two groups (RP group = Roller pump group; CFP group =
Centrifugal pump group) one day before surgery with use of a computer-generated plan. All patients
provided their written informed consent preoperatively. The study and the consent form were
approved by the Angers institutional review boards (authorizations: CNIL: 2015-002; CPP: 2014/29).
The primary endpoint was the comparative measurement of internal thoracic artery (ITA) vascular
reactivity, defined by endothelium-dependent relaxation rate and associated intraparietal inflammatory
response.

2. Population
Inclusion criteria were male patients and elective coronary artery bypass grafting (CABG) using at
least one of the two ITAs.
Exclusion criteria were female patients because their complement activation has been shown to be
greater than that in men during surgery under CPB ('*); age < 18 years; CABG requiring additional
valve repair or replacement; emergency surgery and insufficient length of the ITA. Data were
extracted from medical charts. Baseline characteristics, intraoperative and postoperative data were
collected using Epidata 3.1 Software.

3. Surgical technique and ITAs segment sampling
- Surgical procedure: CABG was performed under normothermic (36-37°C) cardiopulmonary bypass

(CPB). All components of the circuits were coated with phosphorylcholine inert surface (PHISIO,
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Sorin®). The pump manufacturers were Maquet” and Sorin® for the roller pumps and Sorin® for the
centrifugal pumps respectively. All patients underwent an anterograde cold blood cardioplegia diluted
with a Plegisol® solution (dilution 4:1) enriched with potassium. Heparin administered after full
sternotomy to obtain an activated clotting time (ACT) longer than 250 seconds as a routine procedure
previously described in our center (). All ITA grafts were skeletonized. Then, the ITAs were
bathed in a Papaverine® and hot water solution to avoid arterial vasospasm. ITA distality was clamped
before sampling the segment.

- ITAs segment samples: 1.5 cm of ITA distality was sampled before blood flow interruption into the
graft and before starting CPB (Time 1) and another segment (1.5 cm) before the last coronary
anastomosis during aortic cross clamping (Time 2) (Figure 1). The sampled arterial segment at time 2
was the tissue exposed to the pump flow. Each arterial segment was cut into three parts: a fresh part
for arterial myography bathed and stored in a 50 ml organ bath containing a physiological salt solution
(PSS) with the following composition: 130 mmol/L sodium chloride, 3.7 mmol/L potassium chloride,
1.2 mmol/L magnesium sulfate, 14.9 mmol/L sodium hydrogen carbonate, 1.6 mmol/L calcium
chloride, 5 mmol/L HEPES, 1.2 mmol/L KH,PO4 and 11 mmol/L glucose. The pH was maintained at
7.4 at room temperature. The other two parts were cooled in liquid nitrogen and stored at -80°C for
immunohistochemistry and RT-PCR analysis.

4. Internal thoracic arteries analysis

Myography: for each patient, 2 fresh segments of ITA (Time 1 and Time 2) stored in PSS were
analyzed. On day+1, these segments were mounted on a wire-myograph (DMT, Aarhens, DK) as
previously described (7). Briefly, 2 tungsten wires (25 pm diameter) were inserted into the lumen of
the arteries and connected to a force transducer and a micrometer, respectively. The arteries were
bathed in the PSS solution. Wall tension, equivalent to intra-arterial pressure (90 mmHg), was applied
and the blood vessels were allowed to stabilize for thirty minutes. Arterial contractility was assessed
with phenylephrine (PE, 10 pmol/L). Acetylcholine-induced (Ach 10 pmol/L) relaxation was then
obtained after phenylephrine-induced preconstruction (50% of maximal contraction) in the presence or
in the absence of the NO synthesis blocker L-NMMA (3.10* mol/L) and in the presence or in the

absence of the COX synthesis blocker Indomethacin (10 mol/L).
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Superoxide detection and confocal microscopy: dihydroethidium staining (DHE, Sigma-Aldrich)
was used to evaluate the in situ levels of superoxide anions (O,). DHE is permeable to cells and is
oxidized by superoxide (O to fluorescent products that are trapped by intercalation into the DNA.
Sections (10 pum thickness) were incubated with DHE (1 umol/L) in phosphate-buffered solution
(PBS) and DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénulindole-Molecular probes, Invitrogen) for nuclear cells at
37°C for 30 min in a humidified chamber protected from light. Fluorescent images of ethidium
bromide were obtained using a confocal microscope (Nikon Eclipse TE2000S).
Immunochemistry: sections (10 um thickness) of arteries were rehydrated by 500 pl of PBS during
10 minutes and fixated with 200 pl of paraformaldehyde (PFA) (pH = 7.4, room temperature) and then
were rinsed by PBS. Permeabilization with 200 pul of PBS-BSA (Bovine Serum Albumin — Sigma)
10% - Tween 0.1% during 40 minutes and then saturation with PBS-BSA 10% during 40 minutes
were performed. Sections were incubated overnight with 100 pl of anti-CD45 antibody at 1/500th
dilution for leukocyte staining or anti-CD80 antibody at 1/200th dilution for lymphocyte staining or
anti-CD66b at 1/50th dilution for neutrophil staining. Antibodies were labelled with a red
fluorochrome (Phycoerythrine). Karyoplast was stained blue by DAPI solution. On day+1, sections
were rinsed with PBS and analyzed with the confocal microscope. Fluorescent images were quantified
with the ImageJ (NIH) software.
Quantitative real time transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis
Sections of ITAs were dried and stored at -80°C in RNA later Stabilization Reagent (Qiagen). RNA
extraction was performed using the RNeasy® micro kit (Qiagen). 500 ng of RNA extracted from each
artery were used to synthesize cDNA using the QuantiTect” Reverse Transcription kit (Qiagen).
Quantitative real-time PCR was performed with Sybr® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
using a Light cycler 480 Real-Time PCR System (Roche). (Supplemental table)

5. Blood sampling and biochemical analysis
Serial arterial blood samples were collected at Time 1 and Time 2. For elastase, the marker of
neutrophil activation, one arterial blood sample at each time was collected in test tubes containing

trisodium citrate. For SC5b-9, the marker of terminal complement complex activation, one arterial
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blood sample at each time was collected in EDTA tubes. Specimens were centrifuged (10 minutes,
3,000 rpm, 4°C) immediately to obtain plasma which was stored at — 80°C before analysis.
Enzyme-linked immunosorbent assay techniques were used from 10 pl of plasma to measure terminal
complement (C5b-9; Quidel, San Diego, CA, USA) and 50 pl of plasma for neutrophil elastase
(Neutrophil ELLA2, Assay pro, St Charles, USA). The limit of sensitivity of each assay undertaken was
as follows: C5b-9 = 16 ng/mL and elastase = 20 ng/mL.
6. Statistical Analysis

All statistical analysis was done using SPSS software version 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Results
were expressed as means =+ standard error (SEM). Significance of the difference between groups was
determined by analysis of variance (two-way ANOVA for consecutive measurements followed by the
Bonferroni #-fest) to compare pressure-diameter curves in the different groups. In the other set of
experiments, the means were compared by an unpaired ¢-test. P-values less than 0.05 were considered

to be significant.

RESULTS

1. Baseline patient, surgical and postoperative course characteristics
Baseline patient and surgical characteristics are presented in Tables 1 and 2. Y-composite grafts were
used in 16 patients of group A (RP group) and 19 patients in group B (CFP group). Y-configuration
grafting was performed according to the practice of surgeon’s usual practice and determined
preoperatively. In this case, the segment of RITA was sampled just before the Y-anastomosis suture
and before starting the CPB (Time 1).

The duration between Time 1 and Time 2 was 43.3 + 20.2 minutes in group A and 45.7 £ 21 .5
minutes in group B (p=0.7). There were no deaths nor sternal infection perioperatively.

2. Endothelium-dependent relaxation of internal thoracic arteries
Acetylcholine-dependent relaxation was observed in both groups regardless of the time (before
CPB=time 1 or before coronary anastomosis=time 2). In both groups, the dilatation induced by
acetylcholine stepwise in ITAs of group A was equivalent to ITAs in group B (Figure 2a). NO

synthesis blockade with L-NMMA reduced acetylcholine-dependent dilatation in all groups. Sodium
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nitroprusside induced dilatation in the ITAs, which was not affected by flow characteristics. The same
observation was found when Y-graft configuration was excluded (Figure 2b).

3. Molecular Biology (qT-PCR)
RNA extraction was performed in patients without Y-configuration ITAs or samples without vascular
reactivity observed during myography (N=80 analyzed segments corresponding to 40 patients, 21 and
19 patients respectively in the RP group and the CFP group). There was no difference between groups
concerning expression of genes coding for markers of macrophages and lymphocytes markers,
oxidative stress, mitochondrial activity, growth and transcription factors, pro-inflammatory factors.
Gene expression for C3 complement decreased from Time 1 (0.21£0.02) to Time 2 (0.14+0.02)
(p=0.01) The gne coding for C4a was weakly expressed but there was a significant difference between
Time 1 and Time 2 for both group (p<0.05) (Figure 3a and 3b).

4. Immunochemistry
No significant difference in superoxide anions level was detected between RP group and CFP group
and between Time 1 and 2. The same findings were observed for anti-CD45 and anti-CD80 antibody
level (Figure 4).

5. Terminal complement complex activation
Significant increases in C5b-9 levels were observed in both groups at Time 2 (= before coronary
anastomosis) compared to Time 1 (= before starting CPB). The mean value of C5b-9 was 179+£10.9
ng/ml at Time 1 and 2533+235.2 at Time 2 in the RP group (p<0.0001) and 183.5+14.16 ng/ml and
22224146.5 in the CFP group. No difference was observed between the RP group and the CFP group
at Time 2 (Figure 5a).

6. Neutrophil activation
In both groups, elastase levels at Time 2 were increased compared to Time 1. The mean value of
clastase at Time 1 was 196.5+13.24 ng/ml and 754.5+74.81 at Time 2 in the RP group (p<0.0001) and
182.2£19.04 ng/ml and 565.2+59.45 in the CFP group (p<0.0001). A significant difference was

observed between RP group and CFP group at Time 2 (p=0.05). (Figure 5b).
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COMMENT

Systemic inflammatory response syndrome (SIRS) after CPB is considered as an important cause of
postoperative events in coronary surgery ('*). The exponential growth in percutaneous coronary
intervention procedures has led to operate on patients with more co-morbidities and more advanced
cardiac disorders, who are even more sensitive to inflammatory response after CPB ('?). There are
many causes of inflammatory response are many and they have extensively described: surgical
trauma, contact between blood and artificial surfaces of CPB equipment including the oxygenator and
filters, activation of coagulation, cellular and humoral cascade attenuation, hemodilution and
pericardial suction (*°). The early inflammatory response after immediately starting CPB, as reflected
by markers released during the procedure, is known to affect the complement system and neutrophils
(*"). In the present study, the terminal complement complex activation and markers of neutrophil
activation, were increased after starting CPB and reflected the systemic pro-inflammatory profile of
the patient at time of ITA sampling. However, no difference was observed between RP and CP unlike

data in the literature ('®*

), probably because the blood samples were collected early after starting
CPB. In order to attenuate the inflammatory response, we used a tubing set improved by
phosphorylcholine coated surface for better biocompatibility. Hypothermic blood cardioplegia, as used
in our study, was associated with a decrease proinflammatory cytokines (IL-6) in the early
postoperative period and anti-inflammatory cytokine (IL-10) compared to normothermic blood
cardioplegia (»).

Others experimental studies have shown the impact of CPB on vascular reactivity of small diameter
arteries. Early and transient mesenteric or cerebral endothelial dysfunction with moderate impairment
of endothelium-dependent relaxation occured quickly after starting CPB (*?*). CPB and cardioplegic
arrest affected the vascular bed, reduced vascular resistance in skeletal muscle and increased the risk
of vasospasm in the pulmonary, cardiac, mesenteric and cerebral microvascularization ('?).

The debate about the role of pulsatile or non-pulsatile CPB and its impact on organ dysfunction and
the microcirculation have been ongoing for several decades. Roller pump-generated pulsatile flow has

been described as « ripple flow » corresponding to the variation in the flow rate of the pump which is

different in the centrifugal pump (*). The microcirculation corresponding to blood vessels with an
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internal diameter of less than 200 pm is preserved with a pulsatile perfusion compared to non-pulsatile
flow because of leukocyte adherence attenuation and the maintenance of the number of perfused
vessels (*). In resistance arteries, such as the mesenteric arteries in rats, pulsatile pressure induced
significant dilatation and stepwise increases in pressure induced contraction but less so under non-
pulsatile condition (°). An inflammatory response in the artery wall with a significant ROS level
(appearing from 30 minutes), MCP-1 and TNF-a production were significant in arteries subjected to
non pulsatile flow (°). Regarding these results, it appeared useful to verify if human small arteries such
as ITAs, the principal graft conduit used in coronary surgery, alter their vascular reactivity, an effect
that we did not observe in the present study. Use of pulsatile CPB attenuates leakage of endothelial
markers (vascular endothelial growth factor (VGEF), monocyte chemo-attractant protein (MCP-1) and
cytokines (IL-10 and IL-2) (*").

We investigated a wide range of genes coding for the classical and alternative pathways of the
complement terminal complex (components C3 and C4a), macrophages (CD163), lymphocytes
(PTPRC), mitochondrial activity and cytokines. We observed a decrease in C3 and C4a components at
time 2 and between the groups. C3 and C4a components were anaphylatoxin molecules and mediated
two major effects, namely enhancement of vascular permeability and induction of smooth muscle
contraction (**). A decrease in gene expression of complement, observed in the present study, could be
explained by intravascular complement system activation. An increase in oxidative stress was not
found in ITAs contrary to the results of experimental studies (°). Exposure duration to the flow was
relatively short around 45 minutes. A direct correlation between cytokine production (IL-6, IL-8, IL-
10 and TNF-a) and CPB duration, consequently associated with adverse outcomes such as longer stay
in the intensive care unit and longer duration mechanical ventilation have been clearly established (**
%%), with altered vascular reactivity during non-pulsatile perfusion starting from 180 minutes of CPB
().

Perioperative hemodynamic monitoring including measurement of mean arterial pressure, cardiac
index and mean pulmonary pressure classically is performed during cardiac surgery. However, there
was no quantification of « pulsatile rate » in our study; this parameter (energy equivalent pressure

(EEP) and surplus hemodynamic energy (SHE) according to Shepard’s models (*°)) could be variable
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during CPB. Finally, in most similar studies published, the pulsatile or non-pulsatile characteristic of
flow depended on the type of pump used. However, some studies have shown that some RP do not
generate EEP (*').

In our department, we observed an increase in Y-graft configuration procedures following results of
Glineur’s study (**). However, one of the limitations of our study was to not anticipate use of the Y-
graft configuration at the time of randomization. This recruitment bias required subgroup analysis for
myography.

The principal limitations of this study were evolving surgical technique concerning the arterial graft
including Y-graft configuration with a risk of vascular reactivity injury due to ischemia-reperfusion
injury, exposure to blood flow was relatively short but was explained by the normal course of

coronary surgery and the lack of quantification of pulsatility.

CONCLUSION
In this IPITA study, roller versus centrifugal pumps developed similar systemic inflammatory

responses and did not alter endothelium-dependent relaxation of the internal thoracic arteries.
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LEGENDS

Table 1: Characteristics of the study population

BMI, body mass index; AMI, acute myocardial infarction ; LVEF, left ventricular ejection ; ACE,

angiotensin-converting enzyme. Data are presented as mean + SD or n (%)

Table 2: Surgical data

LITA, Left internal thoracic artery ; BITA, Bilateral internal thoracic artery ; SVG, Saphenous vein

graft ; ACT, Activated Clotting Time. Data are presented as mean + SD or n (%).

Figure 1: Flow-chart study

Figure 2a: Dilatation induced by increasing dose of Acetylcholine in phenylephrine pre-constricted
artery (A). Reduction of acetylcholine-dependent dilatation with NO synthesis blockade L-NMMA
(N-monomethyl-L-Arginine) (B) then Indomethacin (C) was observed. Dilatation was induced by
increasing the dose of sodium nitroprusside (D). Ach, acetylcholine; SNP, sodium nitroprusside; Data

are presented as mean + SEM.

Figure 2b: Myography results without Y-graft configuration.

Figure 3: Protein expression levels from RP group to CFP group at time 1 or time 2 in artery sections.
Expression of genes coding: cytokines, IL-6 (Interleukin-6), MCP-1 (Monocyte Chemotactic protein
1), CCL2; growth and transcription factors, VGEF (Vascular Growth Endothelial Factor), NFiB3 (pro-
inflammatory transcription factor) (Figure 3a). CD163, macrophages; oxidative stress, SOD1 and
SOD2 (superoxide dismutase 1 and 2), complement complex, C3 and C4a (Figure 3b). Data are

presented as mean = SEM. *p<0.05

Figure 4: In situ detection of superoxide anion, CD 45 and CDS80 in RP group and CFP group from

Time 1 to Time 2 are shown in the bar graph.
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Figure 5: Red box = RP group; Blue box = CFP group. Complement SC5b-9 (Figure 5a) and elastase
(Figure 5b) production increased from Time 1 to Time 2 in both groups. Data are presented as mean +

SEM. #p<0.05
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Patients with significant Coronary artery disease
N =280

4

Informed Consent
(Surgical consultation)

Randomization 1:1

/ One-day before surgery \

Roller Pump Group (RP group) Centrifugal Pump Group (CFP group)
N=40 N =40

Aortic cross clamping

Cardiopulmonary Bypass

* Time 1 = before cardiopulmonary bypass

- Blood tubing (n = 2): Terminal complement complex activation
(SC5b-9) + Neutrophil activation (elastase)
- Tissu (1.5 cm)
* Time 2 = before the last coronary anastomosis
- Blood tubing (n = 2): SC5B-9 + elastase
- Tissu (1.5 cm)

Figure 1
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TABLES

Table 1
Variables RP group CFP group p-values
n=40 n=40
Age (years) 66+9 67+9 0.6
Heigh (cm) 17146 169+7 0.4
Weight (kg) 79+12 80+13 0.8
BMI (kg/m?) 2743 28+4 0.4
Diabetes mellitus, n (%) 12 (30) 9 (23) 0.5
Hypertension, n (%) 32 (80) 25 (64) 0.1
Dyslipidemia, n (%) 29 (72) 29 (72) 1
Current smoking, n (%) 6 (15) 4 (10) 0.4
Previous AMI 9 (22) 9(22) 1
1 vessel, n (%) 4 (10) 1(2.5) 0.4
2 vessels, n (%) 12 (30) 17 (44) 0.3
3 vessels, n (%) 24 (60) 22 (55) 0.5
Logistic Euroscore 1 (%) 2.15+1.7 2.6£2.1 0.3
LVEF (%) 5849 56+12 0.3
Platelet inhibitors, n (%) 34 (85) 36 (90) 1
Clopidogrel, n (%) 10 (25) 12 (30) 0.3
[B-blockers, n (%) 35(@87) 33 (84) 0.7
ACE-inhibitors, n (%) 29 (72) 27 (69) 0.7
Calcium channel blockers, n (%) 6 (15) 5(13) 0.8
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Table 2 :

Variables RP group CFP group p-values
n=40 n=40

Anastomosis per patients n (%) 2.54¢0.8 2.5¢0.9 0.95

Conduits

LITA n (%) 40 (100) 40 (100)

BITA n (%) 27 (67) 26 (65)

SVG n (%) 15 (37) 17 (42)
Y-composite graft n (%) 16 (40) 19 (49) 0.4
Sequential grafts

With LITA n (%) 9(22) 9(22) 0.9

With RITA n (%) 5(12) 6 (15) 0.6
Cardiopulmonary bypass duration (min) 87+31 94432 0.3
Aortic cross-clamping time (min) 61+26 68+27 0.3
Heparin dose (mg) 157+45 172461 0.2
Minimum ACT (sec) 217438 222427 0.5
Maximum ACT (sec) 303+29 303+34 0.9
Exposure time of ITA to the pump flow (min) 43.3+20.2 45.7+21.5 0.7
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Discussion génerale
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La premiére étude a montré qu’aucune solution de conservation ne permet de ralentir ou de
modifier le risque de développement d’une hyperplasie intimale dans un mode¢le de greffe de
veine chez le rat lorsque que celle-ci est implantée en position artérielle avec des contraintes
hémodynamiques importantes (shear-stress, cyclic strain) s’exercant sur sa paroi. Différents
modeles de greffe veineuse sont décrits dans la littérature, qu’il s’agisse de petit ou gros
animal. Nous avons privilégié¢ I’utilisation de rats syngéniques, ceci afin de limiter les
phénoménes immunologiques. Le choix d’anastomose termino-terminale fut motivé par la
reproductibilité de la procédure chirurgicale mais également afin d’aligner I’ensemble de la
couche endothéliale dans le sens du flux.

Les solutés de conservation les plus usuels sont : le sérum hépariné, le sang autologue
hépariné et des solutions anti-oxydantes type GALA (glutathion, acide L-Ascorbique, L-
Arginine). Cette derniére solution est utilisée de facon routiniére dans le service de chirurgie
cardiaque du CHU d’Angers, et ce depuis 2005 (Annexe 1).

Plusieurs études in vitro, réalisées sur des segments de veine saphéne interne humaine mettent
en avant le caractére délétére des solutions salines sur I’endothélium vasculaire (132, 133).
Dans les études réalisées chez I’animal, les solutions étudiées montrent des avantages au sang
autologue de fagon précoce ; cependant, dés que les phénomenes d’artérialisation
apparaissent, aucune solution ne permet de maintenir I’architecture de la veine (134).

Thatte HS. montrait dans son étude (87) que la viabilité des cellules endothéliales était
maintenue de 60 a 1440 minutes de conservation dans la solution GALA, ceci permettant de
supposer que la durée de conservation du greffon ne serait pas un facteur péjoratif. Lors de
I’analyse de segments de veine, aprés conservation dans les différents solutés, avant leur
implantation, nous n’avons pas retrouvé d’altération de son architecture avec le maintien d’un

certain degré de réactivité vasculaire propre a une veine. C’est a partir de ces constatations, et
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afin de vérifier 'intégrité des greffons a long terme, soit aprés 6 semaines d’implantation en
position artérielle (5), que cette étude fut construite. Les résultats confirment les données
émanant de la littérature, particulieérement sur le taux d’occlusion retrouvé dans nos greffons
(135). L’analyse des greffons occlus montre le développement d’un processus
d’athérosclérose important permettant de situer I’hyperplasie intimale dans sa phase III au

stade chronique (Cronenwett et al. 2010 ; Rutherford’s Vascular Surgery)

Les différents solutés étudiés n’ont pas permis de modifier les phénomenes d’artérialisation
veineuse, avec une réaction inflammatoire locale importante. Il est fortement probable
¢galement qu'une analyse plus précoce aurait permis d’apprécier la cinétique inflammatoire.
La composition de la solution GALA a pour but de maintenir un environnement favorable aux
CE. Celle-ci s’appuie sur la combinaison de piégeurs de radicaux libres, d’antioxydants
(glutathion, acide ascorbique), de substrat de NO synthétase (L-Arginine). Le glutathion
augmente le transport de L-Arginine dans les CE, stimule I’activité des eNOS et la dilatation
coronaire. L’acide ascorbique limite le stress oxydatif et aide au maintien de eNOS dans
I’endothélium. Ainsi, I’acide ascorbique contribue a la libération de NO dans la lumiére des
vaisseaux, réduit 1’adhésion leucocytaire, inhibe la prolifération des CMLs et augmente la
production de prostacycline. Quant a la L-arginine, celle-ci agit comme substrat pour eNOS et
diminue les interactions entre les neutrophiles et les CE. C’est la synergie de ces différents
composés qui permet le maintien de la fonctionnalité endothéliale, en toute hypothése dans

des études in vitro (87).

Cependant, notre étude a des limites et les résultats auxquels elle aboutit, doivent étre
interprétés avec recul et précaution en particulier dans son éventuelle extrapolation a
I’homme. En effet, la mise en place du modele animal fut compliquée par I’extréme fragilité
de la paroi de la veine, lorsque celle-ci fut placée dans sa solution pendant plus d’une heure,

la « texture » rendant son implantation difficile. Le taux de mortalité¢ fut ainsi élevé au début
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de I’étude. Le taux élevé d’occlusion a 6 semaines, nous a contraint a « pooler » les greffons
pour étudier la réactivité vasculaire, ce qui constitue un biais important. Parmi les greffons
occlus, aucun ne présentait de malfacon chirurgicale. Le terme classiquement employé pour
définir les modifications architecturales et fonctionnelles de la veine lorsqu’elle est soumise a
des niveaux de shear-stress élevé comme le flux artériel, est: « artérialisation ». Cette
terminologie semble indiquer qu’une veine implantée en position artérielle pourrait avoir les
mémes caractéristiques qu’une artére, ce qui est trés €loigné de nos constats inhérents a la

réactivité vasculaire.

La deuxiéeme étude est une revue de la littérature rédigée, sous la forme d’un best bet . Nous
avons étudié les différences cliniques post-opératoires de prélevement d’une artére thoracique
interne squelettisée comparé¢ au prélévement d’une ATI pédiculée c’est a dire avec son
pédicule veineux. La genese de cette étude est d’imaginer qu’une dévascularisation complete
du lit des ATIs constitue un facteur favorisant d’infection du site opératoire. Plusieurs méta-
analyses (136, 137) ont montré une augmentation des médiastinites en particulier si un
prélevement bilatéral avec des ATIs pédiculés était réalisé chez des patients diabétiques.
L’étude randomisée de Boodhwani et al. (138) visait a squelettiser une des deux ATIs chez
des patients nécessitant 1’utilisation des deux greffons. Dans ce cas, il était observé une
meilleure perfusion sternale par imagerie nucléaire, une diminution de la douleur et une
meilleure sensibilité¢ du coté des artéres squelettisées. D’autres études prospectives montrent
une diminution des transfusions sanguines, des durées de ventilation mécaniques,
d’hospitalisation en réanimation et des taux d’infections d’infections sternales (139-141) en
cas de squelettisation. Les résultats de I’ensemble de ces études permettent de penser que la
squelettisation des ATIs diminuent le risque d’infection du site opératoire, de la douleur et de

la durée de ventilation.
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La troisiéme étude a montré que I’utilisation des pompes a galets et centrifuge ne modifait
pas la réactivité vasculaire des artéres thoraciques internes et que la réponse inflammatoire
systémique observée apres le démarrage de la CEC, n’était pas retrouvé au niveau de la paroi
artérielle du greffon. Le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), généré par la
CEC est considéré comme une cause importante d’événements périopératoires (142). Les
causes sont nombreuses et décrites : traumatisme chirurgical, contact entre le sang et les
surfaces artificielles (tubing, oxygénateurs, filtres, gants chirurgicaux), activation de la
coagulation, atténuation des cascades cellulaires et humorales, hémodilution, aspiration du
sang intra-péricardique (143). Le développement de biomatériaux, une meilleure gestion des
aspirations sanguines, un niveau d’anticoagulation plus bas ont permis de réduire le niveau du
SIRS (144). Des marqueurs inflammatoires sont produits au cours de la procédure tels que la
chaine terminale du complément (SC5b-9) et 1’¢élastase leucocytaire. Ces marqueurs sont
augmentés dés le début de la CEC, pour atteindre un pic en fin de procédure et sont présents
jusqu’a l’injection de protamine. Lorsque les deux pompes sont comparées, SC5b-9 et
I’¢lastase leucocytaire sont plus importants avec une pompe centrifuge (9). Cependant, dans
notre étude, cette différence n’était pas retrouvée probablement en raison de la précaucité du

deuxieme prélévement (45 minutes entre les deux prélévements).

Notre étude fut construite a partir des constatations de I’étude exprimentale, proposée par
Pinaud et al. (Annexe 2). Des artéres mésentériques de rats avaient été perfursées par une
solution saline. Le choix de non-utilisation du sang autologue, permettait de s’amender de la
réaction inflammatoire systémique et de ces conséquences sur la réactivité vasculaire. Les
arteéres €taient soumises a un flux pulsatile, calqué sur la fréquence cardiaque des rats. Ainsi,
ils ont pu montrer que, lorsque I’artére était soumise a un flux non pulsatile, une réaction

inflammatoire intra-pariétale (augmentation MCP-1, TNFa) apparaissait. Il existait également
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une altération du tonus myogénique a partir de 180 minutes, indépendamment du flux et de la

pression.

Dans notre étude, la réaction inflammatoire intrapariétale existe, mais sans différence entre les
deux groupes. Il est observé cependant, une diminution de I’expression des geénes codant pour
C3 et C4a entre les deux temps. C3 et C4a sont des molécules anaphylatoxines a 1’origine de
renforcement de la perméabilité vasculaire et induise une contraction des CMLs (145). La
diminution observée au niveau parietal de C3 et C4a peut étre expliquée par 1’augmentation
intravasculaire de D’activit¢é du complément. La mise en route de la CEC entraine une
activation endothéliale avec un relarguage sanguin de marqueurs endothéliaux (VGEF, MCP-
1, IL-10 et IL-2), phénomene qui est atténué en cas de flux pulsatile (146). Les pompes a
galets générent un « ripple flow » correspondant aux variations du niveau de flux de la pompe
facilement identifiable par les ondulations apparaissant sur la ligne de mesure de la saturation
pulsée en oxygeéne SpO2. Il a été montré que certaines pompes a galets ne générent pas plus
d’EEP (Energy Equivalent Pression) que certaines pompes a galets non pulsatiles. (147, 148).
Il parait donc difficile d’affirmer qu’une pompe a galets est a ’origine d’un flux pulsatile et
qu’une pompe centrifuge réalise un flux non pulsatile si aucune mesure d’EEP n’est réalisée.
Les résultats obtenus en myographie sur les ATIs montrent qu’il n’existe aucune différence
entre les deux types de pompe ; cependant, le temps pendant lequel les artéres ont été

soumises au flux de la pompe est relativement court.
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Conclusion et perspectives
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Ce travail de thése a été construit en concomitance avec une activité clinique quotidienne de
pontages coronaires. L’utilisation permanente de greffons artériels, mais aussi veineux, nous
conduit a réfléchir sur nos pratiques. Les résultats de la chirurgie coronaire, telle qu’elle est
pratiquée dans nos centres, sont excellents mais méritent, probablement, d’étre améliorés, en
particulier en ce qui concerne la perméabilité des greffons.

Ce travail a été élaboré entre le service de chirurgie cardiaque d’ Angers, dont 1’expertise est
reconnue dans le domaine de la circulation extra-corporelle, et le laboratoire Mitovasc dont
les connaissances avérées sur la physiopathologie artérielle ont permis de développer ces
projets.

Depuis le début des travaux de thése, nos pratiques chirurgicales ont évolué avec une
augmentation importante des pontages tout artériel, la squelettisation systématique de toutes
les artéres thoraciques internes et I’utilisation réguli¢re de montage en Y artériel, permettant
les revascularisations multiples du réseau gauche. Ces modifications progressives de nos
pratiques, qui ont suivi I’étude expérimental sur les artéres mésentériques de rats, ont, bien
évidemment, influencé le travail sur les artéres thoraciques ; ceci expliquant le biais non
anticipé lors de 1’écriture du projet.

A chaque battement cardiaque, la circulation sanguine est pulsée, une perfusion non pulsatile
constitue un phénomene non physiologique en particulier au niveau de la microcirculation.
Les résultats des études expérimentales chez le rat, laissaient présager que des constatations
similaires pourraient étre retrouvées sur des arteres intermédiaires humaines. Méme si nous
avancons, ici, des résultats négatifs par rapport a la question posée, il parait indispensable de
s’interroger sur la nécessité de maintenir cette pulsatilité, quand le coeur n’est plus capable de
I’assurer lui-méme. On peut, malgré tout, affirmer que 1’utilisation d’une circulation extra-
corporelle ne constitue pas un facteur pouvant compromettre la perméabilité des greffons

artériels.
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L’utilisation des greffons saphénes connait un certain déclin, du fait de I’augmentation des
revascularisations artérielles, mais également par le développement des procédures hybrides,
associant angioplastie coronaire du réseau droit et pontages sur le réseau gauche. Il
conviendra, bien évidemment, au vu de 1’utilisation de la solution GALA depuis 15 ans dans
le service, d’évaluer cette pratique clinique. Des études d’imagerie, sur des greffons
préalablement conservés dans diverses solutions dont le GALA, sont actuellement en cours au
Canada.

Le développement d’un modéle de greffe de veine en position artérielle permettra,
probablement, d’étayer les recherches actuellement menées au sein du laboratoire sur la

relation artére-veine.
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Annexe 2
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PERIOPERATIVE MANAGEMENT

In vitro protection of vascular function from oxidative stress and
inflammation by pulsatility in resistance arteries

o s gr . F! . . I . - . H

Frédéric Pinaud, MD," Laurent Loufrani, PhD,” Bertrand Toutain, MS," Diane Lambert, PhD,"
. . . . ad X

Lionel Vandekerckhove, BSc,” Daniel Henrion, PharmD, PhD,"“ and Christophe

Baufreton, MD, PhD, FETCS™“*

Objective: Resistance arteries remain subject to pulsatility, a potent regulator of large elastic artery tone and
structure, but the effect is incompletely understood. Extracorporeal circulation during cardiac surgery is often
associated with absence of pulsatility, which may affect vascular tone. To define the role of the vascular wall
in the inflammatory process that may occur with or without pulsatility, we studied resistance arteries functions
ex vivo. We measured vascular reactivity, oxidative stress, and inflammation in the arterial wall.

Methods: Isolated rat mesenteric resistance arteries were mounted in an arteriograph and subjected to pulsatility
or not in vitro. Arteries were perfused with a physiologic salt solution without circulating cells.

Results: After 180 minutes, flow-mediated dilation was higher and pressure-induced myogenic tone lower in
arteries subjected to pulsatility. Without pulsatility, reactive oxygen species and markers of inflammation
(monocyte chemotactic protein I and tumor necrosis factor a) were higher than baseline. In perfused mesenteric
beds under similar conditions, tumor necrosis factor a was higher in perfusate after 180 minutes of nonpulsatility
(5.7 £ 1.6 pg/mL vs 1.1 £+ 04 pg/mL; P < 01). In arteries treated with the antioxidant 4-hydroxy-
2,2,6,6-tetramethylpiperidin- 1-oxyl (tempol), flow-mediated dilation and myogenic tone were similar in non-
pulsatile and pulsatile arteries; monocyte chemotactic protein 1 and nuclear factor kB expression levels were

not increased in tempol-treated nonpulsatile arteries.

Conclusions: Absence of pulsatility in resistance arteries increased oxidative stress, which in turn induced in-
flammation and preferentially altered pressure and flow-dependent tone, which play a key role in control of local
blood flow. (J Thorac Cardiovasc Surg 2011:142:1254-62)

Cardiopulmonary bypass (CPB) is used in cardiac surgery
to allow interventions to proceed in a bloodless and non-
beating operative field. Although this surgical procedure
these days is well standardized, the potential benefit and
the precise role of pulsatile flow in CPB remain a matter
of debate. It is difficult to assess the clinical impact of pul-
satile CPB because of the lack of a precise definition and
techniques. Observational studies have reported some ben-
efits of pulsatile CPB with respect to hormonal metabolism
and postoperative outcome. Prospective randomized trials
are still needed, however, for better definition of the effects
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of pulsatile flow during CPB and aortic crossclamping.' We
previously compared the inflammatory responses of pa-
tients undergoing coronary artery bypass grafting with ei-
ther a roller pump or a centrifugal pump delivering
nonpulsatile flow.” We found that the terminal complement
complex activation and elastase circulating blood level
were both increased with use of the centrifugal pump as op-
posed to the conventional roller pump.* Such results have
been observed by other researchers but to this date remain
unexplained.* A recent study has shown that the
continuous-flow left ventricular assist device (LVAD) im-
proves end-organ renal and hepatic function in patients
with advanced heart failure®; however, controversy exists
because a higher gastrointestinal bleeding rate has been re-
ported among recipients of nonpulsatile LVADs than among
those receiving pulsatile LVADs.®

Quantification of pulsatility during CPB is a key issue, es-
pecially because the arterial pressure tracing does not neces-
sarily reflect the energy transmitted to the vascular wall.”
Although quantification of pulsatility remains controversial,
it is now well established that pulsatile flow remains present
in even the smallest arterioles.” Indeed, pulsatile perfusion
allows efficient exchange between the vascular and extra-
vascular compartments, thus improving cellular metabo-
lism. Although pulsatility is important for proper blood
perfusion, excessive pulsatility is associated with an

1254 The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery * November 2011
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Abbreviations and Acronyms
CPB = cardiopulmonary bypass
FMD = flow-mediated dilation
LVAD = left ventricular assist device
MCP-1 = monocyte chemotactic protein |
MRA = mesenteric resistance artery
NFkB = nuclear factor kB
PSS = physiologic salt solution

ROS = reactive oxygen species
TBST = Tris-buffered saline solution with
Tween

TNFa = tumor necrosis factor a

increased risk of cardiovascular events.” On the other hand,
a beneficial effect of pulsatile pressure or flow relative to
steady flow has been suggested by in vitro studies, mainly
incultured cells. Shear stress alone stimulates release of vas-
orelaxing mediators and enhances endothelial survival. En-
dothelial cell stretch also stimulates nitric oxide release. '’
Although pulsatile flow may exert a protective effect, no ex-
periments have yet been conducted in small (resistance) ar-
teries involved in the local control of blood flow. In
resistance arteries, myogenic tone plays a key role in deter-
mining sustained vasoconstrictor tone."' Myogenic tone is
a vasoconstriction induced by pressure in arterioles. It relies
on stretch-dependent calcium entry followed by Ras homo-
log gene family, member A-dependent sensitization of the
contractile apparatus to calcium. In the kidney, the level of
contraction obtained in response to a rise in pulsed pressure
in preglomerular arterioles is determined by the systolic
pressure, not by the mean pressure; this finding reinforces
the assumption that pulsatility is essential in the control of
microvascular tone."" The second key issue in the control
of local blood perfusion is dilation mediated by flow (shear
stress) involving the production of vasoactive agents by the
endothelium. Flow-mediated dilation (FMD) in resistance
arteries opposes myogenic tone, thus determining a sus-
tained basal tone."" Unlike myogenic tone, arterial re-
sponses to flow are sensitive to mechanical forces.'> We
therefore hypothesized that pressure-induced myogenic
tone and FMD are both most probably sensitive to changes
in pulsatility. We also aimed to investigate the involvement
of inflammatory factors and reactive oxygen species (ROS)
in the changes in vascular tone that are associated with re-
duced pulsatility.

MATERIALS AND METHODS
Arteries and Study Groups

Four-month-old adult Wistar male rats were anesthetized with isoflur-
ane (5%) and humanely killed with inhaled carbon dioxide. The mesentery
was then removed to isolate the mesenteric resistance arteries (MRAs). A

segment of MRA approximately 200 um in external diameter was cannu-
lated at both ends and mounted in a video-monitored perfusion system as
previously described.”! Briefly, cannulated arterial segments were bathed
ina5-mL organ bath containing a physiologic salt solution (PSS) of the fol-
lowing composition: 135.0-mmoV/L sodium chloride, 15.0-mmol/L sodium
hydrogen carbonate, 4.6-mmol/L potassium chloride, 1.5-mmol/L calcium
chloride; 1.2-mmol/L magnesium sulfate, 11.0-mmoV/L glucose, and 10.0-
mol/L, N-2-hydroxy-ethylpiperazine-N-2'-ethylsulfonic acid. The pH was
maintained at 7.4, the Po, at 160 mm Hg, and the Pco, at 37 mm Hg. Ar-
teries were subjected to a pressure of 50 mm Hg. Arterial diameter was
measured and recorded continuously with a video monitoring system (Liv-
ing System Instrumentation Inc, Burlington, Vt). Pressure and flow rate
could be changed independently. A rolling pump was connected to the tub-
ing upstream of the artery to generate pulsatility (300 beats/min; Figure 1).
In vivo carotid artery pulsatility (Figure 1, A) was compared with the pul-
satility measured in vitro in the rat model (Figure 1, B). Arteries were sub-
jected to pulsatile or nonpulsatile conditions (nonpulsatile control) for 30 to
180 minutes. Endothelial and smooth muscle cells functions were then
studied, as were biochemical and immunohistochemical factors.

Arterial Tone

Pressure-mediated myogenic tone and FMD were determined as previ-
ously described elsewhere.' In brief, diameter changes at equilibrium
were measured when intraluminal pressures were set at 10, 25, 50, 75,
100, 125, and 150 mm Hg. Anteries were then subjected to 50 mm Hg of
pressure and further contracted with phenylephrine (1 gmol/L). Intralumi-
nal flow was then increased by steps (from 0to 100 uL/min), and the diam-
eter was measured to determine FMD.'* At the end of each experiment,
arteries were perfused and superfused with a calcium-free PSS containing
ethylene glycol tetraacetic acid (2 mmol/L) and sodium nitroprusside (100
umol/L). Pressure steps (from 10 to 150 mm Hg) were then repeated to de-
termine the passive diameter of the vesselin the absence of smooth muscle
tone. Diameter measurements made in normal PSS were considered torep-
resent the diameter under active tone, or the active diameter. Pressure and
diameter measurements were collected with a Biopac data-acquisition sys-
tem (Biopac MP 100; BIOPAC Systems, Inc, Goleta, Calif) and analyzed
(Acgknowledge software; BIOPAC Systems). Myogenic tone was calcu-
lated as the percentage of passive diameter, and FMD was expressed as
the percentage dilation of active tone."*

Perfused Whole Mesenteric Bed and Measurement of
Tumor Necrosis Factor « in Perfusate

Rats were anesthetized with isoflurane (5%). The abdomen was opened,
and the superior mesenteric artery was cannulated with polyethylene 90
tubing. Heparinized saline solution was flushed through the mesenteric vas-
cular bed. The vascular bed was then dissected free from the intestine along
the intestinal wall and placed in an organ bath maintained at 37°C; it was
then perfused and superfused with the PSS described previously at a rate of
2 mL/min. Pulsatility was generated with the rolling pump as described
previously in the perfused arteries. The preparation was allowed to equili-
brate for 45 minutes before experimentation began. The PSS was then col-
lected after 30, 90, or 180 minutes of perfusion with or without pulsatility.
Perfusate tumor necrosis factor a (TNFa) concentration was measured
with a commercially available kit (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, Mich).

Western Blot Analyses of Monocyte Chemotactic
Protein 1 and Nuclear Factor kB

Westemn blot analyses of monocyte chemotactic protein | (MCP-1, an
endothelial activation marker) and nuclear factor kB (NFxB) were per-
formed in MRAs as previously described elsewhere.'> The MRAs (8 rats
per group) were homogenized with a lysis buffer (1% sodium dodecyl sul-
fate, 10-mmol/L tris[hydroxymethylJaminomethane hydrochloride at pH

The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery « Volume 142, Number 5 1255

162



INd

Perioperative Management

Pinaud et al

In vivo pressure recording

NYYV
Y

A . w ~-
In vitro pressure recording

~3- Pulsatile
s ~m- Non-Pulsatile

2 T

G 0 |

T2 30 6 % 180 188 190
Time (min)

FIGURE 1. Typical recording showing blood pressure measurements ob-
tained in vivo in the carotid artery (A) and those obtained in a mesenteric
resistance artery perfused in vitro in an arteriograph and subjected to pul-
satility (B). When pulsatility was started (arrow, C), pulsatility was detect-
able both on the diameter recording (C) and on the pressure recording (D).
Corresponding control recordings (artery without pulsatility) are shown for
diameter (E) and pressure (F). The lower panel (G) shows diameter
changes in response to pulsatility (red trace) relative to nonpulsatile ar-
teries. Pulsatility was maintained for 180 minutes. Data are presented as
mean £ SEM (n = 10 rats per group).

74, 1-mmol/L sodium orthov 2.5-mg/L leupeptin, and 5-mg/L
aprotinin). Extracts were incubated at 25" C for 30 minutes and then centri-
fuged (1000 g, 15 minutes, 14°C). Protein concentration was determined
with the Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce; Thermo Fisher Scientific
Inc, Rockford, Hl). After denaturation at 100°C for 5 minutes, equal
amounts of proteins (15 ug) were loaded on a 9% polyacrylamide gel
and transferred to nitrocellulose membranes for 12 hours (40 V, 4°C).
Membranes were blocked with 10% bovine serum albumin in Tris-
buffered saline solution with Tween (TBST, 20-mmol/L tris[hydroxy-
methylJaminomethane at pH 8.0, 150-mmol/. sodium chloride, and
0.1% polysorbate 20) for | hour and were then incubated with anti-
MCP-1 (1/100; BD Pharmingen,) and anti-NFxB (1/100 BD Pharmingen;
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) antibodies for | hour
at room temperature, After 3 washes with TBST, immunocomplexes were

detected by chemiluminescent reaction (ECL-kit; GE Healthcare Life Sci-
ences, Little Chalfont, UK) with a computer-based imaging system (Fuji
LAS 1000 plus; FUJIFILM Medical Systems USA, Inc, Stamford,
Conn). Quantification was performed by densitometric analysis.

Detection of ROS by Confocal Microscopy in MRAs

ROS detection was performed on transverse cross sections 7-um thick
with dihydroethydine and microfluoroscopy. as previously described else-
where."* Eight different arteries from 8 different rats were used in cach
group. Fluorescence of the wall after incubation with dihydroethydine
was measured with confocal microscopy to allow quantification with
QED image software (Solamere Technology Group Inc, Salt Lake City,
Utah). At least 5 measurements were performed per slice and averaged,
and at least 5 slices were analyzed per artery.

Immunofluorescence Analysis

Segments of MRAs (n = 6 rats per group) were mounted in embedding
medium (Sakura Finetek USA, Inc, Torrance, Calif), frozen in isopentane
that had been cooled in liquid nitrogen, and stored at—80°C in 7-um thick
cross sections. Sections were incubated with anti-TNFa antibodies (1/100
sc1351; Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, Calif) or anti-MCP-1
antibodies (1/100 554444 BD Pharmingen; Becton Dickinson). Control ex-
periments were performed after incubation without the first antibody, and
positive experiments were performed with arterial sections from rats
treated with lipopolysaccharide."® Fluorescence staining was then visual-
ized with confocal microscopy (Solamere Technology), followed by pixel
quantification as previously described elsewhere.'® At least 5 measure-
ments were performed per slice and averaged, and at least 5 slices were an-
alyzed per artery.

Statistical Analysis

Results are expressed as mean £ SEM. Significance of differences be-
tween groups was determined by analysis of variance (1-factor analysis of
variance or analysis of variance for consecutive measurements as
appropriate ).

Animal Care

The procedures followed in the care and humane killing of the study an-
imals were all in accordance with the European Community Standards on
the Care and Use of Lab y Animals (Ministere de I'Agriculture,
France, authorization 6422).

RESULTS

In isolated rat MRAs, pulsatile pressure (Figure 1, D) in-
duced significant dilation (Figure 1, €). In the time control
experiment, no significant change in diameter was observed
throughout the duration of the experiment (Figure 1, E-F).
When pulsatility was stopped after 180 minutes, arterial di-
ameter returned to baseline (Figure 1, G). Stepwise in-
creases in flow (shear stress) induced progressive dilation
(Figure 2, A), and stepwise increases in pressure induced
contraction or myogenic tone (Figure 2, B). FMD was sig-
nificantly lower (P < .01) under nonpulsatile conditions
than in arteries subjected to pulsatility for 180 minutes.
No difference was observed between pulsatile and nonpul-
satile conditions after 30 minutes (Figure 2, A). In contrast,
myogenic tone was significantly higher in the absence of
pulsatility after 180 minutes but not after 30 minutes
(P < .05; Figure 2, B). In the absence of pulsatility,
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FIGURE 2. Fow-mediated dilation (A) and myogenic tone (B) in mesenteric resistance arteries subjected to pulsatile (P) or nonpulsatile (NP) conditions
for 30 (left panel) or 180 (right panel) minutes. Data are presented as mean + SEM (n = 10 rats per group). Asterisk indicates P < 01 for pulsatile versus

nonpulsatile conditions.

asignificant ROS level (which was higher after 180 minutes
than after 30 minutes) was found in the arterial wall
(P <.05). No significant amounts of ROS were detected
in arteries subjected to pulsatility (Figure 3). With immuno-
histochemical methods, we found that MCP-1 (Figure 4, A)
and TNFa (Figure 4, B) productions were significant in ar-
teries subjected to nonpulsatile conditions after 180 minutes
but not after 30 minutes. Under nonpulsatile conditions for
90 and 180 minutes, the quantity of TNFa in the perfusate
of whole mesenteric arterial beds was significantly in-
creased (P <.05) relative to that seen under pulsatile condi-
tions (Figure 4, ). In arteries treated in advance with the
antioxidant 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl
(tempol), pulsatility induced dilation (Figure 5, A). After
incubation in the presence of tempol for either 30 or 180
minutes, FMD and myogenic tone were similar between ar-
teries subjected to pulsatile and nonpulsatile conditions
(Figure 5, B and C). In the presence of tempol, the increases
in MCP-1 and NFkB protein levels otherwise associated
with the absence of pulsatility were not observed
(Figure 5, D and E).

DISCUSSION

This is the first time that a study has identified a mecha-
nism for the alteration in vascular reactivity induced by the
absence of pulsatility in isolated resistance arteries. We
found that the oxidative stress that was induced initially
was followed by inflammation and changes in vascular

The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery * Volume 142, Number 5

tone, with increased myogenic tone and reduced FMD,
thus favoring alteration in blood flow. The experimental
setup we used allowed the arteries to be subjected to pulsa-
tile or nonpulsatile conditions while controlling pressure
and flow and also eliminating any influences of circulating
cells and surrounding tissues. Under these conditions,
changes occurring in the absence of pulsatility could be at-
tributable only to a response in the vascular wall. This pro-
vides new insights into the systemic inflammatory response
seen after cardiac surgery, which has generally been be-
lieved to be a process generated by blood cell activation.'®

Controversial findings have been described in clinical tri-
als."” Some authors have reported that pulsatile CPB im-
proves postoperative outcome, whereas others consider
that linear flow might be well tolerated in clinical practice.
In particular, clinical experiences with patients in whom
pulseless LVADs (which provide totally linear flow) have
been implanted support this belief.” There are marked dif-
ferences, however, between the clinical and surgical set-
tings of patients with LVADs and those of patients
undergoing routine CPB for cardiac surgery.' It is impor-
tant to isolate the effects of the absence of pulsatility in
the surgical contexts in which various protocols and devices
(pumps, oxygenators, filter, etc) may be used.'” This persis-
tent controversy led us to study the effect of pulsatility alone
in isolated arteries in vitro.

First, we found that FMD was selectively reduced and
that myogenic tone was higher in arteries exposed to
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FIGURE3. Reactive oxygen species (ROS) detection with dihydroethydine (DHE). Reactive oxygen species level was determined in mesenteric resistance
arteries subjected to pulsatile (P) or nonpulsatile (NP) conditions for 0, 30, or 180 minutes. Data are presented as mean + SEM (n = 10 rats per group).

Asterisk indicates P < 01 for pulsatile versus nonpulsatile conditions.

nonpulsatile conditions for 3 hours. These changes in vas-  production, we measured ROS concentrations in the ar-
cular reactivity argue in favor of a vasospastic phenotype. teries subjected to pulsatile or nonpulsatile conditions. In-

Because myogenic tone and FMD are sensitive to ROS  deed, a rise in ROS production in both endothelial and
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FIGURE 4. Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1, A) and tumor necrosis factor a (TNFa, B) levels were determined with immunohistochemical

methods (JHC) in mesenteric resistance arteries subjected to pulsatile or nonpulsatile conditions for 30 or 180 minutes. Typical images are shown on

the left side. Positive (Pos.) and negative (Neg.) controls are shown for each protein. Tumor necrosis factor « level was then measured in the perfusate

of whole mesenteric arterial beds perfused under pulsatile or nonpulsatile conditions (C). Perfusate was collected after 30, 90, and 180 minutes. Data

are presented as mean + SEM (n

smooth muscle cells might be the cause of the vasospastic-
ity observed in nonpulsatile arteries. Myogenic tone and
FMD both play key roles in the control of local blood
flow, especially in organs with tightly controlled blood
flow autoregulation. In the cerebral circulation, for

The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery * Volume 142, Number 5

10 rats per group). Asterisk indicates P < 01 for pulsatile versus nonpulsatile conditions,

example, myogenic tone and FMD closely interact to con-
trol blood flow.” We have shown that myogenic tone and
FMD were affected (increased and reduced, respectively)
at a very early stage in CADASIL (cerebral autosomal
dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
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FIGURES. Effect of treatment with the antioxidant tempol on pulsatility-induced dilation (A), on flow-mediated dilation (B and D), and on myogenic tone
(C and E). Nuclear factor kB (NFxB, F) and monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1, G) protein levels were measured in arterial walls subjected to pulsatile
(P)or nonpulsatile (NP) conditions in the presence or absence of tempol. Flow-mediated dilation and myogenic tone were determined after 30 (B and C) or
180 (D and E) minutes. Protein level was determined with Western blot analysis. Data are presented as mean + SEM (n = 10 rats per group). Asterisk in-
dicates P < 01 for pulsatile versus nonpulsatile conditions. Hatch mark indicates P < .01 for the effect of tempol.

leukoencephalopathy) syndromes, which are characterized
by reduced blood flow to the brain and eventually by irre-
versible dementia.”’ Similarly, FMD is the hallmark of en-
dothelial disorders with a reduced dilatory response,
occurring at an early stage in most cardiovascular and met-
abolic diseases that are associated with vascular dysfunc-
tion.”> The hypothesis that an excessive production of
ROS might increase myogenic tone and reduce FMD is
strongly supported by our data, which show that treating
arteries with the antioxidant tempol could prevent the

changes in vascular reactivity induced by different pulsa-
tile conditions. We also found inflammatory factors
(MCP-1, TNFa, and NFkB) in arteries subjected to non-
pulsatile conditions. To confirm this inflammation, we
measured the production of TNFa in the perfusate of
a whole mesenteric bed and found it to be significantly
elevated in the absence of pulsatility. These findings are
in agreement with those of a previous study conducted
in patients undergoing coronary artery bypass grafting,
which showed that endotoxemia (caused by bacterial
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translocation from splanchnic hypoperfusion and injury)
was increased in patients undergoing nonpulsatile cpB.*
It is interesting that this elevation was more pronounced
during aortic crossclamping than throughout the duration
of CPB itself, because the native pulsatility from the beat-
ing heart was completely abolished by cardioplegic arrest.
The residual pulsatile flow in this condition was provided
only by the arterial pump used for CPB. This is a condition
that 1s not encountered dunng long-term circulatory sup-
port," because the heart does not need to be arrested as
it is during heart surgery. This may explain the fairly
good results with respect to end-organ function, such as
those recently published by Russell and collcagucs.s
when native pulsatile oscillatory activity generated by
the beating (although not working) heart is still present
in recipients of nonpulsatile LVAD. Onorati and col-
Ieagues24 have reported on a series of clinical studies
maintaining the use of an intra-aortic balloon pump during
aortic crossclamping in CPB in critically ill patients. They
found that some intra-aortic balloon pump-induced pulsa-
tile perfusion during this critical period was associated
with a reduction in inflammatory response (particularly
MCP-1) relative to that observed after nonphysiologic lin-
ear pcrfusion.24 The oscillatory energy provided by pulsa-
tile flow may protect the endothelial cells, which are
normally exposed and presumably adapted to a normal
level of shear stress in the range of 5 to 20 dyn/cm” > Fol-
lowing this reasoning, the inflammatory response would be
generated at the endothelial level, which is consistent with
our results reported here. Until now, the surgical literature
has considered the inflammatory response to be a blood
cell and plasma activation process, with subsequent micro-
circulatory injury. We found that pulsatility in itself was
protective. In the absence of flow, the residual pulsatility
imposed by the roller pump was sufficient to prevent the
changes in myogenic tone and FMD that were seen in
the absence of pulsatility. Similarly, in no-flow conditions
but with pulsatility, ROS, MCP-1, TNF «, and NFxB were
not found in arteries even after 3 hours. Steady shear stress
activates phosphoinositide-3 kinase, leading to phosphory-
lation and activation of Akt in isolated cells.” Activated
Aktin turn phosphorylates nitric oxide synthase, contribut-
ing to sustained nitric oxide release and stimulating
kinases and transcription factors to increase cytoprotec-
tion.” Cyclic stretch also enhances Akt activity,”’ and
when both stimuli are combined, as with pulsatile perfu-
sion in a compliant conduit, Akt and nitric oxide synthase
phosphorylation are further increased.”

Finally, we found that inflammation could be detected af-
ter 3 hours in the arterial wall or after 90 minutes in the per-
fusate, whereas ROS levels were significantly elevated after
30 minutes in the absence of pulsatility. This finding sug-
gests that ROS production might precede and possibly
even induce inflammation. This speculation is confirmed

by our data showing that the treatment of the arteries with
an antioxidant prevented the rise in ROS level and inflam-
mation within the mesenteric arteries. Thus ROS production
induced by the absence of pulsatility in turn induced both
inflammation and a change in vascular reactivity in favor
of vasospasm. Nevertheless, our study does not allow in-
volvement of the inflammatory response in the change in
vascular reactivity. Indeed, inflammation is rather known
1o induce vasodilatation.
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Résumé : L'utilisation de greffons artériels (Artére
Thoracique Interne (Ati)) et/ou veineux est habituelle
au cours de pontages coronaires.

1) L’hyperplasie intimale (HI) d’'une veine est un
mécanisme adaptatif lorsque la veine est soumise a
un flux artériel. Certaines solutions de conservation
semblent limiter cette HI dans des études in vitro.

2) Deux types de circulation extra-corporelle (CEC)
sont utilisables : CEC centrifuge dite non pulsée et
CEC a galets dite pulsée. L’absence de pulsatilité
est a l'origine d’une réaction inflammatoire
systémique et créée une altération du tonus
myogénique d’artéres intermédiaires chez le rat.
L’objectif de ce travail était :1) comparer les solutés
de conservation sur des veines implantées en
position aortique chez le rat. 2) évaluer 'impact des
flux générés par les pompes de CEC sur la
fonctionnalité endothéliale des ATls et la réaction
inflammatoire systémique.

Vascular grafts during coronary surgery

1) L’implantation d’'un greffon veineux conservé dans
du sérum hépariné ou du sang autologue hépariné
ou dans une solution anti-oxydante type GALA était
a l'origine d’'une hyperplasie intimale entrainant une
occlusion du greffon dans plus de 50% des cas. Une
réaction inflammatoire pariétale importante était
retrouvée au niveau de la veine et de l'aorte
abdominale distale. 2) La réactivité vasculaire était
conservée quel que soit le type de pompes. Une
réponse inflammatoire systémique est observée
alors que le niveau d’inflammation n’était pas modifié
dans les artéres. En conclusion, 1) l'utilisation d’'une
solution anti-oxydante ne permet pas de réduire
significativement le risque d’hyperplasie intimale
lorsque le greffon veineux est implanté en position
artérielle 2) I'exposition d’'une ATi a une pompe
centrifuge et a galets ne modifie pas la réactivité
vasculaire ni la fonctionnalité endothéliale.

Keywords : Vein, Storage solutions, Intimal Hyperplasia, Artery, Vascular Reactivity, Pulsatility

Abstract : Internal thoracic arteries (ITAs) and
venous grafts are commonly used in coronary artery
bypass grafting. 1) Intimal hyperplasia (IH)
constitutes an adaptative mechanism observed when
saphenous vein graft is exposed to arterial blood
pressure. Storage solutions aiming on decreasing
this IH have been identified in previous in vitro
studies. 2) Cardio pulmonary bypass can be
performed using either a centrifugal pump, with a
non -pulsatile flow or a roller pump, producing a
pulsatile flow. Non pulsatile flow was showed to
induce a systemic inflammatory response therefor
damaging the myogenic tone of resistance arteries in
a rat model. The aims of this study were: 1) To
compare the impact of storage solutions on
saphenous vein grafts implanted in aortic position in
a rat model. 2) To evaluate the impact of the flow

generated by pumps on endothelial functionality of
ITAs and the systemic inflammatory response. 1) IH
and graft thrombosis occurred in more than 50% of
cases when venous graft was stored in heparinized
saline solution, autologous heparinized blood or
GALA anti-oxydant solution, and implanted in arterial
position. A parietal inflammatory response was
observed in venous graft as well as distal abdominal
aorta. 2) Vascular reactivity was conserved whatever
the pump used. Systemic inflammatory response
was observed while the intraparietal inflammatory
was not modified in the graft. To conclude, 1) the use
of GALA anti-oxydant solution did not decrease the
risk of intimal hyperplasia when venous graft is
exposed to arterial blood flow 2) exposure of internal
thoracic artery to centrifugal and roller pumps did not
affect endothelial functionality nor vascular reactivity.



