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Résumé

La recanalisation post-coiling des anévrismes intracraniens est une problématique
récurrente dans le domaine de la neuroradiologie interventionnelle qui limite I’efficacité du
traitement a long terme. En effet, lors du traitement endovasculaire par coiling d’un anévrisme
intracranien il ne s’agit pas seulement de combler une poche avec du métal. Au-dela de la
complexité technique du geste en soi, les phénomenes biologiques induits par le traitement sont
a prendre en considération pour obtenir une cicatrisation optimale. Le thrombus induit par les
coils implantés dans I’anévrisme est également un substrat essentiel a la cicatrisation des
anévrismes apres traitement, car il est un support a la recolonisation de 1’anévrisme par des
cellules mésenchymateuses.

Nous avons étudi¢ dans cette thése les phénomenes biologiques et les mécanismes
histopathologiques de la cicatrisation anévrismale impliqués dans le traitement endovasculaire
des anévrismes intracraniens par coiling. A partir du constat d’un défaut de cicatrisation avec
les dispositifs actuels, nous proposons une approche innovante visant a optimiser la
cicatrisation des anévrismes par les coils recouverts de fucoidane. Ce polysaccharide sulfaté
est capable d'une part d’interagir avec les facteurs de croissance nécessaires a la cicatrisation et,
d'autre part, de favoriser la formation d'un thrombus en se liant a la P-sélectine surexprimée par
les plaquettes activées. Les travaux expérimentaux présentés dans cette theése sont issus d’une
collaboration pluridisciplinaire associant chimistes, biologistes et neuroradiologues
interventionnels.

Un financement a été obtenu de la Fondation pour la Recherche Médicale en octobre
2018 dans le cadre de I’appel a projet “Pionniers de la Recherche — Chimie pour la médecine .

L’aboutissement de ce travail est la naissance d’un nouveau type de coils
biologiquement actifs pour prévenir la recanalisation des anévrismes intracraniens évalués
grace a des techniques d’imagerie conventionnelle et de microscopie avancée. Les résultats
obtenus ont permis de déposer un brevet européen. Ces travaux nécessitent d’étre confirmés par
de nouvelles expérimentations dans un échantillon plus large d’animaux ainsi que I’analyse in
vitro de la relation dose-effet potentielle. L'ensemble de ces travaux ne seront publiés qu'apres

la période de confidentialité nécessaire a I'évaluation du brevet dont la valorisation est en cours.

Mots clés : Anévrisme, coils, thrombus, cicatrisation, thérapie cellulaire
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Summary

Post-coiling recanalization of intracranial aneurysms is a recurrent problem in the field
of interventional neuroradiology that limits the effectiveness of long-term treatment. De facto,
endovascular treatment by coiling of an intracranial aneurysm is not only a question of filling
a bulge with metal. Beyond the technical complexity of the operation itself, the biological
phenomena induced by the treatment are to be taken into account in order to obtain optimal
healing. Thrombus induced by the coils placed in the aneurysm is also an essential substrate for
the healing of aneurysms after treatment, since it is a support for the recolonization of the
aneurysm by mesenchymal cells.

In this thesis we studied the biological phenomena and histopathological mechanism of
healing involved in the endovascular treatment of intracranial aneurysms by coiling. Based on
the observation that aneurysm healing is scarce with current devices, we propose an innovative
approach to optimize the healing of aneurysms by fucoidan-coated coils. This sulfated
polysaccharide is capable of interacting with growth factors necessary for healing and of
promoting thrombus formation by binding to P-selectin overexpressed by activated platelets.
The experimental work presented in this thesis is the result of a multidisciplinary collaboration
involving chemists, biologists and interventional neuroradiologists.

Funding was received from the Medical Research Foundation in October 2018
through a call for projects entitled " Research Pioneers - Chemistry for Medicine".

The result of this work is the birth of a new type of biologically active coils to prevent
the recanalization of intracranial aneurysms evaluated by conventional imaging and advanced
microscopy techniques. The results obtained made it possible to file a European patent. This
work needs to be confirmed by further experiments in a larger sample of animals as well as in
vitro analysis of the potential dose-response relationship. All this work will only be published
after the period of confidentiality necessary for the evaluation of the patent, the exploitation of

which is under discussion with industrial partners.

Keywords: Aneurysm, coils, thrombus, wound healing, cell therapy
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Introduction

Ces travaux de recherche clinique et expérimentale ont été réalisés au sein de la
plateforme de recherche EMIS du CHU de Limoges https://emis-research.com en partenariat

avec le laboratoire CNRS XLIM UMR 7252 https://www.xlim.ft.

Ce travail a pour objectifs de mieux comprendre les mécanismes biologiques impliqués

dans le succes ou I’échec du traitement endovasculaire par coiling des anévrismes intracraniens.

Nous discuterons successivement 1'état actuel des connaissances concernant la
physiopathologie, le diagnostic et le traitement des anévrismes intracraniens. Nous détaillerons
ensuite les mécanismes biologiques impliqués dans la cicatrisation des anévrismes traités par

coiling.

Nous présenterons les différentes stratégies développées dans la littérature pour
I’optimisation du traitement des anévrismes notamment les coils bioactifs et les matériaux
d’embolisation en développement, leur efficacité et leurs limites et des options visant a leur

optimisation.

Enfin, nous proposons une nouvelle approche d’optimisation biologique pour le traitement
endovasculaire des anévrismes intracraniens : la thérapie endovasculaire par coils recouverts

de fucoidane.
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1 Anévrisme artériel intracranien : définition et épidémiologie

L’anévrisme intracranien (Al) est défini par une dilatation focale, anormale et permanente
de la paroi d’une artére intracranienne. Ces lésions vasculaires sont uniques ou multiples. Deux
grands types de 1ésions se différencient sur le plan morphologique : les anévrismes sacciformes
et les anévrismes fusiformes. Les anévrismes sacciformes représentent 85 % des cas des Al Ils
se distinguent par une portion dilatée appelée le sac qui est en communication avec 1’artére
porteuse via le collet anévrismal qui en général une portion plus étroite que le sac. Dans 15 %
des cas les Al sont fusiformes avec une dilatation globale du segment artériel plus ou moins
symétrique. Les anévrismes fusiformes sont plutdt prédominants sur la circulation postérieure
ou le segment Ml de IDartére cérébrale moyenne et sont généralement d’origine

athéromateuse.(1)

Les anévrismes sacciformes classiques sont plus courants sur la circulation antérieure
représentant 92 % des cas contre seulement 8 % des cas sur la circulation postérieure. La
nomenclature topographique des anévrismes est basée sur la distribution anatomique de I’artere

porteuse.(2) (Figure 1).

Figure 1. La vascularisation intracrinienne.

Les sites anatomiques préférentiels des anévrismes cérébraux sont indiqués avec les pourcentages concernés.
Artére cérébelleuse postéro-inférieure (PICA) : 3% ; Terminaison basilaire 7% ; Artére communicante
postérieure :25% ; Artére cérébrale moyenne :20% ; Terminaison carotidienne 7,5%, Artére communicante
antérieure :30% ; Artére péricalleuse : 4% Statistique basée sur la fréquence des Al non rompus issue de séries
d’autopsie. Image issue de Brisman et al. (3)

23



Les anévrismes sacciformes se développent préférentiellement aux bifurcations des
arteres du polygone de Willis. En fonction de leur site anatomique, les anévrismes peuvent
¢galement étre classés selon leur localisation sur une artére conductrice, un embranchement

primaire, secondaire ou tertiaire (Figure 2).

om } A3 Conducting

Primary
Secondary
Tertiary
Side-branch

M3

sup hyp
ophth
cavernous

Petro?/

ICA\

PICA

Figure 2. Dessin schématique du polygone de Willis

Les artéres principales et leurs subdivisions respectives sont visualisées. Les vaisseaux conducteurs (rouge),
primaires (bleu), secondaires (vert), tertiaires (jaune) et les branches collatérales (noir) sont codés en couleurs
pour illustrer les vaisseaux comparables, peu importe leurs emplacements si ¢’est la circulation antérieure ou la
circulation postérieure. Image issue de Pritz et al.(1)

La propriété commune des anévrismes est leur fragilité pariétale qui peut les conduire a

croitre au fil du temps voire a se rompre, responsable d’une hémorragie intracrnienne,

entrainant des taux de morbidité et de mortalité importants.

Les anévrismes intracraniens sont des lésions fréquentes, les études d’autopsie
rapportent une prévalence de 1 a 5 % dans la population adulte avec environ 10-12 millions de
personnes touchées aux Etats-Unis.(4) Les données des études autopsiques varient selon les
séries et la population évaluée. (Figure 1). Les études d'angiographie de dépistage montrent
une prévalence entre 1,8-8,8% et 3,2 % selon les résultats de méta-analyses. (Tableau 1) (5-7)
Tous les anévrismes ne sont pas responsables d’hémorragie intracranienne, Connolly et al.
estime que 50 a 80 % des anévrismes ne présenteront pas de rupture au cours de la vie d’une

personne. Cette estimation est basée sur la différence entre la prévalence moyenne dans une
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population et le nombre de ruptures d’anévrisme évalué sur un échantillon de cent mille
habitants. (8) Méme si beaucoup d’Al restent asymptomatiques ces chiffres sont discutables et
difficiles a confirmer puisqu’il faut prendre en considération que les données sur la prévalence
et le risque de rupture varient considérablement en fonction du design de 1’étude, de la
population étudiée et des caractéristiques des anévrismes.(9) L’hémorragie méningée ou sous-
arachnoidienne (HSA) non traumatique, le plus souvent due a la rupture d’anévrisme sacculaire
représente 3 % de 1’ensemble des accidents vasculaires cérébraux (AVC).(10, 11) L’incidence
globale est d’environ 9 pour 100 000 habitants, et peut aller jusqu’a 20 pour 100 000 habitants
dans certains pays.(12) En France, il y a environ 6 000 nouveaux cas de ruptures d’Al par an.
L’hémorragie méningée est plus courante chez les femmes que chez les hommes (ratio 2 :1)

avec une incidence maximale entre 55 et 60 ans.(3)

Les taux de mortalité pré-hospitalier a 30 jours demeurent élevés (15 % et 35 %
respectivement).(13, 14) La survenue a un jeune age et le pronostic sombre de ces accidents
avec un taux de mortalité toujours élevé et un handicap neurologique chez 40-50 % des

survivants, ont des répercussions séveres en termes de santé publique.(15)

La plus grande méta-analyse sur le risque de rupture d'Al non rompu réalisée a ce jour
comprenait six études de cohortes incluant 8 382 patients avec 10 272 anévrismes. L’étude a
identifié six facteurs de risque indépendants pour la rupture d’Al: adge supérieur a 70 ans,
antécédent d’hypertension artérielle (HTA), rupture antérieure d’un autre anévrisme
intracranien (Al), taille et localisation anatomique de 1’anévrisme, origine géographique du
patient.(16) Le score PHASES développé pour la prédiction du risque de rupture d’anévrisme
est basé sur ces 6 facteurs de risque clés et fournit des estimations absolues pour le risque de
rupture a 5 ans qui varie de 0.3 % a 15 %.(17) Bien que le score PHASES soit utilisé¢ en pratique
clinique, il présente des limites pour la prédiction de la rupture des Al, car ce modele
pronostique n’a pas encore été validé et demeure sujet a débat.(18-21) Certains facteurs de
risque établis qui contribuent aussi a la rupture des Al n’ont pas été inclus dans I’ensemble des
données de PHASES, par exemple les patients avec des anévrismes familiaux ou et les jeunes
fumeurs étaient sous représentés dans 1I’¢tude, de ce fait, le score PHASES ne s’applique pas a
tout le monde. La durée de suivi dans I’étude limité a cinq ans ne représente pas la réalité
puisque beaucoup de patients ont une espérance de vie bien au-dela. De plus, le score PHASES
prédit le risque de rupture mais n’inclut pas sur le risque de traitement qui doit également étre

pris en compte et mis en balance avec le risque naturel afin de proposer une prise en charge.

25



Pour répondre a ces incertitudes, le modele de 1'UIATS (Unruptured Intracranial Anerysm
Treatment Score) a été congu qui inclut et quantifie les facteurs clés impliqués dans la prise de
décision clinique dans la gestion des Al non rompus pour harmoniser potentiellement le niveau
¢élevé de variation chez les cliniciens quant a la prise en charge individuelle des patients atteints
d’Al non rompu.(22) Les études sur UIATS les plus récentes suggerent une sensibilité basse
pour détecter une risque de rupture d’anévrisme.(23) Dans I’étude de Rutledge et al. chez les
patients agés de plus de 65 ans la sensibilité de UIATS était significativement plus faible pour
prédire le risque de rupture des Al. Le modele UTATS peut ainsi conduire a un sous-traitement
des patients agés a risque d'HSA.(24) Pour ces raisons, il est nécessaire d'intégrer avec
prudences les scores PHASES et UIATS pour la prise de décision individuelle des patients
porteurs d’ Al non rompu.(25) Il existe également d'autres scores, cependant, la précision de ces
scores dans la prédiction de rupture d'anévrisme est encore faible, et il est difficile de les utiliser

en pratique clinique.(26, 27)

Un essai clinique randomisé ou un examen comparatif de 1'efficacité peut étre le seul
moyen d'évaluer pleinement les risques de rupture d'Al non traités, mais il est peu probable que
les patients et les médecins tolerent ou acceptent un tel essai.(28) Les critéres de pronostic de
rupture d'anévrismes ont une fonctionnalit¢ limitée car il s'agit soit d'indicateurs
démographiques, soit de caractéristiques physiques de 1'anévrisme, soit de facteurs de risque
vasculaire qui peuvent étre prévalents chez un grand groupe de patients, tels que I'hypertension.
L'histoire naturelle d'un Al non rompu doit étre évaluée et pris en charge individuellement pour
chaque cas, car il y a un certain nombre de facteurs qui modifient les taux de rupture prévus. Il

est également important que ces facteurs de risque soient traités, le cas échéant.(29, 30)
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Kim et al. (2021)* 2,118  Single center (health 38%  Female, hypertension TOF MRA (3T) Korea
check)

Imaizumi et al. (2018)° 4,032 Single center (health 432%  Female, older age TOF MRA (3T) Japan
check)

Park et al. (2014)®

18,237  Single center (health 1.8%  Female, older female TOF MRA (1.5T) Korea
check & patients)

Viak et al. (2011)"° 94912  Systematic review and 32%  Female, older age, ADPKD, CTA, MRA, DSA 21 countries
meta-analysis family history of SAH,
pituitary adenoma,
atherosclerosis, Japan,
Finland
Iwamoto etal. (1999)' 1,230  Community-based (30 46%  Female Autopsy Japan
years)

Tableau I. Résumé de la littérature sur la prévalence et facteurs de risque des d'AI non rompu

TOF, time-of-flight; MRA, magnetic resonance angiography; 3T, 3-tesla; 1.5T, 1.5-tesla; CE, contrast enhanced,
CTA, computed tomography angiography; DSA, digital subtraction angiography; ADPKD, autosomal dominant
polycystic kidney disease; SAH, subarachnoid hemorrhage. (7)
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2 Physiopathologie du développement des anévrismes intracraniens

Bien que les mécanismes déclenchant la pathogenese des anévrismes intracraniens
n'aient pas été entierement élucidés, différents mécanismes ont été proposés allant des
mécanismes hémodynamiques aux prédispositions génétiques. Un mécanisme qui a été étudié
est le remodelage vasculaire physiologique et pathologique qui se produit en conjonction avec
des réactions inflammatoires ayant pour résultat l'initiation et la progression d’un anévrisme.
Les stimuli hémodynamiques et l'inflammation vasculaire peuvent tous deux déclencher une
série de réactions biochimiques provoquant ’initiation et le développement des anévrismes

Intracraniens.

On considere que les anévrismes intracraniens sont des 1ésions acquises et sporadiques,
bien que des formes familiales rares ont été décrites.(4) Le développement de 1’ Al sacciformes
chez I’homme est divis¢ en trois étapes: Dinitiation, la croissance et la rupture. La
pathophysiologie sous-jacente n’est pas complétement élucidée, mais le flux anormal et
I’inflammation locale ont été évoqués comme des facteurs potentiels dans I’initiation du
processus. Le fait que la majorité des Al ne se rompent pas pendant leur suivi fait suggérer qu’il
existe un remodelage adaptatif apte a stabiliser dans la majorité des cas la paroi artérielle et
assurer une solidité¢ suffisante pour résister au stress mécanique impos¢ sur la paroi de

I’anévrisme par la pression du flux artériel.(31, 32)

2.1 Artére intracranienne normale chez I’homme

La paroi d’une artére intracranienne normale est constituée par /’intima avec une
monocouche de cellules endothéliales (CE) sous laquelle se trouve la lame basale composée de
protéines matricielles. La limitante élastique interne (LEI) est une membrane de fibres
¢lastiques qui sépare l'intima de la media. La media est composée de cellules musculaires lisses
(CML), de fibres ¢€lastiques et de fibres de collagéne. L adventice, 1a couche la plus externe est
composée de collagene de type I, d'¢lastine, de fibroblastes, de nerfs et de vasa vasorum. Cette
adventice est trés mince dans les artéres intracraniennes. Il n’y a pas de limitante élastique
externe dans les artéres intracraniennes (Figure 3 i). (33)

Les CML participent a la production de la matrice extracellulaire (MEC) ainsi qu’a sa

régulation. La MEC est constituée de diverses sortes de fibres de collageéne et de protéines telles
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que la fibrilline, 1’¢élastine, des protéoglycanes et des glycoprotéines.(34) Au niveau des
bifurcations des vaisseaux, il a été démontré que les parties apicales des arteres intracraniennes
n'ont pas de CML, avec présence d’une fente dans la couche de la média qui est remplacée par
des fibres organisées comme du tendon (appelé "medial raphe") .(35, 36)

Les parois des artéres cérébrales sont structurellement différentes de celles des arteres
extracraniennes, étant donné qu’elles ont une adventice clairsemée et une proportion plus faible
de fibres ¢élastiques. De plus, les artéres cérébrales sont situées dans I'espace sous-arachnoidien

et sont donc entourées de liquide céphalo-rachidien plutot que du tissu conjonctif.(17)

Figure 3. Illustration d’artére intracrinienne normale et pathologique chez ’homme

(1). Structure histologique d’une artére intracranienne normale (ii). Modéle hypothétique conduisant a la
progression de I’artére vers I’anévrisme avec disparition de la LEI et changements structurels de la média.
Image issue de Etminan et al.(17)

EC : endothelial cells; BM : basement membrane; IEL : internal elastic lamina ; WBCs : white blood cells;
SMCs: smooth muscle cells; FB: fibroblasts

2.2 Histologie des anévrismes intracraniens (Al)

Selon I’hypothése inflammatoire, la premiére étape de la formation des Al est la
dysfonction endothéliale qui peut résulter du tabagisme, de 'hypertension, de la dysrégulation
de la dynamique du flux local et de facteurs non modifiables, y compris la génétique.(37) Le
stress oxydatif a été mise en cause comme une source déterminante de 1ésions endothéliales et
entraine l'accumulation de radicaux libres en raison d'une production accrue et/ou d'une
diminution de 1'¢limination.(38) L'étape suivante impliquerait une réponse "inflammatoire"
coordonnée, engageant les macrophages, les mastocytes, les lymphocytes T et un certain
nombre de cytokines et de médiateurs inflammatoires. Cette réponse inflammatoire entrainerait
la modulation phénotypique des CML vasculaires, qui sont les principales cellules de synthése

de la matrice dans la paroi artérielle.(39) Ces CML vasculaires induiraient une perturbation et
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I’interruption de la LEI et provoqueraient une dérégulation de la synthese de collagéne et un
remodelage de la matrice extracellulaire (Figure 3 ii).(39) Les étapes tardives de la biologie de
la croissance de I'Al impliqueraient une apoptose des CML vasculaires, ce qui entrainerait un

amincissement supplémentaire de la média et un risque accru de rupture.(40)

Frosen et al. avaient étudié la paroi anévrismale chez 66 patients qui ont étaient clippés
de leurs Al rompus ou non rompus et ils ont identifié que ce n’était pas seulement les anévrismes
a paroi hypocellulaire qui présentaient un risque de se rompre, mais aussi les anévrismes a paroi
épaissie avec des CML désorganisées et les anévrismes avec paroi endothélialisée avec des
CML linéairement organisées. Les anévrismes a paroi hypocellulaire sur les prélévements
histologiques se présentaient avec hyperplasie myointimale ou thrombose endoluminale
organisée ou avec une treés fine couche de thrombose.(41) Avant rupture, la paroi de 1'Al
sacculaire subit des modifications morphologiques associées au remodelage de la paroi de
l'anévrisme. Certains de ces changements, comme la prolifération des CML et l'infiltration des
macrophages, reflétent probablement des tentatives de réparation de la paroi anévrismale

complexe mal ¢lucidée encore aujourd’hui.

2.3 Facteurs hémodynamiques

Il est présumé que la phase d'initiation d’un anévrisme serait la répercussion du stress
hémodynamique sur une artére qui est déja prédisposée a la formation d'anévrisme.(42) Cette
prédisposition peut étre influencée par une combinaison de facteurs génétiques, physiologiques
et environnementaux.(43) Les Al se forment en général dans les bifurcations artérielles, zones
de modification du flux sanguin laminaire dans ces zones et sites de Iésions intimales. Le flux
sanguin exerce une pression et une contrainte de cisaillement sur la paroi appelée Wall Shear
Stress (WSS) sur les cellules endothéliales bordant les lumens des vaisseaux.(44) Le WSS est
une force de friction provenant du flux sanguin tangentiel a la lumicre artérielle. La fonction
endothéliale est régulée par le WSS normal (1,5-2,5 Pa).(45) La pression pariétale Wall
Pressure (WP) est 1'énergie cinétique du sang transférée en tant que force inertielle
perpendiculaire a la surface du vaisseau. La tension pariétale Wall Tension (WT) est la force
exercée par la paroi dans une amplitude égale et une direction opposée a8 WP. Selon I’hypothése
hémodynamique, lorsque la WT requise est supérieure a la résistance de traction de la paroi du

vaisseau, l'anévrisme pourrait se rompre. Le WSS peut augmenter ou diminuer en fonction de
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la vitesse et de la viscosité du sang (Figure 4). Lorsque la vitesse du flux sanguin augmente ou
diminue, en fonction du débit sanguin, un gradient de WSS (gradient WSS [WSSG]) est alors
créé.(46) L'accélération du débit crée un WSSG positif, tandis que la décélération crée un

WSSG négatif.

Figure 4. Computational fluid dynamics (CFD)

Modélisation de dynamique du flux sanguin dans un anévrisme cérébral. La distribution de la pression est codée
en couleurs avec des lignes de flux WSS, montrant le comportement de flux global et les détails topologiques
locaux. Image issue de Soldozy et al.(42)

Les profils de flux observés sur les tissus de la paroi de I’anévrisme sont complexes et
peuvent évoluer au cours de I’histoire de ’anévrisme. La fagcon dont le facteur hémodynamique
du WSS de la paroi influe sur ’histoire naturelle d’un anévrisme fait 1’objet de débats et les
données sont discordantes a ce sujet. Jou et al. ont revu rétrospectivement 26 anévrismes
humains par modélisation et simulation dynamique des flux (MSDF) sur des angiographies
tridimensionnelles (3D) pour étudier la distribution de WSS. La valeur maximale de WSS pour
les anévrismes rompus et non rompus ne montrait pas de différence significative. Les
anévrismes rompus avaient plus fréquemment un WSS bas (27% vs 11% pour les anévrismes
non rompus). Méme si la différence de WSS bas était statistiquement significative entre les
deux groupes, elle semble étre marginale pour expliquer a elle seule la causalité en faveur la
rupture. (47) Xiang et all. ont fait une analyse par MSDF de 119 Al humains reconstruits a
partir d’angiographie cérébrale 3D. Parmi les facteurs hémodynamiques étudiés, le WSS faible
et la force de friction causée par le sang ont été mis en corrélation avec la croissance et la rupture
des Al (48) Cependant, cette étude présente plusieurs limites notamment plusieurs modalités

d’évaluation ont été utilisées simultanément pouvant biaiser 1’interprétation des résultats. Une
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autre limite concerne le caractére rétrospectif de 1’étude. En effet, un anévrisme rompu peut
changer de forme avec un risque de modifier les mesures de flux. De plus, le choix de 10% du

WSS de l'artere porteuse comme seuil pour un WSS faible était arbitraire.

Les changements de WSS pourraient également jouer un rdle dans la transformation de
la paroi. Doddasomayajula et al., & partir d’angiographies cérébrales 3D, ont comparé des
anévrismes multiples ipsilatéraux dont 1 rompu et 1 ou plusieurs non rompus sur la méme
artére. Au total 144 patients ont été inclus dans ce groupe avec 58 anévrismes rompus et 86 non
rompus. L’ autre groupe était constitué de 48 anévrismes (24 paires) en miroir chez des patients
avec anévrismes rompus d’un coté mais pas I’autre. Des études cas-témoins ont été réalisées
pour les anévrismes en miroir et ipsilatéraux. Des variations élevées de WSS ont été mises en
association a la rupture aussi bien pour les Al en miroir qu’ipsilatéral. Ces anévrismes rompus
présentaient un WSS maximal et minimal plus élevé que leurs homologues non rompus.(49)
Cette étude présente également des limites, notamment concernant les hypothéses des
conditions d'écoulement, des parois rigides et de la viscosité newtonienne alors que 1’utilisation
des lois physiques simplifiées peut aboutir a des résultats erronés. Selon les concepts actuels,

les lois non newtoniennes seraient plus adaptées a étudier la viscosité de sang.(50)

Le choix de WWS comme variable discriminante pour lier le débit sanguin (c'est-a-dire
I'hémodynamique) a la réponse cellulaire, donc aux changements physiologiques des vaisseaux
sanguins, est un choix arbitraire qui ne repose pas sur des arguments robustes. Le WSS est
insuffisant pour justifier la réponse des CE a la directionnalité des flux et aux conditions locales
de flux turbulents et transitionnels.

La prochaine génération de modéles de MSDF des Al doit viser les objectifs suivants :
e Capturer plus de physique sous-jacente a 1' hémodynamique des Al .
e Fournir des paramétres significatifs pour distinguer l'interaction pathobiologie-
hémodynamique dans la genese, la croissance et la rupture de I'Al
e Guider des études de mécanotransduction de CE en fournissant des descriptions
quantitatives et qualitatives détaillées du flux qui peuvent étre utilisées pour retracer les

facteurs biologiques influencant les AIL.(51)
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2.4 Biologie de la formation de I’anévrisme

Tous les composants de la paroi de I'artére ont des fonctions spécifiques. La résistance a
I'étirement mécanique ou le maintien de l'intégrité structurelle sont presque entierement dus aux
fibres ¢lastiques et fibres collagenes de la média et de I’adventice.(52, 53) Le degré de tortuosité
des fibres de collageéne dans la média et I’adventice détermine la capacité de l'artere a se dilater
et a résister a 1’étirement excessif. La rupture de la LEI est caractéristique des anévrismes et
impose une plus grande contrainte sur les fibres de collagéne, responsable d’une diminution de
la tortuosité des fibres de collagéne et d’une limitation de la capacité de I’artere a se dilater. En
effet, les fibres de collagene sont relativement rigides par rapport a I’¢élastine. L’évolution de la
taille anévrismale, qui peut atteindre plusieurs fois la taille de I’artére porteuse, nécessite le
remodelage des fibres de collagéne dans la paroi de I'anévrisme. Puisque le collagéne est la
structure portante principale de la paroi artérielle une fois que la lame ¢élastique interne a
disparu, le résultat final du remodelage de collagéne déterminera la force de la paroi

anévrismale et donc aussi les conditions qui pourraient entrainer la rupture.(32) (Figure 5).
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Figure 5. Modéle conceptuel proposé aux mécanismes de formation, de progression et de rupture de ’Al

Le stress hémodynamique dans une artere stimulerait I’inflammation des CE, ce qui favoriserait la dégradation de la LEI et
provoquerait des changements dans les CML, y compris I’inflammation, la néovascularisation et le remodelage de la matrice,
qui ensemble modifieraient les propriétés de la paroi de I’arteére. Une inflammation permanente entrainerait la dégénérescence
des CML, ce qui génererait I'amincissement des couches de CML, une augmentation de leur fragilité et, enfin, une rupture de

I’AL Les lignes en pointillés rouges désignent le vasa vasorum, les lignes en pointillés noirs : LEI détruite, ovales rouges
représentent les globules rouges. Image issue de Pawlowska et al.(54)
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Le glycocalyx est une structure biochimique dynamique et complexe constituée de
protéoglycanes, de glycoprotéines et de protéines solubles. Les protéoglycanes et les
glycoprotéines ancrent le glycocalyx a I'endothélium et forment une matrice étendue contenant
des composants solubles. Le glycocalyx est ’aspect le plus apical de la cellule endothéliale qui
constitue 1’interface entre le sang et ses composants cellulaires et la membrane et le
cytosquelette de la cellule endothéliale. (55) Plusieurs fonctions sont attribuées au glycocalyx :
il régule la perméabilité vasculaire, la coagulation et la thrombose, les interactions entre les
cellules endothéliales et les cellules sanguines circulantes, et agit comme un mécanocapteur du
stress de cisaillement de fluide qui contrdle le tonus vasculaire.(56)

Le glycocalyx serait un transducteur crucial qui traduirait la contrainte de cisaillement
du fluide en un signal cellulaire (c'est-a-dire mécanotransduction). Dragovich et al. en 2016 ont
utilisé des cellules endothéliales microvasculaires du cerveau de rat en culture, en utilisant une
approche combinée de la force atomique et de la microscopie de fluorescence pour I’objectif de
montrer que les glycocalyx endothéliaux détecteraient et transduiraient 1'étirement mécanique
vertical pour produire de I’oxyde nitriqgue (NO). Les résultats obtenus seraient en faveur d’un
mécanisme moléculaire de production rapide de NO en réponse a 1'étirement mécanique
vertical. (57)

L'oxyde nitrique produit par 1’endothelial nitric oxide synthetase (eNOS) serait le
principal médiateur de la vasodilatation déclenchée par la CE en réponse a un fort débit.
L’augmentation de WSS induirait la production de eNOS et relaxe la contraction des CML de
la média. Cette augmentation du NO dérégulerait I'expression des molécules d'adhésion pro-
inflammatoires monocyte chimiotactic protein-1 (MCP-1) et vascular cell adhesion molecule-
1 (VCAMI) qui seraient par ailleurs sur-régulées de manicre concomitante dans les CE en
réponse au WSS.(58) Des expériences avec des souris knock-out NOS montraient comment le
blocage de la signalisation NOS prédisposerait a la formation d'Al par une augmentation de
l'infiltration de macrophages, probablement par une augmentation de l'expression de MCP-
1.(59) Des résultats récents suggerent que 1'étirement mécanique pourrait induire 1'expression
de MCP-1 aussi dans les fibroblastes de 1’adventice, ce qui favoriserait la migration transmurale
des macrophages. La coexistence d’'un WSS ¢levé avec 1’étirement mural conduirait a une
expression de MCP-1 amplifiée et a une infiltration de macrophages avec une probabilité accrue
d'initiation d’AL(60)

La Figure 6 représente un modele théorique de couplage de flux et la formation anévrismal.
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Figure 6. Modéle théorique de WSS et la formation d’Al

Le débit ¢élevé entraine une augmentation du WSS et du calibre artériel qui vont accroitre la tension sur la paroi.
Le WSS ¢levé serait détecté par I'endothélium a travers le glycocalyx (bleu clair) et conduirait a ’activation de
MCP-1 dans les cellules endothéliales. L'étirement mécanique de la paroi artérielle serait a son tour pergu par les
cellules intra-murales et induirait 1'expression de MCP-1 dans les fibroblastes. Le MCP-1 aurait un réle central
dans le recrutement de monocytes circulants au site de remodelage des vaisseaux. Ces macrophages infiltrés
migreraient a travers la paroi artérielle en suivant la signalisation chimiotactique de MCP-1. La sécrétion des
protéases serait responsable de la rupture de la LEI et la matrice de collagéne. Par ce mécanisme, un débit élevé
pourrait provoquer une rupture de la LEI, une étape clé de l'initiation de 1'anévrisme. Image issue de Frosen et
al.(53)

35



2.4.1 Polarisation des macrophages dans les Al

Dans les analyses histopathologiques des 1ésions d'Al chez I'homme, les concentrations
¢levées de macrophages et de lymphocytes dans les parois de 1'anévrisme appuient la théorie

selon laquelle l'inflammation joue un role clé dans la formation de I'AL(61)

Les analyses histopathologiques des 1ésions anévrismales induites dans des modeles de
rongeurs ont mis en évidence la présence de cellules inflammatoires notamment des
macrophages CD68-positifs qui indiquerait le role des macrophages dans la formation et la
progression des anévrismes.(62) Une délétion génétique ou une inhibition de la MCP-1 qui est
une protéine chimiotactique majeure pour les macrophages, ou une réduction des macrophages
a moins de 10% des valeurs de bases par injection de liposome de clodronate supprime le
développement et I'élargissement des anévrismes des souris, suggérant un potentiel role des
réponses inflammatoires a médiation macrophagique dans la pathogenése des anévrismes.(63,

64)

Les macrophages ne sont pas homogenes, et ils sont généralement classés en deux sous-
ensembles connus sous le nom de macrophages classiquement activés (Ml-like) et
alternativement activés (M2-like), respectivement.(65) En général, les cellules M1 présentent
un effet pro-inflammatoire tandis que les cellules M2 facilitent la résolution de 1'inflammation
et favorisent la réparation tissulaire. En réponse a divers produits de signaux environnementaux,
cellules endommagées, et lymphocytes activés, les macrophages peuvent acquérir des
phénotypes fonctionnels distincts en subissant différentes polarisations phénotypiques, qui sont
des processus finement régulés.(66)

Hasan et al ont trouvé que les cellules M1 et M2 étaient présentes en proportions €gales
dans les Al non rompus; cependant, une prédominance marquée des cellules M1 sur les cellules
M2 a été documentée dans les anévrismes rompus.(67) La généralisation des résultats de Hasan
et al. ne serait pas appropriée. Cette étude est limitée par la petite taille de 1'échantillon (10
anévrismes clipés dont 5 rompus et 5 non rompus). Il est également difficile de déterminer si
l'augmentation de l'expression de M1 par rapport a8 M2 et la surrégulation des mastocytes dans
les anévrismes cérébraux rompus (par rapport aux non rompus) est due a l'inflammation qui se
produit apres la rupture de 'anévrisme ou s'il y a eu une augmentation de l'expression de ces

molécules qui a précédé et conduit a la rupture de I'anévrisme.
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Yamashiro et al. ont fait une étude histologique de 8 anévrismes clippés afin de
déterminer quel role les types distincts de macrophages ont sur la dégénérescence des parois de
l'anévrisme. Une infiltration importante de macrophages a été identifiée indépendamment de la
rupture. Les rapports des macrophages de type M1 et de type M2 variaient dans chaque cas et
les macrophages de type M2 étaient répartis dans des régions presque identiques. Nous pouvons
conclure de cette étude que les rapports des macrophages de type M1 versus de type M2
reconnus par immunocoloration par divers anticorps n'ont pas présenté¢ de valeurs cohérentes
par rapport a des études précédentes. Elle suggére aussi que non seulement les macrophages de
type M1, mais également les macrophages de type M2 pourraient étre impliqués dans le
développement et la rupture des AL (68)

En somme, au cours des derniéres années, des progrés ont été réalisés dans notre
compréhension de la polarisation des macrophages dérégulée dans les Al; cependant, nos

connaissances sur les processus détaillés restent fragmentaires. (Figure 7).
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Figure 7. Résumé hypothétique des médiateurs et des cellules immunitaires impliqués dans la polarisation
M1/M2 des macrophages.

Les cytokines pro-inflammatoires libérées par les cellules neutrophiles, les cellules Th1 et les mastocytes
contribueraient au maintien du macrophage classiquement activé. Les cellules M1 augmenteraient l'expression
génique de l'inflammation, favorisant la progression de I'Al vers la rupture. Inversement, les macrophages
activés alternativement seraient capables de stopper la progression de I'anévrisme en facilitant la régression de
l'inflammation. MMP (métalloprotéinase matricielle).Figure issue de Shao et al.(69)
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2.4.2 Le role des métalloprotéinases dans la formation des Al

Les métalloprotéinases matricielles de type membranaire (MMP) sont importantes dans
les processus de dégradation et de remodelage de la matrice de la paroi vasculaire. Par leur
activité protéolytique, elles dégradent les protéines de la matrice extracellulaire qui jouent un
role important dans le remodelage vasculaire dans les échantillons de tissus anévrismaux
humains et animaux, pouvant contribuer a la pathogenese de 1'Al. Bien qu'il y ait plus de 20
isoformes de MMP, les MMP-2 et MMP-9 ont particulicrement attiré ’attention dans la
promotion de l'initiation d'anévrismes intracraniens.(70) En ce qui concerne le développement
de l'anévrisme, la MMP-2 serait responsable de la dégradation du collagéne de type I et I11, qui
constitue une trés grande majorité de la MEC vasculaire, et la MMP-9 dégraderait 1'élastine, qui
est la composante protéique de la LEL.(71) Le role central des MMP dans la pathogenése de
I'AI a été étudié et validé dans la pathogenese des anévrismes expérimentaux. (Figure 8 ).(72,

73)
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Figure 8. Illustration conceptuelle de MMP et formation d’Al

Les MMP interviendraient dans la formation d'Al par un processus de remodelage vasculaire. Le traumatisme
initial et I'augmentation de WSS entraineraient le recrutement et l'infiltration de cellules inflammatoires dans la
paroi du vaisseau. La libération de radicaux libres, de chimiokines pro-inflammatoires et de cytokines et
l'activation de la cascade de compléments interviendraient dans la régulation de la MMP-2 et de la MMP-9. Le
processus protéolytique qui en résulte entrainerait la dégradation de la MEC de la média et modifie la structure
de la paroi du vaisseau avec la formation d'Al. Image issue de Zhang et L.(74)
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Les MMP seraient libérées par les CE vasculaires, les CML et les cellules
inflammatoires. Les cytokines TNF-a et IL-8 sécrétées par les macrophages seraient des
inducteurs puissants de I'expression et de la production de MMP-2 et MMP-9.(50) L'activité
des MMP pourrait étre déclenchée par d'autres facteurs aussi comme I'étirement mécanique di
a un flux sanguin anormal ou une hypertension détectée par des cellules endothéliales, qui
pourraient produire du TNF-a (75, 76). L'étirement mécanique conduirait également les cellules
endothéliales a produire des radicaux libres et de l'oxyde nitrique, ce qui entrainerait la
conversion de la pro-MMP-9 en MMP-9 active. Les inhibiteurs de MMP tels que (tissue
inhibitor of metalloproteinase) TIMP-1 et TIMP-2 auraient théoriquement un effet protecteur
contre l'initiation et la croissance des anévrismes. Dans un mode¢le d'anévrismes chez le rongeur,
I’inhibition des génes TIMP-1 ou TIMP-2 auraient entrainé une augmentation de l'activité
enzymatique MMP-2 et MMP-9 et une augmentation des taux de formation d'anévrismes.(77)
Les études ultérieures ont montré que les TIMP-1 et les TIMP-2 sont principalement présents
dans les CML vasculaires et TIMP-1 serait richement exprimés aussi dans les anévrismes
cérébraux chez I’homme. Ceci suggere que I'apoptose et la migration des CML loin de la média
pourraient entrainer un changement de I'équilibre MMP/TIMP favorisant une augmentation des
activités enzymatiques MMP, la dégradation des CML, et éventuellement la progression et la
rupture de I'anévrisme.(77)

Les observations provenant des différentes études sont cependant paradoxales a ce sujet.
Selon Kim et al., une augmentation locale des niveaux MMP-9 était constatée, mais sans
différence significative entre anévrysme clippé et biopsie de I’artére temporale superficielle
(ATS) et pas de différence par rapport au groupe contrdle. Le niveau élevé de TIMP ne pouvait
pas étre mis en relation avec le niveau de MMP-9. (78)

Au contraire Jin et al. ont noté des concentrations plus élevées de MMP-2 et de MMP-
9 et de TIMP dans la paroi anévrismale chez les patients atteints d'Al rompus comparativement
aux Al non rompus.(79) Dans des conditions pathologiques, il se produit un déséquilibre entre
l'expression de MMP et de TIMP, ce qui pose la question de savoir si I'expression et l'activité
de MMP sont diminuées ou si l'expression de TIMP et d'autres inhibiteurs potentiels sont
diminuées pendant la progression d'anévrismes intracraniens ?

La prédisposition génétique a I’augmentation de la production de MMP a été liée par
Peters et al. a une propension accrue a développer des Al, mais les données provenant de divers
articles sur l'influence possible des polymorphismes génétiques de MMP sur la susceptibilité
aux anévrismes intracraniens sont divergentes et une telle possibilité¢ a I’heure actuelle reste

polémique.(80-82)
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2.5 Remodelage et croissance de I’anévrisme

La combinaison de mécanismes hémodynamiques et inflammatoires serait responsable
de la disparition de la LEI et de 'amincissement de la média. Une fois la LEI rompue par
l'infiltration de cellules inflammatoires, on observe une dégradation de la matrice de collagéne
aboutissant au bombement apparent de l'anévrisme initial. L'anévrisme aurait ensuite une
tendance a la croissance. Ceci, cependant, exigerait que la paroi de I'anévrisme se développe
activement et synthétise une nouvelle matrice afin d’éviter la rupture de la poche anévrismale.
Une agression protéolytique isolée méme prolongée serait au contraire responsable de
I’infiltration des macrophages sans remodelage concomitant de la matrice de collagene et ne
conduirait pas a une croissance importante, mais plutdt a une rupture d'un petit bleb de type
blister-like parfois rencontré en pratique clinique.

Les CML de la paroi de I’Al synthétiseraient le nouveau collageéne requis pour cette
croissance active de la paroi.(41, 83) Ces cellules murales exprimeraient des récepteurs pour
plusieurs facteurs de croissance sécrétés par des macrophages, par exemple transforming
growth factor 3 (TGFb) et le platelet-derived growth factor B (PDGF-B), qui stimulent la
synthése et la prolifération de la matrice des CML.(84) L'activation des macrophages
stimulerait constamment les CML, en plus de la sécrétion de protéases, expliquant pourquoi la
paroi de I'anévrisme grossit. Dans des expériences conduites sur des rongeurs, Aoki et al. ont
montré qu’une fois initiée, l'activation des macrophages dans la paroi de I'anévrisme
s'amplifierait par une boucle de rétroaction autocrine dans laquelle la prostaglandine E2
(PGE2) produite par la cyclo-oxygeénase-2 (COX-2) activerait le facteur de transcription nuclear
factor kappa b (NFk-B) dans d'autres macrophages, ce qui entrainerait une expression accrue
de MCP-1 et de COX-2 par ces cellules.(85, 86) Cela stimulerait le recrutement de plus de
macrophages dans la paroi de I'anévrisme, ainsi que l'activation de NFk-B dans ceux-ci. Cette
boucle d'amplification pourrait expliquer que le remodelage des parois, initié¢ par des conditions
de débit élevé se poursuive méme si le flux pathologique est normalisé.(87)

L'analyse de l'expression génique de parois d’Al humains rompus et non rompus a
montré la régulation a la hausse de multiples genes NFk-B dans la paroi des anévrismes rompus
suggérant que l'activation de NFk-B induite par les macrophages serait impliquée dans le

remodelage de la paroi des Al humains.(86) L'expression de COX-2 dans la paroi des Al ainsi
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que I’expression du récepteur PGE2 (sous-type EP2) suggére que la voie de signalisation
COX2-PGE2-EP2-NFkB-COX2 contribuerait a la croissance et au remodelage de la paroi des
Al humains, similairement aux mode¢les expérimentaux d'Al non rompus.(85) L'observation
fondamentale selon laquelle les médicaments inhibant l'activit¢ COX2, tels que 'aspirine ou les
anti-inflammatoires non stéroidiens, semblent réduire la croissance des Al non rompus chez les
patients appuie également ce concept.(88, 89) Yang et al. ont fait une métaanalyse d’études
s’étant intéressées a 1’effet de 1’acide salicylique sur les Al non rompus chez I’Homme. Leurs
résultats indiquent que 1'utilisation d'aspirine, indépendamment de la fréquence et de la durée,
était associée a un risque statistiquement significativement plus faible de croissance et

d'hémorragie méningée chez les patients présentant un Al non rompu. (90)

2.6 Role de I'inflammation dans le processus de remodelage

Une fois la croissance de I’anévrisme initiée, sa paroi serait soumise a une tension
murale progressivement plus élevée. Pour que 1'Al ne se rompe pas, la paroi devrait s'adapter a
la charge mécanique accrue. En général, I'adaptation a une pression chronique se ferait de
manicre progressive par la prolifération des CML de la média et des dépots de collagene,
comme dans les changements pariétaux en réponse a I'hypertension artérielle.(91) Dans les cas
ou ce processus de remodelage serait insuffisant, les cellules intra-murales pourraient étre
exposées a un étirement supra-physiologique. La dynamique de ce processus de réparation a la
suite d'une surextension de ce type a ét¢ bien étudiée dans les modeles de lésions artérielles de
dilatation par ballon et il a ét¢ démontré qu'elle dépendrait des macrophages et de l'activation

de NFk-B dans les CML.(92, 93) (Tableau II).
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Tableau II. Résumé du role des médiateurs inflammatoires dans la croissance et la rupture de I'anévrisme

VEGEF: vascular endothelial growth factor; bFBF: basic fibroblast growth factor; SDF-1: stromal cell-derived
factor-1; COX-2: cyclooxygenase-2; PGE2: prostaglandin E2; NF-kB: nuclear factor-«B; TNF-a: tumor necrosis
factor-o; MMP: matrix metalloproteinases; IL-1p: interleukin-1p; MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1
Tableau issu de Amenta et al.(94)

La paroi de I’Al qui se dilate s’adapterait a cette tension de la paroi accrue par la
prolifération des CML et le remodelage du collagéne, de la méme maniére qu'une paroi
artérielle répond a un sur-étirement ou une hypertension chronique, a condition qu'elle ait des
CML saines.(41) Toutefois, de nombreux Al ont des parois avec au moins des régions focales
qui montrent la perte de CML.(52) De plus, dans de nombreuses parois d'Al, les CML restantes
se transforment en cellules spumeuses (foam cells) en raison de I’incorporation de lipides, ce
qui altére leur fonction normale.(95) Cela pourrait éventuellement mener & un scénario
potentiellement dangereux dans lequel 1'anévrisme continue de grossir, mais présenterait des
régions de paroi qui ne seraient pas capables de s'adapter a I'augmentation des tensions causée
par la croissance. Parceque la dysfonction endothéliale semble étre un facteur clé dans la
promotion de I'accumulation des lipides dans la paroi des Al le flux qui régulerait la fonction
endothéliale est susceptible d'affecter le processus de dysfonctionnement des CML de la paroi

de I’Al induit par les lipides.(96)
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Bien que les Al chez I'étre humain se formeraient préférentiellement a des sites de WSS
¢leve, le fait qu'ils ne se forment pas dans toutes les bifurcations exposées a des WSS ¢élevés et
chez tous les patients semble indiquer qu'un deuxiéme facteur est nécessaire pour l'initiation de
I'Al. Dans les modeles expérimentaux, une lésion concomitante de 1'¢lastine favoriserait
significativement la formation d'anévrismes dans les sites ou les conditions de débit
prédisposent a la formation d'Al.(97) Comme les cellules inflammatoires, en particulier les
neutrophiles, sont une source importante d'¢lastase, il semble plausible qu'une telle "deuxiéme
frappe" chez 1'étre humain prenne effet par activation de cellules inflammatoires et
augmentation de l'activité¢ de 1'¢lastase.(52) De plus, le caillot de sang dans le dome de
l'anévrisme permettrait aux leucocytes de disposer de plus de temps pour s'infiltrer dans la MEC
et causer d'autres dommages a la matrice vasculaire. Egalement, les processus inflammatoires

feraient progresser l'apoptose des CML dans la média.(98)
2.7 Génétique des Al

L'étiologie du développement des Al est hétérogéne. Outre les maladies
multifactorielles polygéniques, souvent déclenchées par des facteurs de risque vasculaires
établis, les maladies monogéniques devraient également Etre prises en considération. Les
progres de la génétique ont aidé a identifier certains génes qui contribueraient au risque de
développement d'Al.

De nombreuses affections héréditaires monogéniques sont associées a la formation d'Al,
notamment la polykystose rénale autosomale dominante, le syndrome d'Ehlers-Danlos de type
IV, le syndrome de Loeys Dietz, le syndrome de Marfan, la neurofibromatose de type I, la
néoplasie endocrine multiple de type I, le nanisme microcéphalique ostéodysplasique
primordial type 2 de Majewski (MOPD II).(99-101) On ne sait pas dans quelle mesure ces
troubles héréditaires spécifiques contribueraient a I'ensemble de la population des patients
atteints d'Al. On estime cependant qu'ils ne représenteraient qu'une tres faible proportion. Par
exemple pour la polykystose rénale autosomique dominante, cette maladie ne représenterait
que 1,2% de tous les patients atteints d'AL.(102)

Les membres de famille au premier degré de patients atteints d'une hémorragie sous-
arachnoidienne (HSA) présentent un risque accru d'HSA par rapport a la population générale,
et 10% des patients atteints d'HSA ont des membres de leurs familles qui ont également souffert
d'une HSA.(103) Dans une étude de population, le risque relatif (OR) d’’'HSA pour les
personnes ayant un parent au premier degré affecté était de 2,15 (IC a 95 %, 1,77-2,59)
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comparativement aux cas sporadiques, tandis que pour les personnes ayant deux parents de
premier degré affectés, le OR augmentait a 51,0 (IC a 95 %, 8,56-1 117). Les Al non rompus
sont également plus fréquents chez les patients ayant des antécédents familiaux. Le dépistage
préventif des Al non rompus par angiographie par résonance magnétique s'est révélé rentable
chez les membres de famille au premier degré des patients atteints d'HSA.(104)

Les études familiales ont permis d'accroitre le nombre de génes et de mutations dont il
a été prouvé qu'ils entrainaient des anévrismes familiaux, tandis que les études d'association
pangénomique (GWAS) ont permis d'identifier 17 loci indépendants et répliqués a travers le
génome, avec un effet sur le risque des Al. Ces études génétiques sur les Al pourraient aider a
mieux comprendre les causes et la biologie des Al et a identifier les cibles potentielles pour des
traitements. Il convient cependant de noter que la plupart des études génétiques sur les Al ont
été réalisées dans des populations caucasiennes, certaines chez des personnes d'ascendance
asiatique, mais aucune, par exemple, chez des personnes d'ascendance africaine. Cela pourrait
conduire a une compréhension biaisée de la maladie voire a des erreurs thérapeutiques dérivées
des découvertes génétiques chez des minorités ethniques.(105)

En somme, la base génétique des anévrismes intracrdniens montre une grande
hétérogénéité et complexité. A I'heure actuelle, outre l'imagerie, il n'existe aucun test
diagnostique fiable permettant d'identifier les patients présentant un risque plus élevé
d'anévrisme intracranien asymptomatique.

Le développement des Al peut étre corrélé a des perturbations du processus normal de
traduction des protéines dans les cellules vasculaires. A long terme, une compréhension plus
compléte de la génétique et des voies moléculaires associées a la formation et a la rupture des
Al pourrait guider la médecine dans 1’¢laboration de thérapies ciblées et 1’optimisation de
I’évaluation des risques pronostiques.

Une nouvelle cible concerne les ARN non codants qui composent 95 % de I’ARN total
dans la transcription eucaryote. Récemment des preuves commencent a faire surface concernant
des possibles associations entre les ARN non codants qui seraient un régulateur central de
I’expression génique impliqués par I’intermédiaire de multiples mécanismes dans la régulation
de I'inflammation et par ce biais le développement, la croissance et le remodelage des Al
Néanmoins a I’heure actuelle le role précis des ARN non codants dans la formation des Al reste

flou.(106)
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3 Diagnostic des Al

Le mode de diagnostic des anévrismes intracraniens est variable en fonction du caractére
rompu ou non de I’Al. En cas d’Al rompu, le diagnostic de 1I’Al sera le plus souvent fait dans
le contexte d’exploration d’une hémorragie sous-arachnoidienne (HSA) ou d’un hématome
intracranien. Dans ce cas, 1’angioscanner est I’examen de premicre intention pour l'imagerie
des vaisseaux intracraniens. Le scanner cérébral sans contraste est un outil simple et fiable pour
le diagnostic d’hémorragie sous-arachnoidienne avec 98-100% d’examen positif jusqu'a 12
heures apres la rupture et 93% des cas positifs les 24 premieres heures. Les résultats positifs
diminuent cependant avec le temps.(11, 107, 108) Quand le scanner cérébral initial est négatif,
mais avec une forte suspicion clinique d’HSA, I’IRM a un intérét majeur avec haute sensibilité
pour diagnostiquer méme une petite quantité de sang sous-arachnoidien.(109) En I’absence
d'imagerie positive, le gold standard pour la détection de I’HSA est la ponction lombaire (PL),
bien que, les ponctions traumatiques puissent survenir jusqu'a 20% des cas.(109, 110) La
libération d'hémoglobine des globules rouges se métabolise en oxyhémoglobine et bilirubine,
entrainant une xanthochromie a I’examen du liquide céphalo-rachidien. L'oxyhémoglobine peut
étre détectée quelques heures aprés I’HSA. La formation de la bilirubine (dont le diagnostic est
le plus fiable) dépend d’un processus enzymatique qui peut nécessiter jusqu'a 12 heures apres
la rupture de 1’anévrisme.(110) En cas de confirmation d’'une HSA pour un patient aigu
symptomatique se présentant a I’hopital, que ¢a soit par scanner cérébral ou ponction lombaire,
I’étape suivante est I’artériographie cérébrale. Au cas ou la présence de I’anévrisme est prouvée,
le cas est discuté entre neuroradiologue interventionnel et neurochirurgien pour décision
thérapeutique concernant les modalités de prise en charge en urgence. En I’absence d’étiologie
retrouvée de ’HSA Dartériographie cérébrale est répétée a 10 jours et a trois mois des premiers
symptomes.

Les maux de téte représentent 1 a 2% des consultations d’urgence, et environ 1% d'entre
eux sont liés a une HSA. Le diagnostic manqué d'HSA reste courant, surtout pour les patients
en bonne condition clinique. Un diagnostic erroné peut entrainer une aggravation de la maladie,
souvent due a une nouvelle hémorragie, avant que le traitement étiologique ne puisse étre
effectué.(108)

En I’absence de contexte hémorragique, le diagnostic d’un Al est le plus souvent fortuit
au cours d’un bilan d’imagerie cérébrale pour une autre raison. La réalisation croissante
d’examens d'imagerie non invasive cérébrale quelque soit I’indication s'accompagne d'une

augmentation de la détection fortuite d'anévrismes. L’imagerie par résonance magnétique
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(IRM) et angiographie par résonance magnétique (ARM), le plus souvent en séquence TOF
sans produit de contraste est alors dans ce cas I’examen le plus souvent réalisé.(111, 112)

L'imagerie de la paroi vasculaire par IRM est une nouvelle technique d'imagerie qui
permettrait d’avoir une valeur supplémentaire pour la gestion et la stratification des risques chez
les patients atteints d'Al sacculaires non rompus. Le contraste de gadolinium peut étre utilisé
pour évaluer de fagon non spécifique l'inflammation dans les Al par IRM. Le rehaussement de
la paroi anévrismale pourrait potentiellement prédire 1’instabilité et le risque de rupture de
'anévrisme. En ce qui concerne le principe de ce réhaussement pariétal, il est supposé qu'un
revétement endothélial 1ésé permettrait l'infiltration de gadolinium dans la paroi du
vaisseau.(113) Dans une étude pilote chez I'homme menée par Hasan et al., I'absorption de
ferumoxytol dans les parois de 1'anévrisme au cours des 24 premieres heures a suggéré une
instabilité de I'anévrisme. Le ferumoxytol pourrait étre utilisé dans des protocoles de recherche
comme produit de contraste a ’IRM. Lorsque I'imagerie est retardée, le ferumoxytol est éliminé
par les macrophages ce qui pourrait en faire un potentiel marqueur de I’inflammation de la paroi
de I’AL(114) En ce qui concerne les Al rompus, cette technique pourrait servir a identifier un
anévrisme rompu chez les patients avec de multiples Al (115, 116) La contamination veineuse
et les artéfacts de mouvement constituent des limitations majeures a l'utilisation courante de
I’IRM a haute résolution chez les patients avec HSA et Al rompu(s).(117)

Le recours a l'angiographie rotationnelle soustraite digitalisée (DSA) avec
reconstruction 3D qui est un examen invasif a visée diagnostique a diminué en raison de
I’amélioration notable de la résolution des techniques d'imagerie non invasive. (118)
Cependant, 1’angiographie reste I’examen de référence pour la confirmation du diagnostic ainsi
qu’a visée thérapeutique pour planifier le traitement des Al non rompus et rompus (Figure

9).(119, 120)
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Figure 9. Neuroimagerie d'Al rompu

(A) Scanner cérébral sans produit de contraste montrant une HSA prédominant dans I’hémisphére gauche et
un hématome sylvien gauche (B) L’artériographie cérébrale visualise un anévrisme de 1’artere cérébrale
moyenne gauche (C) DSA avec reconstruction 3D, la fléche pointe sur une forme irréguliére correspondant
au point de rupture de I’anévrisme (D) résultat final aprés traitement par coiling. Szatmary-Cas non publié
issu des archives personnelles
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4 Traitement des Al

Il existe deux grandes options thérapeutiques pour les Al : le traitement neurochirurgical
et le traitement endovasculaire. L’abstention thérapeutique associée a une surveillance par
imagerie est également une possibilit¢ dans certains cas. Le succeés a long terme de tout
traitement utilisé pour prévenir la rupture de I'Al dépend de I'occlusion permanente de I'Al et
de son exclusion de la circulation. La microchirurgie est une méthode invasive nécessitant une
craniectomie et visant a 1’exclusion de 1’anévrisme par mise en place d’un clip au collet
(technique appelée clipping).

Le traitement endovasculaire est une option thérapeutique plus récente qui vise a
I’exclusion de I’ Al sans ouverture de la boite cranienne. Il s’agit d’un traitement peu invasif par
rapport au clipping chirurgical méme si cette technique comporte également des risques.
Plusieurs techniques de traitement endovasculaire sont actuellement disponibles et consistent
sous contrdle scopique en la navigation endovasculaire de matériel par un microcathéter

permettant d’exclure I’Al de la circulation (Figure 10).

Figure 10. Occlusion par voie endovasculaire d'un Al par des coils GDC
A. montre la progression du microcathéter depuis I’artére fémorale droite jusqu’a I'anévrisme en passant par

l'aorte et 'artére carotide gauche et le début du déploiement du 1* coil. L’image B montre 1'occlusion finale de
I'anévrisme avec des coils. Image issue de Brisman et al.(3)

Le traitement endovasculaire le plus couramment réalisé notamment pour les Al rompus
consiste en |’utilisation de coils déployés au sein de I’Al pour le combler et favoriser sa

thrombose et son exclusion de la circulation. Les coils sont des fils de platine, qui sont souples
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avec une large gamme de tailles afin qu’ils s'adaptent a différentes tailles et formes
d'anévrismes. Ils sont navigués jusqu’a I’Al au sein d’un microcathéter puis sont déployés et
détachés au sein de I’Al lorsque la position satisfaisante est obtenue. La mise au point d'une
nouvelle génération de microcathéters et de microguides avec revétement a facilité la navigation
intracranienne au-dela du polygone de Willis, et les anévrismes périphériques peuvent

maintenant étre occlus aussi par des techniques endovasculaires.

4.1 Rappel historique

Le premier traitement chirurgical d’ Al par clipping remonte a 1938 rapporté par Dandy ;
une technique fiable et effective de nos jours aussi.(121) Les promesses de la thérapie
endovasculaire ont également été trés prometteuses des ses débuts, proposant un traitement peu
invasif sans nécessité de chirurgie a ciel ouvert et sans large cicatrice chirurgicale. Une premiére
tentative de traitement d’Al par voie endovasculaire a été réalisée par Alfred J. Luessenhop,
neurochirurgien qui en 1964 a injecté dans I’anévrisme un polymeére de silicone sphérique.(122)
En 1974 Fedor A. Serbienko, neurochirurgien, a rapporté le premier traitement d’ Al par largage
de ballon détachable aprés navigation intracranienne. A la suite, il a réalisé¢ au total 304
opérations avec cette technique.(123) Il a fallu attendre 1990 pour la premiere embolisation
d’Al avec des coils détachables. La recherche expérimentale qui a abouti a I’achévement des
coils GDC (Guglielmi detachable coil) a commencé en 1989 et la premiére utilisation clinique
remonte au 6 mars 1990 a I"université de Californie, Los Angeles (UCLA).(124, 125) Avant
les coils détachables, les seuls coils disponibles étaient les «pushable coils » dont le
détachement n’était pas contrdlé avec des risques importants pour le traitement des AI.(126)

Le concept d'origine du coiling par Guglielmi était de créer un thrombus dans le sac
anévrismal par mécanisme ¢électro-thrombotique en utilisant des spires de platine trés fin de
0.18 inch.(125) Bien que le mécanisme électro-thrombotique n'a pas donné de résultat positif,
les coils détachables ont réussi a combler I’anévrisme par un packing dense.(124) Cette
technique endovasculaire s’est dés lors imposée comme traitement de référence par la
communauté neuro-interventionnelle devant une efficacité importante aussi bien pour les
anévrismes rompus que non rompus.(127) Initialement, la technique a été utilisée uniquement
pour les cas présentant un risque important de morbi-mortalité chirurgicale, mais depuis les
indications ont été considérablement élargies, devenant la technique de référence pour tout type

d’Al confondu.(128)
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4.2 Evidences cliniques

L'International Subarachnoid Aneurysm Trial (ISAT) avec 2 143 patients dont 1 070
dans le groupe chirurgical et 1 073 dans le groupe endovasculaire a ét¢ publié un premier essai
randomisé prospectif multicentrique comparant la sécurité et 1'efficacité du TEV par coils et par
clipping chirurgical pour le traitement des Al rompus.(129) Cet article a rapporté que le
traitement des Al avec la technique d'embolisation par coils réduit le risque de dépendance ou
de mort de prés d'un quart, et le risque absolu de prés de 7% par rapport a la chirurgie ouverte.
Les inclusions de cette étude avaient été interrompues précocement par le comité indépendant
de suivi des données devant la supériorité du traitement endovasculaire.

L’efficacité et la streté¢ du TEV des anévrismes non rompus ont été évaluées dans un
méta-analyse de 71 études incluant 5 044 patients porteurs de 5 771 anévrismes. Un résultat
défavorable de la procédure a été constaté chez 4,8 % des patients. Les résultats
angiographiques immédiats ont montré une occlusion satisfaisante chez 86,1% des anévrismes
traités. Des récurrences ont ét¢ observées chez 24,4 % des patients suivis pendant 0,4 a 3,2 ans.
Un retraitement a été effectué chez 9,1 % des patients. Le risque annuel d'hémorragie aprés
TEV était de 0,2 %, mais le suivi clinique était court, limité aux 6 premiers mois pour 76,7 %
des patients. La conclusion de I’étude était que le TEV est slr et efficace, mais les anévrismes
de la circulation postérieure et les anévrismes larges ont des résultats post-opératoires moins
bons que les autres.(130)

En conclusion le TEV représente le traitement de premicre intention pour les anévrismes
rompus depuis qu’il a ét¢ démontré que cette approche permet de meilleurs résultats en termes
de morbi-mortalité comparée a la microchirurgie.(131-133) De facon analogue, le TEV est la
technique de référence pour les Al non rompus.(134-136) Le taux de succes du TEV en prenant

I’ensemble des Al coilés est de 91 % avec une morbi-mortalité autour de 4.8%.(137)
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4.3 Evolution des techniques endovasculaires

Les progres techniques rapides dans le domaine endovasculaire ont révolutionné le
traitement des Al. Depuis l'approbation par la Food and Drug Administration des coils GDC en
1995 aux Etats-Unis, une variété de nouveaux coils de conception et de propriétés physiques
différentes, tels que les coils complexes, résistants a I'étirement et bioactifs, ont
progressivement été développés, dans le but d'augmenter la densité de packing et de réduire le
taux de récurrence des anévrismes.(138) Le nombre de cas d'Al traités par embolisation
augmente constamment chaque année a la suite des progrés continus des techniques
endovasculaires.(139) Le développemenet de ces nouvelles techniques permettent le traitement
par voie endovasculaire d’anévrismes auparavant non traitables ou necessitant un abord
chirurgical. Parmi ces nouvelles techniques, le developpenet de ballons de remodeling et de
nouveaux dispositifs d'assistance intra et extra sacculaires permettent le traitement d’ Al a collet
large. Des nouveaux dispositifs endovasculaires permettront a partir de nouvelles données
issues de la morphologie de l'anévrisme, de la mécanique des fluides et de la biologie
moléculaire de la thrombose de I'anévrisme de rendre les technologies endovasculaires plus
stires et de résoudre les problémes actuels comme par exemple la question de recanalisation

post coiling des Al

4.3.1 L’embolisation d’Al avec des coils a I’aide de ballon de remodeling

Cette technique permet le traitement des anévrismes a collet large. En effet,
contrairement a un anévrisme a collet étroit permettant de maintenir les coils a I'intérieur du
sac anévrismal, un collet large expose au risque de protrusion des coils dans ’artére porteuse.
Afin de maitriser ce risque, I'utilisation d’un ballon de petite taille placé dans I’artere porteuse
en regard du collet anévrismal et gonflé transitoirement permet de déployer les coils dans
I’anévrisme en évitant leur protrusion dans 1’artére. Grand nombre d’anévrismes a collet large
peuvent étre traités aujourd’hui avec succeés grace a ces ballons compliants mono ou double
lumiére, permettant ainsi d’obtenir une densité de packing plus élevée que sans ballon. Un autre
avantage potentiel est que si une rupture de 1'anévrisme se produit pendant la procédure, il est
possible par gonflage immédiat du ballon d’empécher le saignement, en plagant des coils
supplémentaires si nécessaire pour occlure complétement l'anévrisme. Les risques possibles qui
peuvent survenir sont la migration des coils en dehors de 1I’anévrisme aprés déflation du ballon;

la dissection ou rupture de I’artére liée au surgonflage du ballon et la rupture de
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'anévrisme.(123) Il est important de noter que cette technique ne nécessite pas un recours a
I’anti-agrégation plaquettaire et peut étre également utilisée pour les anévrismes rompus

(Figure 11).(140-142)

Figure 11. Technique de remodeling

Technique de remodeling a 1’aide d’un ballon compliant d’un anévrisme situé sur la paroi latérale de I’artére
porteuse. Figure issue de Pierot et al.(141)

4.3.2 L’utilisation des stents pour embolisation des Al

Les dispositifs de reconstruction intravasculaire ou stents sont des dispositifs auto-
expansibles constitués de nickel, titane, cobalt, chrome, platine ou une combinaison / alliage de
ceux-ci. L'idée est similaire a celle du remodeling par ballon : 1’objectif est que ces dispositifs
fournissent du support au collet de I'anévrisme, mais contrairement au ballon, cette solution est
permanente, car le stent reste en place dans la lumicre du vaisseau a la fin de la procédure. Le
but principal est de stabiliser les coils qui sont progressivement déployés dans l'anévrisme a
travers le microcathéter, le stent permettant d’empécher la migration, le délogement ou la
protrusion des coils dans ’artére porteuse. A 1’heure actuelle nous ne disposons pas d’étude
randomisée prospective pour comparer les techniques de stenting par rapport au remodelling.
Les données actuelles sont basées surtout sur des études rétrospectives. Le coiling avec stenting
permet des résultats similaires en termes d'occlusion compléte et de stabilité que la technique
par remodeling avec un taux de récidive plus faible a long terme sans étre associé a un risque

plus élevé de complications intra-procédurales.(143-145) Une des principales limites liées a
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I’utilisation d’un stent est la nécessité d’une double anti-agrégation plaquettaire afin de prévenir
les complications thromboemboliques. Cette double anti-agrégation rend I’ utilisation des stents

non applicable en premiére intention pour les Al rompus avec HSA (Figure 12).(146)

Figure 12.Technique de stenting

Traitement par stenting et coiling d’un Al. Figure issue de Oushy et al. (147)

4.3.3 Stent a diversion de flux (Flow-diverter)

Les stents flow-diverters sont utilisés chez I'homme depuis la fin des années 2000. Cette
technique est prometteuse dans le traitement des anévrismes intracraniens de grande taille et
difficiles a traiter aussi bien que les anévrismes blister like.(148-150) Les flow-diverters sont
des endoprothéses tubulaires flexibles composées de fils tressés, fabriqués a partir de matériaux
similaires aux stents traditionnels (une combinaison de nickel, de titane, cobalt, chrome ou
platine), développés a I'origine pour les anévrismes dysplasiques atypiques, larges, a collet large
de la circulation antérieure (Figure 13). Ils représentent un changement de paradigme par
rapport aux méthodes endovasculaires précédentes, car leur placement intravasculaire ne
nécessite théoriquement pas de traitement intrasacculaire supplémentaire dans la plupart des
cas pour obtenir I'occlusion de 1'anévrisme. Ils ont une couverture de surface métallique plus
¢levée (environ 30%) et une porosité inférieure comparativement aux stents intracraniens
conventionnels.(151) Leur objectif principal est la redirection du flux sanguin du sac anévrismal
dans la direction de ’artére porteuse, avec pour but de provoquer une thrombose et une
occlusion du sac anévrismal. (152, 153) Contrairement aux stents couverts, la porosité des stents
flow-diverters permettraient de maintenir perméables des branches artérielles couvertes par le
dispositif en raison d’un flux aspiratif cependant I’occlusion des artéres perforantes surtout dans
la circulation postérieure avec les flow-diverters est une complication potentielle.(154) Ils
constituent également un échafaudage, support pour la prolifération néo-endothéliale et la

cicatrisation de la paroi vasculaire.(155) Ils créent ainsi un néo-vaisseau a l'intérieur de 1’artére
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porteuse, permettant d’exclure le segment anévrismal pathologique en reliant les segments
artériels sains.(156) Ainsi, par la cicatrisation du collet de I’anévrisme, ils permettent
l'involution/régression du sac anévrismal et la diminution de 1'effet de masse associé.(157) La
reconstruction vasculaire grace aux flow-diverters est donc un processus évolutif dans le temps
qui, est le support d’une occlusion progressive de I’anévrisme.(158) De la méme fagon que pour
les stents intracraniens traditionnels actuellement disponibles, les flow-diverters nécessitent
l'utilisation de traitement anti-agrégant plaquettaire pour éviter les complications

thromboemboliques.(159, 160)

Before PED Placement Immediately After PED Placement

SIS

Figure 13. Traitement par flow diverter

Mise en place d’un Pipeline Embolisation Device (PED) pour le traitement d’un anévrisme carotido-
ophtalmique. A. Avant traitement B. Aprées traitement. La modification du flux dans I’anévrisme apres mise en
place du PED est notable directement post-traitement. Image issue de Maragkos et al.(161)

434 Autres dispositifs et orientations futures

D’autres dispositifs prometteurs en cours d'investigation sont des stents auto-extensibles
en nitinol qui peuvent étre déployés le temps de D'intervention et non implantés
définitivement.(162) Les dispositifs extrasacculaires-intravasculaires (par exemple PulseRider,
pCONUS), qui ont une extrémité distale en forme de « pétales de fleur » sont déployés au
niveau des bifurcations de ’artére porteuse au niveau du collet anévrismal pour maintenir les
coils dans l'anévrisme. Une fois le placement adéquat confirmé, ces stents peuvent étre détachés
par électrolyse comme pour un coil. Ils offrent une alternative potentielle au Y stenting pour le
traitement des anévrismes de bifurcation difficiles.(163, 164) Ils ont montré des résultats
prometteurs dans les essais cliniques initiaux, et d’autres résultats sont attendus dans un avenir

proche.(165, 166)
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Une autre l'alternative récemment développée sont les dispositifs intra-sacculaires auto-
expansibles a maillage dense (par exemple : WEB et Luna) qui couvrent le collet de I'anévrisme
et servent de barriére au flux a I’interface entre le collet de 1’anévrisme et ’artére porteuse
(Figure 14). Le mécanisme d'occlusion qui est presque immédiat dans la plupart des cas, est
celui d'une perturbation du flux et d'une stase provoquant une thrombose intrasacculaire. La
réduction des vitesses du flux entrainent la stase sanguine a I’intérieur de I’anévrisme et la
formation de thrombus puis la cicatrisation du sac anévrismal.(167) A I'histologie
conventionnelle dans une étude chez le lapin a un mois du traitement dans la moitié¢ des
anévrismes le dome étaient cicatris€¢ avec du tissu conjonctif et a travers le collet de I’anévrisme
du tissu conjonctif organisé a été détecté dans la majorité des cas. A trois mois il y avait du tissu
conjonctif organisé couvrant le collet anévrismal avec dépot de collagene.(167)

Un avantage supplémentaire par rapport aux stents flow-diverters est I’absence de
matériel dans I’artére porteuse permettant d’éviter 1’utilisation d’une double antiagrégation

plaquettaire et leur utilisation dans les anévrismes rompus en phase aigué. (168)

Figure 14. Dispositif WEB placé dans un anévrisme.

Image issuesde Chiu et al. (169)

Il existe plusieurs autres dispositifs endovasculaires actuellement en développement.
Parmi les derniers développements, plusieurs stratégies de modification de surface des
dispositifs ont été développées avec des revétements de surface visant a réduire le risque des
événements thromboemboliques, ainsi que des stents avec une technologie biorésorbable.(169-

171)
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Plusieurs méthodes physiques et chimiques ont été suggérées pour améliorer les taux
d'occlusion des anévrismes a long et a court terme :
- L'idée d'une électro-thrombose par l'utilisation d'un courant électrique direct induisant le
développement rapide de thrombus n'a pas été confirmée dans les études sur les animaux ni en
pratique clinique.(172)
- L’implantation ionique est un procédé efficace pour immobiliser des protéines sur une surface
de platine sans augmenter leur diametre de maniére significative ; cela modifie les qualités
physiques et chimiques a la surface des coils de GDC comme la thrombogénicité. Ces coils
modifiés ont été comparés aux coils standard de GDC et il a été observé une meilleure migration
et adhésion des cellules endothéliales ainsi qu'une réponse inflammatoire accrue.(173, 174)
- L’ablation par radiofréquence peut empécher la recanalisation apres occlusion de 1’anévrisme
par coils du moins dans un modele artériel.(175)
- La cryoablation a également été expérimentée mais n'a pas révélé étre aussi bénéfique que
l'ablation par radiofréquence dans les modeles canins.(176)

- Des faibles doses de radiation in situ se sont révélées efficaces pour prévenir la recanalisation

apreés embolisation par coils. L’utilisation de coils radioactifs enrobés de 32p a entrainé une
meilleure occlusion anévrismale et une couverture néointimale plus compléte du collet de
'anévrisme que les coils non radioactifs mais ces dispositifs n’ont pas été utilisés au-dela des

¢tudes animales preuve de concept chez le chien.(177, 178)

Cependant, malgré le développement de ces nouvelles techniques, le remplissage du sac
anévrismal méme en cas de coiling assisté par ballon ou stent, n’excéde pas 30-40 %, méme en
cas d’occlusion dite complete.(179, 180) Cela signifie que malgré 'utilisation de dispositifs
pour augmenter le volume de coils a 'intérieur de I’anévrisme (densité de packing de coils), il
n’est pas possible d’obtenir un comblement du volume du sac anévrismal de plus de 30-40%
par les coils, le volume résiduel étant occupé par du thrombus. La récurrence anévrismale étant
une limite préoccupante pour la stabilit¢ du traitement par coils, de multiples travaux de

recherche sont en cours pour diminuer ce risque(181).
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5 Cicatrisation des Al apres traitement endovasculaire par coiling

L’embolisation d’Al par coiling est actuellement principalement guidée par la volonté
d’obtenir un comblement le plus complet possible du sac anévrismal avec des considérations
basées sur la structure et la géométrie des anévrismes plutdt que sur leurs caractéristiques
biologiques. Un aspect important dans la compréhension de la guérison apres le traitement
endovasculaire est la discordance entre l'angiographie et I'évaluation histologique aprés
embolisation par coils. Plusieurs auteurs ont montré que 1'occlusion angiographique compléete
n'est pas synonyme de cicatrisation compléte et de guérison de l'anévrisme.(182)

Une meilleure compréhension des mécanismes biologiques de guérison de I’anévrisme
permettrait d’élaborer de nouvelles stratégies ou d’apporter des modifications aux dispositifs

actuels pour favoriser la guérison et réduire les taux de recanalisation.(183)

Thrombosis

Fibrosis

Aneurysm

Neck

Obliteration
Neointima
formation

around the
neck

Figure 15. Cicatrisation d’un Al post coiling.

Image issue de Shrivastava et al.(182)

5.1 Clipping vs. Coiling

La guérison apres clipping repose sur I’occlusion mécanique, tandis que la guérison
apres coiling nécessite principalement 1’induction d’une réponse biologique (Figure 15 et 16).
La guérison apres embolisation dépend de 1’organisation du thrombus et de la croissance de néo
tissus sur le thrombus formé sur le matériel d’embolisation. Les variations dans la guérison et
les résultats a long terme des anévrismes pourraient en partie étre expliquées par la biologie de
la paroi de I’anévrisme, ce qui est fondamental pour la guérison des anévrismes embolisés et le

succes a long terme de la thérapie endovasculaire (TEV).(184) La mobilisation des cellules

57



progénitrices endothéliales et des cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse
serait une autre source potentielle pour favoriser la cicatrisation des Al selon les résultats de la
recherche experimentale sur des lapins. (185)

Cependant, 1’occlusion angiographique apres traitement endovasculaire (TEV) ne doit
pas étre assimilée a une guérison biologique.(186, 187) Des études histopathologiques
humaines aprés embolisation par coils ont révélé que le thrombus intraluminal non organisé
évolue en du tissu de granulation. Avec le temps une néointima peut se développer au collet

mais ce phénomene n’est pas systématique et ce tissu de granulation au collet est le plus souvent

seulement partiel pour les anévrisme a collet large dans 1’étude menée par Bavinzski.(188)

Figure 16. Guérison des anévrismes aprés clipping vs. coiling.

a.) [llustration schématique d’un Al avec artére porteuse saine (paroi du vaisseau en bleu) et le segment dilaté
pathologique (paroi anévrismale en gris plus mince). b.) Le clips exclut le segment du vaisseau malade, ferme le
collet de I’anévrisme et réaligne les parois artérielles saines (fleches noires) et excluent I’ Al de la circulation. c.)

Dans I’anévrisme coilé, la zone de transition saine au niveau du collet n’est pas réalignée (fléches noires). Les
coils maintiennent le collet ouvert, induisent une thrombose intraluminale et ne permettent pas 1’exclusion du sac

anévrismal tant que la néointima n’est pas formée sur I’orifice de I’anévrisme ou que le thrombus s’organise en
tissu fibreux. Illustration issue de Marbacher et al.(184)

5.2 Meécanismes de recanalisation

Les limites majeures du traitement endovasculaire sont 1’occlusion anévrismale
incompléte et la recanalisation qui survient le plus souvent dans les six premiers mois apres
traitement.(181, 189) Six anévrismes humains sur douze qualifiés de complétement occlus a
I’angiographie cérébrale dans 1’¢tude de Bavinzski présentaient lors de 1’analyse
anatomopathologique a I’examen macroscopique des minuscules espaces ouverts entre les coils

au collet.(188)
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Les mécanismes de la recanalisation sont mal compris. La plupart des hypothéses
reposent sur une interprétation subjective des modifications morphologiques de I'Al. Les
mécanismes axés sur le volume de I'Al comprennent la compaction des coils, la migration des
coils dans le thrombus intraluminal et la résorption du thrombus intraluminal préexistant.(190,
191) Basé sur des observations histopathologiques et les modéles expérimentaux de
cicatrisation des Al il semblerait qu’une fibrose intra-sacculaire insuffisante et le manque de
formation de néointima au collet seraient des potentiels mécanismes de recanalisation. (192,
193) Fondé sur un modele de bifurcation carotidien chez le chien, Raymond et al. ont proposé
le concept que la recanalisation serait caractérisée par des espaces ouverts avec écoulement
sanguin au travers de la néointima, formant des micro-invaginations dans des tissus conjonctifs
nouvellement formés, vers le fond de ’anévrisme entierement recouverts d'une néointima
(toujours endothélialisée). Selon ce modele, les récidives ne seraient pas causées par un
mécanisme de cicatrisation déficient, mais par le fait que si les mécanismes de cicatrisation
parviennent a remplacer le thrombus et a former un tissu conjonctif organisé¢ remplissant le fond
de I'anévrisme, alors la contraction du tissu conjonctif entrainerait le rétrécissement de la cavité
fibrosée, ce qui se traduirait par un déplacement vers le fond. Il semblerait se produire
simultanément la formation d'un espace qui se reformerait prés de la paroi de 1'anévrisme au
niveau du collet. Il en résulterait l'ouverture progressive de l'espace récurrent, un
agrandissement progressif et un compactage des coils.(186)

Il y a une forte relation entre le volume de I’anévrisme, la densité de packing des coils
(DPC) et la recanalisation. Dans les anévrismes expérimentaux, le volume était négativement
corrélé avec la DPC.(194) La petite taille des anévrismes ¢€tait associée a des résultats plus
stables a long terme apres coiling, quelle que soit la localisation de 1’AL.(195) Dans les petits
anévrismes avec un packing dense des coils, approximativement 70 % du volume anévrismal
est rempli de thrombus. (196-198) Augmenter la densité de packing des coils est plus difficile
a atteindre dans les anévrismes larges. La DPC est inversement proportionnelle au volume d’un
anévrisme avec une quantit¢ plus importante de thrombi dans les anévrismes plus
volumineux.(199) Quand la DPC est basse et le thrombus intraluminal représente plus de 80%
du volume anévrismal, le risque de recanalisation de I’anévrisme est accru.(199, 200) La
recanalisation des petits anévrismes (4-10 mm) a été rapportée entre 5 et 20 % des cas selon la
taille du collet. Ce risque augmente a 35-50% des cas dans les anévrismes larges (10-25mm) et
a 60-90% des cas pour les anévrismes géants (>25mm).(139, 201)

L'analyse d'une cohorte appariée (emplacement de l'anévrisme, diametre et taille du

collet) a démontré non seulement un risque global plus élevé de recanalisation en cas de rupture

59



de I'AI, mais aussi une surevnue plus précoce et des degrés plus élevés de recanalisation et un

pourcentage plus élevé de retraitement comparativement a des Al non rompus.(202)

5.3 Mécanisme histopathologique de la cicatrisation anévrismale aprés embolisation
avec des coils nus chez I’homme

I1 existe trés peu de description fiable de ces phénomeénes chez I’homme a cause de tres
nombreuses difficultés a obtenir des picces histologique de clipping ou d’autopsie a différentes
dates.

Des ¢études histopathologiques ont montré que le caillot sanguin composé de globules
rouges et de fibrine est généralement présent dans la semaine suivant le coiling.(188, 203, 204)

A la fin de la premiére semaine suivant I’embolisation, les fibroblastes et les
macrophages commencent a envahir le caillot et des cellules géantes a corps étranger proliférent
autour des coils. La formation de fibrine sur la surface des coils au collet et dans le dome
anévrismal a été rapportée au cours de la premicre semaine.(205)

Une a deux semaines aprés le traitement, un envahissement par les cellules
inflammatoires, les macrophages et les fibroblastes est observé sur les coupes histologiques
chez la plupart des patients. Au collet de I’anévrisme une fine membrane de fibrine peut se
former, d’autres études ont rapporté la formation d’une couche fine de cellules endothéliales.
(203, 206)

Deux semaines a un mois apres le traitement, il a était observé que les coils du dome de
I’anévrisme sont recouverts d’une fine couche de fibrine. L’envahissement fibroblastique du
caillot dans le dome serait plus importante a cette phase. Un envahissement continu du dome
de I’anévrisme par les cellules inflammatoires, les macrophages et les fibroblastes a été noté.
Des dépdts de collagéne ont été constatés pendant cette période. Au niveau du collet de
I’anévrisme, une formation néo-intimale accrue avec dépdt d’une fine couche de fibrine le long
de la surface des coils peut apparaitre.(207) L’endothélialisation sur les bords du collet a été
rapportée aussi dans certains cas.(208)

Un a trois mois apres le traitement, les coils sont couverts de fibrine, avec un
envahissement du sac anévrismal par des macrophages ; les cellules inflammatoires sont
largement absentes et des capillaires peuvent étre visibles au dome. Au collet, une membrane

fine est souvent présente, constituée de cellules endothéliales et fibroblastes.

60



Entre trois mois a un an, une formation importante de tissu conjonctif vascularisé dans
le dome de I’anévrisme et autour des coils a ét¢ montrée. Une importante réaction a corps
étrangers avec des cellules géantes multinucléées autour des coils a été décrite. Le collet peut
étre couvert par une couche de cellules ressemblant a 1I’endothélium.(203)

Apres un an, les coils sont intégrés dans I’anévrisme. Le dome est alors rempli de tissu
conjonctif fibreux avec persistance d’une réaction continue a corps étranger avec des cellules
multinucléés géantes autour des coils. Les cellules inflammatoires et les macrophages seraient
en général des composants mineurs parce qu’il y a peu de réaction inflammatoire cellulaire. Le
collet anévrismal peut étre complétement couvert avec une couche fine de fibrine et des cellules

endothéliales (Figures 22 et 23).(209-212)

Figure 17. Cicatrisation des anévrismes coilés

A, Premiere semaine : une mince couche de fibrine recouvre les coils (beige). L’envahissement par des
macrophages est observée dans la périphérie des coils (violet). Un thrombus non organisé entoure les coils (rouge).
Une couche de fibrine mince, mais incompléte est observée au niveau du collet anévrismal. B, Deuxiéme semaine
: augmentation du revétement de fibrine sur les coils (beige). On observe des macrophages sur la périphérie des
coils (violet) et une invasion de myofibroblastes (vert). On remarque une fine couche de fibrine au niveau du collet
de I’anévrisme. L’endothélialisation a la périphérie du collet et le long des coils est observée. C, Deux semaines a
un mois : invasion accrue de myofibroblastes (vert). Le thrombus est plus organisé (rouge), et des macrophages
dans la périphérie de I’anévrisme (violet) sont apergus. Endothélialisation accrue au collet. D, Un a trois mois : la
cellularité¢ diminue dans 1’anévrisme. Les myofibroblastes (vert foncé) et les macrophages (violet foncé) meurent
par apoptose. Endothélialisation intensive au collet. E, Au-dela de trois mois : le dome de I’anévrisme est
acellulaire. Le tissu conjonctif vascularisé est visible dans le dome (fibres rouges). Majoration de la couche de
fibrine sur les coils (beige) et de I’endothélialisation au collet. Il y a une augmentation progressive de la quantité
de collageéne dans I’anévrisme. Image issue de Brinjikji et al.(183)
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5.4 Comparaison histologique et immuno-histologique entre humain et modéles

animaux de la cicatrisation des anévrismes post-embolisation avec des coils nus

A long terme, ’embolisation des AI humains par coils de platine produit un réseau
tissulaire hypocellulaire dans le dome, associ¢ a une membrane fine recouvrant le collet. Les
dépots de collagene et les infiltrations par des cellules contractiles sont quasi-absents, le
collagene et les myofibroblastes sont clairsemés dans le dome et au collet. Dans le modele
d’anévrisme expérimental chez le lapin, le dome est également rempli d’un tissu hypocellulaire
souple, le collagene et les myofibroblastes sont clairsemés dans le dome. Les études les plus
récentes montrent qu’il y a une différence significative de dépot de collagene a six mois post-
coiling chez le lapin comparativement a un et trois mois, sans différence significative entre un
et trois mois.(213) Les cellules productrices de matrice extracellulaire, les myofibroblastes
ainsi que la composante primaire de la matrice extracellulaire (le collagene de type 1) sont
absents du mod¢le lapin et I’anévrisme humain dans la phase chronique apres coiling. Chez le
lapin, il y a une absence de déposition de collageéne et une faible réaction myofibroblastique
secondaire aux coils nus contrairement a ce qui est observé dans les anévrismes porcins. Les
anévrismes porcins quant a eux sont remplis de tissus fortement infiltrés, y compris de tissus
inflammatoires chroniques et de faisceaux de fibres de collagene atténués et étendus associés
aux myofibroblastes. (214)

La biologie du collet différe de celle du dome de 1’anévrisme. Le recrutement de cellules
endothéliales au collet est essentiel pour assurer une guérison adéquate de I’anévrisme traité.
Les modéles chez le lapin ne montrent généralement qu’une seule couche partielle de cellules
endothéliales au niveau du collet alors que dans les modeles porcins de cicatrisation de
I’anévrisme, les coils sont le support d’une formation de néointima robuste avec une couche
¢paisse de CML et un dépot important de cellules endothéliales est observé.(188, 206, 208, 214,
215)

En conclusion chez le lapin et chez I’Homme, les coils de platine n’induisent que peu
ou pas de fibrose ainsi qu’une prolifération cellulaire trés modérée, tandis que les anévrismes
chez le porc sont ’objet d’une importante cicatrisation collagéne aprés coiling. La réponse
cellulaire secondaire au traitement des anévrismes par coils de platine dans les anévrismes chez
I’Homme est donc plus proche des phénomenes observés chez le lapin que dans les modeles

anévrismaux porcins.(216)

62



5.5 Biologie moléculaire de la cicatrisation des Al

5.5.1 Molécules impliquées dans la cicatrisation d'anévrismes intracraniens

Différentes molécules participent a l'augmentation de l'adhésion cellulaire, de la
migration, de la survie, de la croissance de l'endothélium et de la dégradation de 1'¢lastine. Ces
molécules jouent un role important dans la promotion de la survie des cellules participant a la

cicatrisation et a l'oblitération du sac anévrismal.

Signalisation cellulaire et expression de molécules d'adhésion cellulaire (CAM)

Les CAM sont une famille de glycoprotéines ayant des fonctions bien plus importantes
que juste I’adhésion cellulaire. Elles sont situées sur la surface des cellules et leur role dans la
guérison de I'Al est mal compris. Quatre grands groupes sont connus : intégrines,

immunoglobulines, sélectines et cadhérines.(217-219)
Ostéopontine

L'ostéopontine qui est une CAM qui est I'un des principaux constituants de la matrice
osseuse organique non collagénique. Sa présence a été établie dans divers tissus tels que 1'os, le
cerveau, le placenta, le muscle lisse, les reins, les fluides corporels et les cellules endothéliales.
L’ostéopontine est une protéine qui est exprimée de maniere accrue dans les anévrismes avec
packing dense. Il s’agit d’un facteur clé pour la migration des cellules et la cicatrisation ; elle
favorise également 1’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire, inhibe 1’apoptose et
favorise la prolifération cellulaire.(220, 221) De plus, dans le systtme immunitaire en agissant
comme la cytokine Thl, I’ostéopontine participe a la réponse immunitaire. L’ostéopontine, par
inhibition de l'interleukine 1B, participe également dans le remodelage de la matrice
extracellulaire. D'autre part, la surexpression de l'ostéopontine induit un épaississement de la
média et la formation néointimale, deux phénomeénes impliqués dans la guérison des
anévrismes. Vis-a-vis des CML, 'ostéopontine participe a leur prolifération, a leur migration et
a leur accumulation. Ses effets sur les cellules endothéliales sont similaires a ceux sur les

CML.(182)
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Fibronectine

La fibronectine est 1'un des éléments les plus importants de la matrice extracellulaire et
elle a été reconnue comme l'une des principales protéines du corps humain. Il s'agit d'une
glycoprotéine adhésive ayant des concentrations plasmatiques de 300£100 mg/mL. Dans
l'endothélium, la production et le stockage de la fibronectine sont médiés par la détection du
débit sanguin par les cellules endothéliales. Parmi les fonctions de la fibronectine, son réle dans
le systéeme hémostatique a été reconnu pour la cicatrisation vasculaire apres la formation de
thrombus. In vitro, son rdle prothrombotique a été observé, favorisant la croissance et la stabilité

du thrombus.(222, 223)

Protéine chimiotactique monocytaire-1

La protéine-1 chimiotactique monocytaire (MCP-1) est une chimiokine qui participe a
la cicatrisation des plaies et a I'hyperplasie néointimale. Cette protéine contribue également a
la prolifération et a la stimulation des fibroblastes pour la production de collagene. Hoh et al.
ont montré dans un modele murin que MCP-1 favorise la cicatrisation des anévrismes en
recrutant des fibroblastes, des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses et des

macrophages.(224)

Inhibiteurs de I'apoptose

Dans des modeles animaux, le myofibroblaste est décrit jouant un rdle actif dans la
cicatrisation des anévrismes, et l'apoptose du myofibroblaste est impliquée dans la
recanalisation post coiling.(225) Des études animales ont montré que 1’activation de TNF-alpha
et les caspases médiées par le Bcl-2 jouent un réle dans la recanalisation et pourraient étre une
cible biologique pour améliorer la cicatrisation apres coiling des anévrismes. L'inhibiteur
recombinant de l'apoptose li¢ a X s'est révélé neuroprotecteur et anti-apoptotique avec

l'inhibition de I'expression des caspases clivées 3,8,9.(226)
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5.5.2  L’activité biologique associée a la cicatrisation des Al

L’activité biologique associée a la cicatrisation des Al est intense dans les quatre
premiéres semaines apres embolisation et ce processus est complexe. Il y a une différence
significative concernant I’expression des geénes entre les anévrismes correctement versus mal
cicatrisés. Les anévrismes avec une densité¢ de packing élevée et bien cicatrisés expriment de
maniére plus intense des molécules d’adhésion, des protéases, cytokines comparativement a des
anévrismes avec un packing faible dont I’expression des genes de collagene de type I et III est
également réduite.(227) Les analyses protéomiques chez le lapin ont montré que les anévrismes
avec un packing dense comparativement a un packing faible étaient associés a une régulation
positive de la signalisation intercellulaire et de 1'adhésion cellulaire a 2 semaines post-
traitement. Les protéines présentant I'expression relative la plus élevée a 2 semaines dans le
dome d’anévrismes a packing dense comparativement aux anévrismes a packing faible sont les
protéines C-réactive (CRP) qui sont des marqueurs de I’inflammation. La CRP est une protéine
synthétisée par les hépatocytes et sa synthése est stimulée par l'interleukine-6. Un autre stimulus
pour la production de CRP est l'interleukine-1 qui est présente au cours du vasospasme post-
HSA. L’expression de CRP par rapport au packing peut apporter une certaine crédibilité a
I'hypothése inflammatoire mise en avant par de nombreux chercheurs qui ont proposé
l'utilisation de matériaux bioactifs pour améliorer la guérison des Al. (222)

La polarisation des macrophages a un rdle potentiel dans la cicatrisation des anévrismes.
La plasticité de ces cellules permet de changer de phénotype du type M1 a M2 en réponse aux
stimuli de I’environnement. Le phénotype M2 serait important pour la promotion de la guérison
des plaies et de la réparation tissulaire et pour la résolution de I’inflammation.(228) Dans un
modele d’anévrisme de lapin, le phénotype de macrophage pro-inflammatoire M1 était
significativement plus élevé a 1 mois aprés coiling qu’a trois et six mois. Au contraire, la
prévalence de phénotype anti-inflammatoire M2 était & son maximum d’expression a six mois
du TEV. Le pourcentage de collagéne formé a progressivement augmenté avec le temps avec
une différence statistiquement significative trois et six mois apres traitement. Le nombre de
macrophages M2 avait une forte corrélation positive avec les scores histologiques a 6 mois
aprés embolisation. (213) La synthese de collagene et un score histologique élevé sont associés

a une meilleure cicatrisation de I’anévrisme (Tableau III). (194)
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Grading Components

Scale
Number Gross Neck Micro Neck Neck Compaction Dome
0 No coverage Unorganized clot Macro-concave Blood clot (all)
1 <50% coverage Fibrin Micro-concave Organized tissue in <1/3 of dome
area
2 50-75% coverage Fibrin with organized tissue Flat Organized tissue in 1/3-2/3 dome
area
3 >75% coverage Completely organized tissue, Convex Organized tissue in >2/3 of dome
thickness =1/3 coil diameter area
4 N/A Completely organized tissue, N/A Completely organized loose tissue
thickness >1/3 of coil diameter
5 N/A N/A N/A Completely organized dense fibrous

or cellular tissue

Tableau III. Echelle de classement histologique pour les anévrismes sacculaires induits a I’élastase.

Tableau issu de Dai et all.(229)

Une fagon dont les macrophages M2 pourraient étre impliqués dans ce processus de
guérison est par la sécrétion de Transforming Growth Factor -1 (TGF B-1) qui induit la
prolifération de fibroblastes qui se différencient ensuite en myofibroblastes. Ces cellules sont
responsables de la production de collagene et de la cicatrisation des plaies cutanées.(230) Les
macrophages M2 impliqués dans la cicatrisation des anévrismes ne se limiteraient pas au dépot
de collagéne, mais pourraient également aider par d’autres mécanismes comme le dépdt et
I’augmentation de la matrice extracellulaire, et la formation des cellules endothéliales. Les
macrophages M2a sécrétent des facteurs de croissance dérivés des plaquettes (PDGF-BB) qui
sont des chimiotactiques stabilisateurs des péricytes, et favorisent également 1’adhésion entre
elles, des cellules endothéliales en développement in vitro. Les macrophages M2c sécretent les
plus fortes concentrations de MMP9, une protéase importante impliquée dans le remodelage
vasculaire.(231, 232)

Le role des métalloprotéases (MMP) est plus ambivalent; la MMP-9 aurait
simultanément un effet inhibiteur et promoteur de cicatrisation de I’anévrisme. L’ARN
messager de MMP-9 a été détecté en plus grande quantité dans les anévrismes recanalisés
comparativement a des anévrismes guéris dans des modeles d’anévrismes chez la souris et chez
le chien alors que dans un mode¢le de lapin, MMP-9 était surexprimé dans les anévrismes guéris

comparativement aux non guéris. (233, 234)
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5.6 Le role de la paroi anévrismale dans la cicatrisation des Al post-coiling

La thrombose intra-anévrismale provoquée par le traitement endovasculaire peut étre
support de la cicatrisation (formation de néointima par infiltration de CML ou de
myofibroblastes) ou bien favoriser la déstabilisation de la paroi (entrainée par des processus
inflammatoires principalement destructifs). Dans ce dernier cas, I’organisation du thrombus
intraluminal échoue et la guérison altérée rend 1’ Al plus sensible a la récurrence.

D’apres des travaux réalisés sur un modéle de souris d’anévrisme sacculaire, Frosen et
al. ont émis I’hypothése que la plupart des cellules néo-intimales qui jouent un role dans la
cicatrisation proviendraient de la paroi anévrismale avec une contribution probablement
négligeable des progéniteurs circulants.(235) La théorie selon laquelle la cicatrisation du
thrombus intraluminal est principalement médiée par des cellules de la paroi de I’Al serait
conforme aux études histologiques réalisées chez ’Homme aprés embolisation par des coils
GDC, qui ont révélé que la réponse tissulaire de granulation commence sur la périphérie du
caillot intrasacculaire adjacent a la paroi de l’anévrisme.(188, 204, 208) Cependant, de
nombreux processus de guérison de I’anévrisme ne sont pas bien ¢lucidés et restent
controversés. Des études récentes suggeérent que les cellules progénitrices endothéliales
dérivées de la moelle osseuse contribuent aussi a la ré-endothélialisation au niveau du collet
anévrismal et non seulement les cellules endothéliales de 1’artére porteuse. En outre, dans un
modele d’anévrisme chez la souris, des coils enrobés avec du monocyte chemotactic protein 1
(MCP-1) étaient en mesure de recruter des fibroblastes, CML, cellules endothéliales et
macrophages dérivés de la moelle osseuse favorisant ainsi la croissance tissulaire intra-
anévrismale et la cicatrisation de I’anévrisme par la voie MIP-1¢ et MIP2 (Figure 18).(224,

236)
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Figure 18.Voie hypothétique par laquelle MCP-1, MIP-1, et MIP-2 interagissent dans la cascade de
cicatrisation du tissu inflammatoire.

MCP-1 active les fibroblastes, les cellules des muscles lisses et les monocytes et macrophages. Les monocytes et
les macrophages issus de la moelle osseuse recrutée libeérent une variété de cytokines, y compris MIP-1, MIP-2,
métalloprotéinases matricielles, IL-1 et autres, qui induisent une infiltration supplémentaire des monocytes et des
macrophages par activation autocrine. MIP-1, qui est régulé a la hausse par l'interaction entre les macrophages et
les fibroblastes, induit a son tour la sécrétion de TNF11 qui régule a la hausse l'expression de ICAM-1 par les
fibroblastes, les cellules endothéliales et les macrophages. MIP-1- et MIP-2, sécrétés par les macrophages
activés, recrutent directement la migration des neutrophiles, macrophages et autres leucocytes vers le site de
lésion et de réparation. Image issue de Hoh et al.(224)

De nombreuses parois d’Al manquent de CML notamment les anévrismes rompus qui
ont la paroi la plus pathologique. Ces CML sont pourtant indispensables a la cicatrisation du
thrombus induit par ’embolisation et ainsi a la guérison de fagon permanente de 1’anévrisme
embolisé. Cette perte des CML ralentirait la cicatrisation du thrombus, ce qui entrainerait un
retard de cicatrisation de I’Al embolisé qui reste dans un état instable avec persistance de
I’activité¢ du thrombus secondaire a I’activation des voies de lyse de caillot. Cela pourrait
conduire a la lyse du caillot, a la recanalisation et a la récurrence de I’ Al De plus, les résultats
provenant de modeles expérimentaux suggerent que la dégradation continue du thrombus non
organis¢ pourrait favoriser le recrutement de neutrophiles et de cellules inflammatoires, qui
augmenteraient les Iésions protéolytiques de la paroi des Al (52, 237, 238) Les Al non rompus
ont tendance a avoir des CML plus viables dans leurs parois, ce qui donne aux Al non rompus
une meilleure chance de guérison apres I’embolisation. Cela pourrait expliquer pourquoi les Al

non rompus ont des taux de recanalisation plus faibles, nécessitent moins de retraitement, et
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sont plus stables aprés embolisation que les Al rompus.(202, 239-243). L’organisation du
thrombus serait trés dépendante de la présence des CML de la paroi anévrismale et leur
raréfaction serait source de croissance et rupture de I’Al avec une inflammation concomitante
et le recrutement de neutrophiles.(237, 238) La contribution des cellules dérivées de la moelle
osseuse pour la cicatrisation anévrismale varie probablement en fonction des conditions de la
paroi anévrismale (perte de cellules murales). Les données de recherche confirment
I’importance des CML et suggerent fortement que la perte de ces cellules peut expliquer la

défaillance du TEV des patients (Figure 19).(184, 244)
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Figure 19. Illustration schématique comparant la guérison aprés coiling d’un Al

Le cours naturel de guérison de 1’anévrisme aprés coiling n’est pas uniquement dicté par 1’angioarchitecture de
I’anévrisme ; il est largement déterminé par I’état de la paroi de I’anévrisme. Illustration schématique comparant
la guérison apres coiling d’un Al avec de nombreuses CML fonctionnelles (a : paroi anévrismale épaisse-en
bleu) et un Al avec une paroi fortement dégénérée et perte de CML (b : paroi anévrismale mince-en gris). Dans
I’ AT avec paroi saine, le coiling induit une thrombose intraluminale (al : zones rouge foncé), les CML vont subir
une modification phénotypique, migre dans le thrombus (a2 : points bleus) et le transforme en tissu cicatriciel
(a3 : zones vertes). Le TEV induit également une thrombose intraluminale dans les Al avec une paroi dégénérée
(b: zones rouge foncé). Cependant, les cellules murales manquantes empéchent I’organisation des thrombus (b2 :
zones rouges) et peuvent endommager davantage la paroi de I’anévrisme, ce qui pourrait entrainer une
progression de la maladie (b3 : croissance et récidive). c: Histologie d’un anévrisme de rat guéri (zone verte avec
formation de tissu conjonctif intraluminal (astérisque)) avec une paroi riche en CML (fléches noires). d :
thrombus non organisé (zone rouge avec maille de fibrine (double astérisque) et globules rouges (triple
astérisque)) dans un anévrisme expérimental avec cellules murales manquantes (fleches noires). Image issue de
Marbacher et al.(184)
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5.7 Role et implication du collageéne dans la cicatrisation des anévrismes

Les collagénes sont des protéines matricielles extracellulaires qui jouent un rdle
dominant dans le maintien de l'intégrité structurale de divers tissus, et les parois vasculaires
sont particulierement riches en collagénes. Les collagénes de la paroi vasculaire sont
principalement des collagenes fibrillaires (type L, 111, V), des collagénes microfibrillaires (type
VI) et un collagéne de membrane basale (type IV). Le collageéne de type I fournit une raideur a
la traction et il définit des propriétés biomécaniques considérables en ce qui concerne la charge,
la résistance a la traction et la raideur a la torsion des artéres. (245) Les fibres de collagéne de
type III sont connues pour étre plus minces que les fibres de type 1. Les études indirectes
montrent que le collagéne de type III est plus extensible et plus faible que le collagene de type
I. Le collagéne de type V forme typiquement des hétérofibrilles avec des collagenes de types I
et III. Le collagéne de type V peut servir de structure centrale des fibrilles avec des collageénes
de types I et III polymérisant autour de cet axe central.(246)

Ensemble, les collagénes de type I et III représentent probablement 80 a 90 % du
collagene artériel total. Les collagénes de type I seraient répartis de fagcon homogéne dans la
paroi anévrismale. Les collagenes de type III seraient surtout présents dans la média. (247) Il a
été rapporté que les CML synthétisent principalement du collageéne de type III et une quantité
plus faible de collagéne de type 1.(248, 249) Les fibrilles de collageéne de I'adventice ont un
diametre d'environ 50-100 nm et seraient principalement produites par des fibroblastes. Les
fibroblastes produisent, organisent et ¢liminent la matrice extracellulaire. La réparation et
l'entretien des tissus conjonctifs seraient principalement réalisés par ces cellules. Inversement,
la matrice extracellulaire influencerait le développement, la forme, la migration, la
prolifération, la survie et la fonction des fibroblastes. La matrice de collageéne est un cadre
essentiel, que les fibroblastes utiliseraient comme échafaudage pour proliférer le long. Ainsi,
l'orientation du collagene influencerait également I'orientation des fibroblastes et leur capacité
a migrer.(247)

Il y a un processus continu de dépdt et de dégradation du collagéne dans la paroi
artérielle. Dans le processus de remodelage de la matrice de collagéne, les fibroblastes
contracteraient la matrice environnante, et le nouveau collagéne matriciel serait déposé dans un
¢tat précontraint. Les molécules de collagene seraient synthétisées en quelques minutes et
sécrétées en moins d'une heure par les fibroblastes. Ils s'auto-assembleraient avec d'autres

molécules de collagene dans l'espace extracellulaire pour former des fibrilles et finalement des
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fibres réticulées. Le renouvellement du collagéne serait assez rapide dans des conditions
normales avec une demi-vie de 3 a 90 jours.Les collagénes doivent étre réticulés pour présenter
les propriétés physiques normales de résistance a la traction.(250)

Lorsqu'une plaie apparait dans le corps, les fibroblastes migrent vers cette plaie,
proliférent et synthétisent une nouvelle matrice riche en collagéne.(246) Les fibroblastes
matures percevraient des charges appliquées a travers la matrice de collagéne environnante, et
une lésion artérielle entrainerait une activité cellulaire accrue dans les fibroblastes en termes de
réplication, de recrutement et de synthése de collageéne.(251) De plus, une charge mécanique
accrue augmente la prolifération et la production de collagene par les fibroblastes.(252) Il a été
observé que les fibroblastes de la paroi anévrismale ont tendance a étre allongés et qu'ils
présentent souvent un alignement paralléle.(250)

Idéalement, le thrombus intraluminal est organisé¢ par des CML, des myofibroblastes ou
des fibroblastes qui synthétisent le collagéne et transforment finalement le thrombus en tissu
cicatriciel fibrotique stable. Les cellules peuvent étre mobilisées de la paroi artérielle et aussi
de la circulation en mobilisant les cellules souches de la moelle osseuse. Le thrombus peut avoir
un effet délétere sur la paroi anévrismale avec déplacement de 1’équilibre d’un état de
cicatrisation vers la destruction et le collagéne jouerait un réle important pour apporter une
meilleure cicatrisation et stabiliser I’anévrisme.(184) La matrice extracellulaire et les propriétés
biomécaniques des Al et des arteéres cérébrales sont fondamentalement différentes.(253) Il
existe quatre explications possibles aux différentes propriétés mécaniques des collagénes dans
la paroi de I'anévrisme :(i) la dégradation du collagene mature dans l'anévrisme (ii) la présence
de collagéne de type II1, (iii) l'interaction des protéoglycanes avec les fibres de collagéne, et
(iv) la prédominance du collagéne immature dans la paroi de I'anévrisme.(246) Dans un modele
de rongeurs Aoki et al. ont clarifié¢ I'implication de 1'IL-1P et du NF-kB dans la dérégulation du
pro-collageéne de type I et III dans les parois de 1'AI(254)

Les collagénes exercent des fonctions importantes dans le microenvironnement
cellulaire et sont impliqués dans le stockage et la libération de médiateurs cellulaires, tels que
les facteurs de croissance. Les collageénes contribueraient au piégeage, au stockage local et a la
libération de facteurs de croissance et de cytokines et jouent donc un réle important pendant la
cicatrisation des plaies et la réparation des tissus. La régulation du collageéne serait controlée
par de nombreux facteurs de croissance comme par exemple le TGF-béta et les facteurs de

croissance de type insuline.(245)
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6 Les coils bioactifs

Les coils GDC ont révolutionné le domaine de la neuroradiologie interventionnelle, en
offrant une méthode endovasculaire qui pouvait étre utilisée de maniere stre et fiable pour
traiter les anévrismes de maniére peu invasive.(255, 256) Le matériau de choix pour les coils
est le platine, car c'est un métal dense inerte qui présente une grande résistance a la corrosion
et aux perturbations de I'environnement chimique du corps. Il est ductile, malléable et peut étre
fabriqué sous forme de fil fin, surtout, il est radio-opaque et donc visible sous rayons X. Le
nitinol et le tungsténe n'ont pas été a la hauteur de leurs espoirs en tant que matériaux primaires
en raison de leurs rigidités relatives et le tungsténe se dissout dans le corps avec des traces
retrouvées dans le foie.(257-260) Le nitinol, le nickel, l'iridium et le tungsténe ont été utilisés
pour développer des alliages permettant d'atteindre une résistance plus optimale (Figure 20).
Un alliage de platine (92 %)/tungsténe (8 %) est devenu la référence pour la plupart des coils

contemporains.(261)

Relative Metal Hardness

Nitinol
Platinum (Pt)
Pt/Ir (10%)
Pt/W (8%)
Tungsten (W)

Iridium (Ir)

0 5 10 15 20
Shear Modulus, G (GPa)

Normalized to Nitinol

Figure 20. Métaux utilisés pour la fabrication des coils

La dureté relative des métaux et de leurs alliages couramment utilisés pour la fabrication des coils. Le G de
chaque métal et alliage est référencé puis normalisé a une valeur de nitinol de 1 gigapascal (GPa). Diagramme
issu de White et al.(261)

La stabilité de 1'occlusion apres un traitement avec des coils détachables est une question
primordiale. Il est trés important de fournir une protection contre la croissance ou la
recanalisation de l'anévrisme, en particulier dans le cadre d'un traitement préventif des
anévrismes non rompus, méme si la rupture d'un anévrisme non rompu embolisé¢ est un

événement peu fréquent.(262, 263)

72



Depuis la conception des GDC, les recommandations pour le traitement des Al n'ont
cess¢ d'évoluer. Bien que les traitements récemment mis au point et discutés dans le chapitre
précédent aient donné des résultats prometteurs, les coils restent le dispositif de référence pour

le traitement endovasculaire des anévrismes (Figure 21).
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Figure 21. Structure d’un coil hélicoidale

Dessin illustrant un coil hélicoidal avec représentation de la configuration primaire (1°) avec D1, la
configuration secondaire (2°) avec D2, et la configuration tertiaire (3°) avec D3. Figure issue de White et
al.(261)

Majoration de I’impact bioactif des coils

Les coils métalliques nus sont des dispositifs de comblement constitués de métaux bio-
inertes. Cependant, D’efficacit¢ de ces dispositifs métalliques, au-deld du comblement
mécanique, repose sur leur potentiel & étre le support de la cicatrisation biologique de
I’anévrisme. Bien que ces coils puissent parfois étre support de cette cicatrisation et de la
guérison de l'anévrisme par la production de thrombus et I'accélération de la cicatrisation, ils
sont en certaines occasions inefficaces pour induire une prolifération néo-tissulaire et une
guérison de l'anévrisme.(183, 205) L'observation des taux de récidive apres le traitement avec
des coils de platine nus a conduit au développement de coils hybrides en modifiant la surface

métallique afin d'améliorer la cicatrisation des anévrismes.
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6.1 Coils modifiés utilisés en pratique clinique

A I’heure actuelle, les traitements disponibles sont principalement orientés vers une
approche mécanique avec pour objectif 1’occlusion du sac anévrismal plutdt qu'une stratégie
biologique recherchant la cicatrisation de la I€sion, la reconstruction et la recolonisation du
segment artériel pathologique. Plusieurs stratégies ont été envisagées pour le développement de
coils modifiés. L'une d'elles concerne des coils avec revétement de fibres composées de divers
polymeres (Dacron, Nylon, PGLA) fixées sur les coils qui peuvent étre bénéfiques en induisant
une stase et une thrombose intra-anévrismale (Figure 22). Le VortX coil (Stryker, Boston,
Massachusetts) a été 1'un des premiers coils détachables avec revétement de fibres sur le marché
pour le traitement des Al, approuvé par la FDA en 2000. 11 s'agissait de coils GDC avec des
fibres Dacron (DuPont, Wilmington, DE). Le Sapphire (SDCf, Dendron/MTI) était un autre
type de coil a usage clinique. Les fibres de dacron comparées aux fibres de nylon sont plus
thrombogenes mais en raison de complications thromboemboliques, elles ont été abandonnées
pour le traitement des AIL.(264, 265) Le coil Nexus (Ev3/Covidien, Irvine, CA, USA) est
constitué d'un coil interne en alliage de platine/nitinol avec de multiples excroissances de
filaments polyglycoliques (PGPLA). Le coil Axium FX (Medtronic) est un coil de platine avec
des microfilaments de nylon ou de PGLA distincts interposés entre les spires de coil. La
technologie Lattice FX est censée fournir d'importants effets hémodynamiques intra-
anévrismaux en plus de l'activité biologique relative au PGLA. Bien que le concept de coils
avec revétement de fibres soit intéressant, ils n'ont jamais été répandus pour le traitement des
AL (266) Plusieurs études monocentriques ont montré une amélioration des taux d'occlusion
malgré une faible densité de packing, cependant les registres prospectifs et multicentriques
ayant évalué les coils Nexus ou les coils Axium FX n’ont pas mis en évidence une meilleure
efficacité pour prévenir la recanalisation des anévrismes par rapport aux coils nus.(258, 267-

269)
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Figure 22. Coil nu vs avec revétement en fibre

Images de microscope électronique avec a gauche : coil nu ; a droite : coil avec revétement de fibres, apres
exposition a du sang pendant trois minutes et application de courant direct de 0.1mA/4V. Images issues de
Liebeg et al.(264)

6.1.1 Coils contenant de 1'acide polyglycolique polylactique (PGPLA)

L'acide polyglycolique a un profil de sécurité élevé pour les humains et il est
couramment utilisé¢ dans les sutures telles que le Vicryl (Ethicon, Cincinnati, Ohio). Les coils
contenants du PGPLA une fois implantés dans 'anévrisme, le polymeére s'hydrolyse en réponse
au flux sanguin, ce qui entraine une réponse inflammatoire. Ils sont destinés a induire du
thrombus intra-anévrismal structuré plus rapidement et & provoquer une prolifération néo-
endothéliale plus rapide au collet de l'anévrisme.

Les coils contenants du PGPLA pour l'embolisation de 1'Al sont les coils Matrix,
Cerecyte et Axium FX. La premiére formulation du systéme de coil détachable Matrix (Stryker,
Kalamazoo, Michigan) était un coil en alliage de tungsténe platine recouvert d'un polymeére
biocompatible absorbable constitué¢ a 90% de polyglycolide et 10% de polylactide. Pour les
coils Matrix le PGLA est présent sur la surface externe du coil. Les coils de Cerecyte
(Cerenovus Johnson&Johnson) divergent des coils Matrix car l'acide polyglycolique est

localis¢ dans I’espace situé entre les spires du coil et non pas a la surface du coil (Figure 23).

75



T

Figure 23. Coil Cerecyte

Dessin d'un coil de Cerecyte, consistant de spirale de platine avec de 1’acide polyglycolique (PGA) dans la
lumiére interne des spires de platine (fleches). Cela donne également une résistance a 1'étirement lors de la mise
en place des coils dans I'anévrisme. Il y a un espace entre les spires de platine pour que I'eau passe a l'intérieur,

ce qui conduit a I'hydrolyse du PGA dans le coil. Image issue de Bendszus et al. (270)

Les coils Matrix ont montré des résultats aléatoires et une importante friction des coils
dans le microcathéter a également été signalée.(271-273) Apres révision, les coils Matrix 2
(Stryker, Kalamazoo, Michigan) ont ét¢ développés avec un filament a l'intérieur de la
configuration secondaire du coil limitant le degré de perte de volume du coil aprées la dissolution
de PGLA.

Les caractéristiques histopathologiques des coils de platine nu (GDC), des coils avec
revétement de fibres (VortX) et des coils de PGPLA (Matrix2) ont été comparées dans une
¢tude expérimentale et ont montré que dans le groupe PGPLA la fibrose était plus importante
que les autres groupes. Parallélement, les coils avec revétement de fibres induisaient une
inflammation plus importante avec l'infiltration par des cellules géantes a corps étranger a la
phase chronique. Cette étude a confirmé I’intérét des coils PGPLA et les coils avec revétement
de fibres dans le processus de guérison des anévrismes, mais en situation clinique, plusieurs
autres facteurs entrent en jeu.(274) De méme que les coils avec revétement de fibres, plusieurs
¢tudes observationnelles ont permis d'établir la stabilité du traitement par coils PGPLA par
rapport aux coils de platine nu standard, néanmoins, les essais randomisés MAPS et Cerecyte
Coil Trial n’ont pas révélé de différences en termes de retraitement ou en termes de résultat
radiologique entre le PGPLA et les coils de platine nu.(275, 276) De plus, ces essais ont mis en
évidence un résultat clinique inférieur a la sortie d’hospitalisation pour la cohorte d'anévrismes

rompus lorsque les coils de PGPLA ont été utilisés.(277-279)
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6.1.2 Hydrocoils

Les coils Hydrogel (Microvention, Terumo) sont des coils de platine recouvert d'un
polymere acrylique (hydrogel). L’hydrogel n’induit pas de réaction inflammatoire, mais
lorsqu’il entre en contact avec le sang les chaines polymeres se démélent, il absorbe de 1’eau et
déclenche un gonflement volumétrique dans I’espace mort augmentant ainsi la densité de
packing avec le volume maximal atteint & 20 min. La formulation initiale a base d'acrylamide
pouvait absorber quatre fois son volume lors du déploiement dans un environnement aqueux.
Les expériences précoces avec les Hydrocoils de premiére génération ont montré une trés nette
augmentation du packing des anévrismes par rapport aux coils de platine standard (72 % contre
32 %) et ont confirmé une diminution du taux de récurrence.(196, 280) Le temps du
déploiement des coils était limité & 5 minutes et ce temps de travail limité pouvait étre source
de complications. Le délai d'expansion de 1’hydrogel et la migration secondaire des coils
pouvait potentiellement compromettre l'artere porteuse (2 %).(281) Ces inconvénients ont
conduit au développement de nouvelles générations d’hydroCoils avec les coils HydroSoft et
Hydroframe pour lesquels est utilisée une quantité réduite de gel avec une nouvelle formulation
(Figure 24). Dans I'¢tude HELP le taux de recanalisation était de 24 a 30 % a 18 mois sans
différence dans les résultats radiographiques ou cliniques entre les hydrocoils ou les coils de
platine nu. De plus, 5 cas d'hydrocéphalie inexpliquée ont été observés dans le groupe
Hydrocoils.(282) L'é¢tude HEAT publiée en 2018 est un essai randomisé multicentrique
comparant les hydrocoils de deuxieme génération a des coils de platine nu pendant une période
de suivi de deux ans, un effet supérieur des coils Hydrogel a été révélé. Le critere principal était
le taux de recanalisation qui était de 15,4 % dans le groupe des coils standard contre 4,4 % dans
le groupe Hydrogel sur 1'échelle de Raymond Roy (P<.001). L'effet bénéfique des Hydrocoils
a été démontré tant pour les anévrismes rompus que pour les anévrismes non rompus. La densité
de packing était également significativement plus élevée dans le groupe hydrogel.(283) L’étude
randomisée PRET n’a pas montré de supériorité des Hydrocoils par rapport des coils nus pour

les anévrismes larges ou récidivants en terme de recanalisation. (284)
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1. Systéme Hydrocoil 2. Systeme Hydrosoft

4 ' 1
J ! ] f ] ] )
Hydrogel Core SR Filament

< .-5-,.e?~‘a,«: oo

.'_,{\_,‘ !\ll ] )l|‘.|\

Figure 24. Hydrocoils de 1% et 2°™ génération

1. Etat avant (A) et aprés expansion (B) du systéme HydroCoil (MicroVention, Aliso Viejo, CA). Une couche
extérieure d'hydrogel enveloppe le noyau de platine interne. 2. Etat avant (A) et aprés expansion (B) du systéme
Hydrosoft (MicroVention, Aliso Viejo, CA). Dans la spirale de platine externe se trouve le noyau hydrogel
interne. Images issue de Guo et al.(285)
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6.2 Matériels d’embolisation en développement

6.2.1 Thérapie cellulaire

Le but du TEV des Al théoriquement serait de supporter une cicatrisation du sac
anévrismal, par la formation d’un thrombus restreint en activités protéolytiques, et sans risque
thrombotique pour les artéres porteuses. La stratégie biologique vise des objectifs plus
ambitieux encore, avec pour intention d’altérer la biologie péjorative de la paroi artérielle pour
régénérer le segment artériel pathologique plutét qu’une occlusion mécanique par simple
remplissage.

La thérapie cellulaire est une option attrayante qui consiste en l'administration d'un
grand nombre de cellules pour favoriser la régénération tissulaire et la guérison de l'anévrisme.
Plusieurs processus cellulaires peuvent étre ciblés avec la thérapie cellulaire pour inhiber la
recanalisation de 1’anévrisme. Les résultats d'études histopathologiques et de biologie
moléculaire sont exploités pour mettre en ceuvre de nouvelles stratégies visant a améliorer la

guérison de 'anévrisme.

6.2.1.1 Cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV)

Les études précliniques ont mis l'accent sur le role important de la CMLV dans la
pathologie et la guérison des anévrismes.(216, 238, 286) Les CML sont les éléments cellulaires
constitutifs des vaisseaux sanguins qui donnent l'intégrité structurale et assurent la régulation
du flux sanguin local en entralnant une constriction ou une relaxation des vaisseaux.(287) Les
CML vasculaires sont principalement concentrées dans la média et produisent la matrice
extracellulaire (MEC) qui est 1'élément principal de la paroi artérielle. Les transformations
structurelles et pathologiques des CML vasculaires sont impliquées dans la progression et la
rupture des Al. Suite a une Iésion des cellules endothéliales (CE) les CML vasculaires se
multiplient et se déplacent vers I’intima, en générant une hyperplasie myointimale.(288) Les
CML vasculaires contractiles (différenciées) se démarquent en CML vasculaires synthétiques
(non différenciées). Les CML vasculaires contractiles sont dominantes dans les artéres adultes
normales et ont des fonctions opposées a celles des CML vasculaires synthétiques, qui sont plus
actives pendant la dégénérescence de la paroi.(289) Aprées une 1ésion, le type contractile change

de phénotype en type synthétique, qui a une activit¢ de synthése élevée de MEC.
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L'inflammation et la stimulation hémodynamique sont les deux principales raisons de I'apoptose
des CML vasculaires dans la pathogenéese des AL.(290) La disparition des CML vasculaires est

|'étape finale de la cascade des incidents conduisant a la rupture de 'anévrisme.

Une approche thérapeutique possible consiste a rétablir 1'équilibre dans la production
de collagéne en renouvelant les CML vasculaires perdues avec des CML vasculaires exogenes.
La substitution de CML autologues pourrait améliorer I'épaississement de 1’intima en déposant
la matrice extracellulaire. Les expériences sur les animaux ont prouvé que I'embolisation des
anévrismes avec les CML méne a une intima plus épaisse, augmente la teneur en élastine de la
média et diminue la croissance de 1'anévrisme par rapport aux témoins.(291, 292) Ces études
sur les animaux soulignent que I’administration de CML vasculaires autologues, directe ou sur
des coils a le potentiel de favoriser la guérison des anévrismes humains, bien que les protocoles
d'isolement des CML vasculaires sont invasifs par nature, car il est nécessaire d'exposer les
arteres chirurgicalement.(287, 293) Ces limites pratiques sont probablement la raison pour

laquelle les CML vasculaires n’ont pas encore été utilisées dans des essais cliniques.

6.2.1.2 Fibroblastes

Les fibroblastes semblent étre essentiels a la guérison des AIl. En réaction a
l'inflammation, ils migrent vers la 1ésion, favorisent la synthése et le dépot de collagéne, puis
ils se différencient en myofibroblastes qui sont responsables de la contraction des tissus de
granulation et des rétractions des tissus mous avant de subir 1'apoptose.(183, 294) Des études
histopathologiques ont confirmé que les myofibroblastes sont des acteurs importants dans la
guérison du dome de l'anévrisme.(192, 295) L’administration intra-anévismale de fibroblastes
génétiquement modifiés sur les coils GDC ont montré une amélioration de la prolifération et de
la migration cellulaire sur les coils modifiés avec des couches protéiques in vitro.(296, 297) Les
¢tudes précliniques suggerent que I’administration de fibroblastes a 1'intérieur de l'anévrisme
pourrait seulement augmenter la vitesse, mais pas le degré de guérison.(298, 299) Les
fibroblastes sur coils ont I'avantage de pouvoir étre délivrés localement sans occlusion distale
de I’artére, mais la méthode n'est pas idéale, car elle est limitée par la petite surface des coils,

le faible taux de survie des cellules et la perte de cellules pendant la navigation du coil.(300)
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6.2.1.3 Cellules Progénitrice Endothéliale (CPE)

Les CPE sont des cellules de lignée déterminée provenant de précurseurs
hématopoiétiques majoritairement présentes dans la moelle osseuse. Apres l'activation de
différents facteurs, elles migrent vers le sang périphérique vers les zones ayant des dommages
endothéliaux pour commencer le processus réparateur en sécrétant une variété de cytokines pro-
angiogéniques et anti-inflammatoires. Elles sont impliquées dans le maintien de I'homéostasie
vasculaire et dans le maintien de l'intégrité endothéliale. Les CPE contribuent a la
néoangiogenese dans les Iésions vasculaire et sont impliquées dans la cicatrisation des
anévrismes et 1'endothélialisation au collet de l'anévrisme.(301) Les CPE sont aussi des
biomarqueurs utiles pour l'analyse de la fonction endothéliale et de l'intégrité vasculaire.(302,
303) Une corrélation a été démontrée entre 1'absence de CPE circulante et l'incidence des
Al (304) Des CPE ont été implantées avec succeés dans des anévrismes dans plusieurs études
précliniques avec une occlusion angiographique améliorée et une meilleure guérison
histologique.(185, 305, 306) L'utilisation de CPE autologues pour la guérison des anévrismes
est potentiellement limitée aux anévrismes non rompus, car un certain temps est nécessaire pour
leur isolement et leur culture ex vivo. L'utilisation de cellules allogéniques, ou de facteurs de
croissance, pourrait augmenter 1’utilisation de cette technologie pour les anévrismes rompus

nécessitant un traitement en urgence.

6.2.1.4 Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM)

Les CSM sont des cellules souches pluripotentes non hématopoiétiques qui peuvent
migrer et se greffer dans différents tissus et peuvent se différencier en différents types de
cellules dans les tissus adultes lorsque l'environnement local leur est favorable. La
différenciation peut se faire en cellules mésenchymateuses a sécrétion de MEC, mais aussi en
myofibroblastes vasculaires qui pourraient soutenir la guérison des 1ésions mécaniques dans les
arteres.(307) Elles peuvent avoir un effet anti-inflammatoire local et systémique par divers
mécanismes. Elles présentent également des capacités immunomodulatrices.(308) Aucun effet
secondaire aigu n'a été observé apres la perfusion intraveineuse de CSM chez les humains. Elles
déclenchent la disparition de réaction du greffon contre I'hdte et ont une influence sur
I'hématopoicse entrainant une récupération hématopoiétique rapide.(309, 310) Les CSM
semblent de trés bons candidats pour la thérapie des cellules anévrismales en raison de leur

caractére immunomodulateur et leur facilité de mise en culture. Elles sont plus faciles a prélever
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sur les humains, permettant une greffe autologue et éviter les probleémes d’histocompatibilité
traditionnellement constatés dans un contexte de greffe allogénique. Les CSM sont aisément
recueillies par aspiration au niveau de la créte iliaque sous anesthésie locale. Elles sont isolées
de la moelle osseuse par adhésion au plastique et il est possible de les amplifier par culture ex
vivo. Elles ont de plus la propriété de n’étre ni tumorogénes ni immunogenes et de ne pas
susciter de questions éthiques associées a I’utilisation des cellules souches embryonnaires.(311,
312) Finalement, les CSM sont peu immunogenes, car elles expriment des molécules HLA de
classe I, mais n’expriment pas de molécule HLA de classe 11.(308) Ces cellules sont déja
largement utilisées dans plus de 600 essais de thérapie cellulaire pour d’autres indications.(313)
Kuwabara et al. ont rapporté qu’une perfusion intraveineuse de CSM aprés la formation
d’anévrisme aurait empéché la rupture anévrismale chez les souris. Le mécanisme d’implication
des CSM dans la guérison des anévrismes intracraniens semble étre en partie médié par la
stabilisation des mastocytes.(314) Rouchaud et al. en 2013 dans un mode¢le d’¢élastase de lapin
ont injecté sous protection d’un ballon gonflé pendant 20 min, 5 millions de CSM autologues a
I’intérieur d’anévrismes expérimentaux. Des signes de guérison de la paroi artérielle ont été
observés avec colonisation cellulaire, hyperplasie intimale et la réduction de taille des
anévrismes, tandis que les anévrismes dans le groupe placebo ont continué¢ d’augmenter en
taille.(315) Adibi et al. en 2016 ont également obtenus des résultats similaires dans un modéle
a I’¢lastase chez le lapin en effectuant un coiling avec injection intra-anévrismale de 5 millions
de CSM allogéniques avec 4 semaines de suivi. Le résultat final n’a pas montré de différence
significative dans les résultats angiographiques mais une amélioration histologique dans les
anévrismes traités par CSM et coils suggérant la capacité d’améliorer la guérison de I’anévrisme
et la formation de néointima.(313) Dans la lignée de ces études, Rouchaud et al. ont publié¢ en
2018 I’intérét de CSM issues d’adipocytes autologues recouvrant les coils dans un modéle
d’¢lastase de lapin et ont montré que les CSM couvrant les coils amélioraient significativement
la guérison biologique des anévrismes avec une meilleure endothélialisation du collet et la
formation de la matrice de collagene dans le sac de ’anévrisme. Cependant, les résultats

angiographiques étaient meilleurs dans le groupe témoin. (316)
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6.2.2 Protéines, Facteurs de Croissance, Nanoparticules

6.2.2.1 Osteopontin; Métalloprotéinases; Interleukine 10 (IL-10)

- L' ostéopontine (OPN) est une molécule d'adhésion cellulaire a effet anti-apoptotique qui
stimule la prolifération, la migration et 1'adhésion des cellules endothéliales et des CML
engagées dans le processus de remodelage et de réparation vasculaire.(220)

- Le role des métalloprotéinases (MMP) dans la guérison des anévrismes est plus ambigu. Il
est possible que l'expression MMP-9 ait des caractéristiques inhibitrices, mais aussi
bénéfiques pour la guérison de I'anévrisme.(74, 183, 234, 317-320)

- L’interleukine 10 (IL-10) est une cytokine anti-inflammatoire clé, qui peut inhiber les
réponses pro-inflammatoires des cellules immunitaires innées et adaptatives. L'IL 10

supprime la production de cytokines anti-inflammatoires, y compris I'lL-6.(321)

Dans un modele d'anévrisme chez le rat, des coils de PGLA étaient enrobés de protéines
OPN, MMP-9 ou IL-10 et implantés dans les anévrismes. Il a été observé que les coils enrobés
de I'OPN et de 1'IL-10 pouvaient considérablement accélérer la croissance des tissus, tandis que
les coils enrobés de MMP-9 n'avaient pas d'influence sur la croissance des tissus par rapport

aux coils PGLA standard.(322)

6.2.2.2 Angiopoietin-1 (Ang-1)

En 2018, Lu et al. ont étudié dans un mode¢le chez le rat le role de Ang-1 sur la régulation
des CPE et son effet sur la guérison de l'anévrisme. Deux semaines apres coiling, la
surexpression de I'Ang-1 a considérablement accru la formation, la migration et la capacité de
prolifération des CPE in vitro. Les CPE modifiées par le géne de 1'Ang-1 ont intensifié

l'organisation dans les anévrismes et 1'occlusion du collet de 1'anévrisme.(323)

6.2.2.3 Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance ont un impact sur la vitesse de réparation, la résistance de la
Iésion et la quantité de tissu cicatriciel développé. Les récepteurs TGF- 8, VEGF et bFGF ont

été associés au remodelage de la paroi des Al sacculaires, mettant en évidence la possibilité que
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ces récepteurs puissent étre des cibles pour les implants endovasculaires bioactifs ou la

pharmacothérapie destinée a renforcer la paroi des Al sacculaires.(84)

Le facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF), également connu sous le nom
de facteur de perméabilité vasculaire est impliqué dans 1'induction de la perméabilité
endothéliale des cellules et de la prolifération vasculaire, essentielle a la guérison des
plaies. Différents types cellulaires le produisent, y compris les CML vasculaires. Les
cellules endothéliales possédent leurs récepteurs, et leur comportement mitogéne est
sélectif pour les cellules endothéliales. Il s'agit d'une glycoprotéine de signalisation
essentielle impliquée dans l'angiogenése, qui peut améliorer 1'organisation du caillot et
stimuler la formation d'endothélium a travers le collet de 1'anévrisme et inhibe la fuite
dans la zone coilée. Dans un modéle d'anévrisme chez le rat, les coils recouverts de
VEGF intensifiaient l'organisation du caillot et remplissaient entierement la cavité
anévrismale, mais la prolifération des cellules endothéliales n'a pas pu étre observée au
niveau du collet de I'anévrisme.(324)

Le monoocyte Chemoattractant Protein I (MCP-1) régule la migration et l'infiltration
de monocytes/macrophages vers des sites d'inflammation, de néovascularisation et de
Iésions vasculaires et peut étre modulé par le VEGF. Des coils de platine recouverts de
médiateurs d'inflammation comme le VEGF et le MCP-1 ont également été
expérimentés dans divers modeles animaux et ont révélé une amélioration significative
de la prolifération tissulaire.(325-327)

Le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) stimule la prolifération et la migration
des fibroblastes, des cellules musculaires lisses et des cellules endothéliales, ainsi que
la production cellulaire de collagéne de type I qui est sensé favoriser la fibrose dans les
anévrismes. Le FGF peut induire la différenciation des cellules souches, mais il est
également connu pour avoir des effets secondaires, y compris I'hypotension, la
tachycardie, la tachypnée et I'oncogenese.(328) Les coils revétus de FGF ont révélé un
certain succes dans des études animales, mais des problémes tels que l'instabilité des
facteurs de croissance, la cinétique de délivrance sous-optimale, les difficultés de
navigabilité, ont empéché ces systemes de passer aux essais cliniques.(329-334)

Le Transforming growth factor-f§ (TGF-B), est un facteur moléculaire crucial de
renforcement de la paroi tout au long du développement vasculaire, qui améliore la

couverture cellulaire épithéliale et induit des fibroblastes pour générer du collagene de
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type I et de la fibronectine. Le TGF-8 est libéré des plaquettes et affecte différentes
cellules associées a la cicatrisation des plaies. Il déclenche 1'expression des genes de
collagene fibrillaire et d'élastine, augmente I'expression du facteur de croissance du tissu
conjonctif (CTGF), qui peut induire des processus cellulaires incluant la migration,
l'adhésion, la prolifération et la synthése de la matrice extracellulaire. En outre, il
stimule les CML vasculaires et intervient dans la régulation a la baisse de
l'inflammation. Le TGF-B peut stimuler les cellules néointimales in vitro et la formation
de néointima in vivo, mais le TGF-B 1 et les extraits de plaquettes ne compensent pas
une thrombose déficiente dans les anévrismes canins. Les effets sur les résultats a long
terme de I'embolisation n’étaient pas concluants dans I’étude de Desfaits et al.(335)
Raymond et al. ont réussi I’administration du facteur de croissance avec de l'alginate
dans un modele chez le chien, mais ils ont conclu que des modifications de formulation
et un controle endovasculaire amélioré étaient nécessaires avant d'envisager son
utilisation dans des AI.(336) L'étude préclinique de coils de platine couverts de TGF-3
a permis d'observer une infiltration cellulaire amplifiée et 'organisation du caillot
adhérant aux coils avec une couverture cellulaire plus rapide que les coils de platine
standard. Cependant, ces réactions histologiques positives n'ont été observées qu'aux
premicres phases de 1'embolisation et ont eu tendance a disparaitre plus tard, ce qui
laisse supposer que le traitement par médiation par le TGF-béta pourrait ne pas s'avérer

cliniquement utile a long terme.(337)

6.2.2.4 SEK-1005

Le stockage prolongé des coils recouverts de facteurs de croissance est un défi
persistant, car les facteurs de croissance sont fragiles a température ambiante. Des coils
recouverts de molécules plus stables, comme par exemple SEK-1005, un peptide déclencheur
du TGF B3 connu pour soutenir la guérison des plaies, ont é¢galement été évalués. Bien que cette
stratégie ait accéléré la guérison d'anévrismes chez le rat, le revétement inégal des facteurs de
croissance sur les coils était un probléme. L’autre limite de 1’étude était que les coils SEK-1005
n’étaient pas livrés dans un microcathéter et qu’on ne pouvait exclure la possibilité

d’endommagement du revétement dans le microcathéter.(338)
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6.2.2.5 Tenascin C

Hamada et al. ont créé des coils de platine avec la ténascine-C, une protéine reconnue
pour soutenir la fibrose, chargée dans un noyau de sulfate de Gellan. Le sulfate de Gellan est
une molécule semblable a I'héparine qui se lie fortement a la ténascine-C, fournissant une
libération graduelle et controlée(339). Des études précliniques ont montré une amélioration de
la réorganisation tissulaire au collet de I'anévrisme et une organisation plus favorable du caillot
intra-anévrismal, ce qui pourrait conduire a une amélioration de la réorganisation

tissulaire.(340, 341)

6.2.2.6 Stromal cell-Derived Factor-1a (SDF-1a)

Le SDF-la (CXCL12) est impliqué dans la guérison des plaies. L'utilisation du
revétement SDF-1a sur les coils de platine pour I'occlusion des anévrismes était censée recruter
des CPE dans les tissus endommagés et accélérer la réparation vasculaire. La libération continue
de SDF-1a a été réalisée en utilisant la fibroine de soie comme support. Il a été observé une
libération constante du facteur de croissance au fil du temps, ce qui a permis d'améliorer
l'organisation tissulaire.(342) Dans une autre étude dans un modele d’anévrisme chez le rat
traité avec des coils enduits de SDF-1a et couverts de CSM ou de CPE comparativement a des
coils de platine nus, la transplantation accélére efficacement 1'organisation intra-anévrismale,
et les coils enduits de SDF-la avec CPE facilitent l'endothélialisation du collet de

I'anévrisme(342).

6.2.2.7 Nanoparticules

Des particules magnétiques micrométriques ont également été étudiées pour le
traitement des anévrismes. Les microparticules magnétiques sont généralement composées d'un
noyau constitué¢ de matériaux magnétiques comme les oxydes de fer et d'une coque externe faite
de polymeres naturels ou synthétiques.(343) Aucun effet aigu ou subaigu toxique ou mutageéne
n’a été détecté dans ces études. Le revétement du cceur magnétique est d'une importance
majeure puisqu'il protége les nanoparticules de la corrosion dans I'environnement aqueux du
sang.(344) Dans une étude utilisant un modele d’anévrisme chez le lapin, des microparticules
magnétiques ont été délivrées par cathéter et ont été naviguées jusqu'au fundus de 1I’anévrisme
par application d'un aimant externe, assurant une contrainte mécanique de la circulation

sanguine intra-anévrismale. L'exclusion totale de I'anévrisme a été observée méme 30 min apres
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le retrait du champ magnétique dans le groupe traité, mais des études angiographiques de suivi
a long terme ont montré une recanalisation partielle de l'anévrisme (Figure 25). De telles
recherches offrent une possibilité thérapeutique innovante pour I’administration ciblée de
microparticules a l'intérieur d'un anévrisme, méme si les exigences techniques de 1'orientation

magnétique chez I'homme nécessitent plus de développements et de nouvelles recherches.(345)

Figure 25. Traitement endovasculaire a 1'aide de microparticules magnétiques.

A, angiographie initiale montrant l'anévrisme induit expérimentalement avec succes. B et C, fluoroscopie
pendant le traitement aux microparticules magnétiques. D, anévrisme apres injection de microparticules
magnétiques se présentant sans flux sanguin intraluminal. E, les résultats sont stables pendant 30 minutes apres
I'élimination du champ magnétique. F, cependant, lors du suivi apres 12 semaines, l'anévrisme est partiellement
recanalisé. Images issues de Oechtering et al.(345)

6.2.3 Modifications des coils a base de polymeres

6.2.3.1 Coils en polymeére a mémoire de forme (Shape Memory Polymers- SMP)

Le principe des coils SMP est de délivrer les SMP par l'intermédiaire d'un microcathéter
dans une forme comprimée de facon transitoire et de lui permettre ensuite de s'étendre a sa
forme permanente dans l'anévrisme via un stimulus externe. L'eau, la lumicre et la chaleur
peuvent étre appliquées pour activer l'aspect mémoire de la forme. Lorsque la forme
programmée est restaurée, l'anévrisme est comblé et un caillot est rapidement généré, rendant
possible la guérison de I'anévrisme.(346) Les coils recouverts de SMP peuvent s'étendre pour
remplir plus d'espace et favoriser en outre une guérison plus compléte du dome et du collet de

l'anévrisme par rapport aux coils de platine nus in vivo.(347)
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6.2.3.2 Mousses SMP

Parmi les technologies en cours de développement pour le traitement des anévrismes
I’un des plus matures est la mousse SMP. Les mousses SMP sont des matériaux a base de
polyuréthane qui ont le potentiel d'étre fabriqués dans n'importe quelle forme. Les propriétés
modulables et le temps de restauration de la forme voulue sont quelques-unes des
fonctionnalités intelligentes des mousses SMP. Ces mousses déclenchent la cascade de
coagulation et sont efficaces pour obstruer rapidement les vaisseaux dans les modeles in
vivo.(348) En outre, ils ont démontré une occlusion efficace des anévrismes in vivo avec une
réaction inflammatoire modeste et ont de nombreuses qualités favorables comme matériau
d'embolisation pour les anévrismes, y compris le dimensionnement réglable des pores pour une
infiltration cellulaire idéale, une excellente occlusion volumique, la flexibilité du dispositif, une
réduction du stress de récupération circonférentiel, une bonne biocompatibilité et une radio-

opacité( Figure 26).(349-353)

Digital Subtraction
Angiography
d

Expanded device

Helical coiled shape Untreated

4 \_)l \

A SMP Foam-over-wire Device

SMP foam ~ Teate
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| SMP Coated Coils ‘ Bare Platinum Coils | )

Figure 26. Mousse SPM

(A)Schéma de fabrication d'un dispositif SPM foam-over-wire; (B) Distribution in vitro du dispositif; et (C)
Embolisation avec un coil revétue de mousse pour le traitement d’anévrisme dans un modele d'élastase chez le
lapin. Le remplissage en volume des coils enrobés de SMP est le méme que celui des coils de platine nue. Figure
issue de Wang et al.(354)
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6.2.3.3 Coil in gel et gel in shell

Moftakhar et al. ont mis au point deux versions d'un nouveau dispositif d'occlusion
intra-sacculaire d'anévrisme qui a fait I'objet d'une publication en 2015 dans le cadre d'une étude
pilote. Le premier modéle, connu sous le nom de coil in gel, est constitué d'un seul fil d'acier
de nitinol-titane d'un diameétre de 6 2 10 mm comprenant une enveloppe polymérique composée
d'un acide polyuréthane hyaluronique (PU-HA) trés ¢€lastique, translucide, biocompatible et
hémocompatible. Le deuxieme modéle, appelé gel in shell, est constitu¢ d'un hydrogel enfermé
dans une coquille polymere fabriquée a partir d'alginate de sodium et de PU-HA. Une fois le
dispositif intra-sacculaire placé dans 1'anévrisme, une suspension d'alginate est administrée
dans la coquille PU-HA. Cette formule d'alginate a été choisie pour obtenir une gélification
progressive contrdlée qui est complete en 15 minutes. Les deux dispositifs ont été implantés
dans des anévrismes de paroi latérale créés par chirurgie chez des porcs pour des études
d'occlusion aigué, également dans des anévrismes de paroi latérale et de bifurcation chez des
chiens, afin de tester 'efficacit¢ a long terme de l'occlusion. L'évaluation angiographique a
démontré que les deux dispositifs ont assuré une occlusion totale des anévrismes
immédiatement apres la mise en place du dispositif dans les anévrismes de paroi latérale chez
les porcs. Dans les études a long terme chez le chien, 1'occlusion initiale variait de 71,3 a 100
%, et a été durable sans recanalisation dans aucun des anévrismes de paroi latérale a 6 ou 12
semaines. Une évaluation histologique de 12 semaines a révélé que le tissu fibro-musculaire
¢tait entierement développé au collet de I'anévrisme sans réaction inflammatoire importante. La
conclusion de I'é¢tude était que les deux dispositifs se révélaient prometteurs en ce qui concerne
l'occlusion initiale et & long terme des anévrismes et qu'il était nécessaire d'effectuer des
recherches supplémentaires sur ces dispositifs pour le déploiement par voie endovasculaire.

(355)
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7 Résumé des options biologiques actuelles pour I’optimisation

biologique du traitement par coils.

Nous avons publié un article de revue concernant les différentes options biologiques
pour I’optimisation du traitement par coils. Cet article intitulé « Bioactive refinement for
endosaccular treatment of intracranial aneurysms » a été publié dans The Neuroradiology
Journal. Szatmary Z, Mounier J, Janot K, Cortese J, Couquet C, Chaubet F, Kadirvel R, Bardet
SM, Mounayer C, Rouchaud A. Bioactive refinement for endosaccular treatment of intracranial
aneurysms. Neuroradiol J. 2021 Jul 1:19714009211024631.doi: 10.1177/19714009211024631.
Epub ahead of print. PMID: 34210195.

La figure récapitulative de I’article est présentée ci-dessous (Figure 27).
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Figure 27. Différentes stratégies de modification de surface dans le développement des coils

VSMCs : Vascular Smooth Muscle Cells; EPC: Endothelial Progenitor cells; MSC: Mesenchymal Stem/Stromal
cells; OPN: Osteopontin; MMPs: Matrix Metalloproteinase; 1L-10: Interleukin 10 Ang-1: Angiopoietin-1 VEGF:
Vascular endothelial growth factor MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein 1; FGF: Fibroblast Growth
Factor; TGF-B: Transforming growth factor-f3; SDF-1-a: Stromal cell-Derived Factor-1o Szatmary et al.
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Abstract

Endovascular treatment is the first-line therapy for most intracranial aneurysms; however, recanalisation remains a major
limitation. Developments in bioengineering and material science have led to a novel generation of coil technologies for
aneurysm embolisation that address clinical challenges of aneurysm recurrence. This review presents an overview of
modified surface coil technologies and summarises the state of the art regarding their efficacy and limitations based on
experimental and clinical results. We also present potential perspectives to develop biologically optimised devices.
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Introduction

The introduction in the early 1990s of Guglielmi
detachable coils (GDCs) revolutionised the field of
neurointervention, offering an endovascular method
which could be safely and consistently used to treat
aneurysms in a minimally invasive way. A platinum
(92%)/tungsten (8%) alloy has become the core sub-
stance for most contemporary coil designs.’

The aim of aneurysm coiling is to fill the aneurysm
sac in order to isolate it completely from the parent
vessel. Recanalisation is a major limitation of coil
embolisation, with recurrence in 5-20% for small
aneurysms and up to 50% for giant aneurysms.”

Since the conception of the GDC, endovascular
treatment techniques and management recommenda-
tions for intracranial aneurysms (IAs) have constantly
evolved, nevertheless coils are still widely utilised. In
this article, we discuss recurrence mechanisms and
focus on biological modifications of coil attributes,
materials and particularly coil surfaces developments.
Finally, we also offer potential perspectives to develop
biologically optimised devices.

Aneurysm healing

The healing mechanism of aneurysms after bare plati-
num coiling involves several steps in a dynamic and
progressive fashion. Coil delivery in the aneurysm
causes blood stagnation resulting in the formation of
unorganised thrombus around the coil mass. During
the first month there is progressive inflammatory cell

and myofibroblast invasion in the aneurysm dome to
support collagen synthesis. At around 3 months in the
aneurysm dome inflammatory cells disappear and it is
mostly composed of vascularised loose hypocellular
tissue. After a year usually the coils are embedded in
the aneurysm wall, the dome is filled with vascular
fibrous connective tissue. Around the coils a foreign
body reaction is witnessed with multinucleated giant
cells enveloping the coils. The aneurysm neck biology
is different from the dome. Along the coil surface of the
neck a fibrin layer forms by proliferation of mesenchy-
mal and endothelial cells and enhances neointima for-
mation. Several months after aneurysm embolisation
re-endothelialisation is observed across the aneurysm
neck.?
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Recurrence

Histological studies of coiled aneurysms have identified
that even in aneurysms that appear completely occlud-
ed angiographically there is still space left between
coils, which opens the opportunity for recanalisation.
Further, inadequate thrombus organisation and degra-
dation by fibrinolysis of fresh unorganised thrombus in
the dome, lack of neointimal formation at the level of
the neck and neo-vessel development in the aneurysm
pouch with recirculation in the aneurysm lead to the
recurrence of aneurysms.’

Bioactive enhancement of coils

Bare metallic coils are made of bio-inert metals.
Although these coils aim at favouring aneurysm heal-
ing through the generation of thrombus and accelera-
tion of wound healing, they are sometimes ineffective
in inducing neo-tissue proliferation and aneurysm
cure.>* Observation of recurrence rates after treatment
with bare platinum coils has led to the development of
modified hybrid coils by altering the metallic surface in
order to enhance aneurysm healing.

Modified coils in clinical use. Several strategies have been
considered for the development of modified coils. One
approach involves fibre coating coils with various pol-
ymers (dacron, nylon, polyglycolic acid (PGLA))
attached to the primary coil that may be beneficial
by inducing stasis and intra-aneurysmal thrombosis.
Although the concept of fibred coils is interesting,
these coils have never been widespread for intracranial
aneurysm treatment. Several single centre studies have
shown improved occlusion rates despite poor packing
density; however, in a prospective, consecutive, multi-
centre non-randomised registry, efficacy to prevent
aneurysm recanalisation was not better than with
bare platinum coils.>®

Others have explored the role of PGLA contained
within the coil. PGLA has a high safety profile for
humans. Once implanted in the aneurysm, the PGLA
polymer hydrolyses in response to blood flow resulting
in an inflammatory response. They are meant to initi-
ate quicker structuralised intra-aneurysmal thrombus
and to elicit faster neointimal overgrowth at the neck
of the aneurysm. Polyglycolic polylactic acid (PGPLA)
containing coils did not demonstrate significant advan-
tage in achieving durable aneurysm occlusion com-
pared to bare platinum coils, also worse clinical
outcome was demonstrated at discharge for ruptured
aneurysm patients treated with PGPLA in prospective,
randomised, controlled studies.”®

Hydrogel coils (Microvention, Terumo) are bare
platinum coils loaded with hydrophilic acrylic polymer
that does not induce an inflammatory reaction, but
rather triggers volumetric swelling to dead space. A
multicentre controlled randomised trial has demon-
strated the positive effect of second-generation

hydrogel coils with recanalisation rates of 15.4% in
the bare platinum coils group versus 4.4% in the
hydrogel group. The beneficial effect of hydrocoils
has been demonstrated for both ruptured and unrup-
tured aneurysms. Packing density was also significantly
higher in the hydrogel group (Table 1).°

Embolic material in development

Cell therapy. The formation of the intraluminal
thrombus and ensuing neointima formation after coil
implantation relies on the integrity and physiology of
the aneurysmal wall. IA walls, particularly in ruptured
aneurysms are distinguished by loss of endothelial cells,
mural smooth muscle cells (SMCs) and fibroblasts that
could explain delayed or impaired healing and recan-
alisation following coiling.'” The healing reaction after
aneurysm embolisation could potentially be optimised
with cell therapy, which consists of the administration
of cells that can promote tissue regeneration and aneu-
rysm cure. Findings from histopathological and molec-
ular studies are exploited to implement new strategies
focused to enhance aneurysm healing.

Vascular smooth muscle cells (VSMCs): VSMCs are
mostly localised in the media layer of the arterial wall
and produce extracellular matrix (ECM) which is the
main element of the vessel wall. Inflammation and hae-
modynamic stimulation are the two main reasons for
VSMC apoptosis in the pathogenesis of TAs. The dis-
appearance of SMCs is the final step in the patholog-
ical process leading to aneurysm rupture. A possible
therapeutic approach is to reestablish the balance in
collagen production by renewing the lost VSMCs
with exogenous VSMCs. Substituting autologous
SMCs may improve intimal thickening by depositing
ECM in the impaired aneurysm wall. Preclinical stud-
ies have shown that aneurysm embolisation with SMCs
results in thicker intima, raised medial elastin content
and decreased aneurysm growth versus controls and
may improve the healing of human aneurysms.
However, VSMC isolation protocols are invasive as a
surgically collected artery explant is necessary.''!?
These practical limitations make it a major difficulty
for clinical translation and is probably the reason why
it has not been used in clinical trials yet.

Fibroblasts: Fibroblasts are essential to wound heal-
ing. In reaction to inflammation, they migrate towards
the wound, promote collagen synthesis and deposition,
afterwards they differentiate into myofibroblasts that
are responsible for granulation tissue contraction and
soft tissue retractions before undergoing apoptosis.
Histopathological studies have confirmed that myofi-
broblasts are important actors in the healing of the
aneurysm dome. Preclinical cell studies suggest that
delivering fibroblasts inside the aneurysm might only
escalate the speed but not the degree of healing.
Fibroblasts on the coil have the advantage that it can
be delivered locally without distal occlusion; however,
the method is not ideal as it is limited by the small
surface area of the coil and the low survival rate of
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the cells and cell loss during delivery.'* Also, fibro-
blasts express a high level of tissue factor which
presents an important procoagulant activity, which
could be at risk of ischaemic complications in the
case of endovascular administration.'*

Endothelial progenitor cells (EPCs): EPCs are circu-
lating lineage-committed cells from haematopoietic
precursors, mostly present in the bone marrow.
Following activation of different factors, they migrate
to the peripheral blood to areas with endothelial
damage to start the reparative process by secreting a
variety of pro-angiogenic and anti-inflammatory cyto-
kines. They are involved in keeping vascular homeo-
stasis, also in maintaining endothelial integrity. EPCs
are crucial in aneurysm repair and endothelialisation at
the aneurysm neck. EPCs have been successfully
implanted in aneurysms in several preclinical studies,
with enhanced angiographic occlusion and histological
healing in aneurysms.'> The usage of autologous EPCs
for the cure of aneurysms is potentially limited to
unruptured aneurysms as time is necessary for harvest-
ing and ex-vivo culture. Also, the number of circulating
EPCs is extremely low, which makes their isolation
very difficult. Using allogeneic cells or growth factors
could raise the scale of this technology to ruptured
aneurysms necessitating urgent treatment.

Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs): MSCs are
pluripotent non-haematopoietic progenitor cells that
can migrate and engraft in different tissues and can
differentiate into diverse cell types in adult tissues
when the local environment is favourable. MSCs can
develop into ECM secreting mesenchymal cells and
vascular myofibroblasts which might support the heal-
ing of mechanical injury in arteries. MSCs can have
local and systematic anti-inflammatory impact. They
seem to support the best translational potential for
aneurysm cell therapy because of their immune-
evasive and immunomodulatory abilities, also they
are easier to harvest from humans and it is possible
to grow them in culture. The mechanism of involve-
ment of MSCs in the healing of intracranial aneurysms
seems to be mediated in part by the stabilisation of
mast cells.'® In a rabbit elastase model, after the injec-
tion of autologous MSCs inside aneurysms under bal-
loon protection, signs of arterial wall healing were
noted with cell colonisation, intimal hyperplasia and
the reversal of aneurysm growth, while aneurysms in
the placebo group continued to increase in size.'* In
another study, autologous adipose-derived MSC-cov-
ered coils were associated with significantly improved
biological healing of aneurysms with improved neck
endothelialisation and collagen matrix formation
within the aneurysm sac.!”

Proteins, growth factors and nanoparticles.

Osteopontin: Osteopontin is a cell adhesion mole-
cule with anti-apoptotic effect that boosts the pro-
liferation, migration and adhesion of endothelial

cells and SMCs engaged in the remodelling and

repair procedure of the vasculature.
Metalloproteinase: The role of metalloproteinase
(MMP) in aneurysm healing is more ambiguous. It is
possible that MMP-9 expression has inhibitory but
also beneficial features for aneurysm healing.?

Interleukin ~ (IL)-10: IL-10 is a key anti-
inflammatory cytokine that can inhibit pro-
inflammatory responses of both innate and adaptive
immune cells. TL-10 suppresses the production of
anti-inflammatory cytokines, including IL-6.

In a rat aneurysm model, implanted PGLA coils
were coated with osteopontin, MMP-9 or IL-10 pro-
teins. It was observed that osteopontin and IL-10-
coated coils could substantially accelerate tissue
ingrowth, whereas MMP-9-coated coils did not have
an influence on tissue ingrowth compared with the
standard PGLA coil.'®

Angiopoietin-1 (Ang-1): In a rat model the role of
Ang-1 on EPC regulation was investigated. Two weeks
after coiling, overexpression of Ang-1 considerably
increased EPC formation, migration and proliferation
capability in vitro. Ang-1 gene-modified EPCs intensi-
fied organisation within the aneurysms and occlusion
of the aneurysm neck (Table 2)."

Growth factors: Growth factors impact the repair
pace, wound strength and quantity of scar developed.
Transforming growth factor beta (TGF-f), vascular
endothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast
growth factor (FGF) receptors have been associated
with saccular cerebral artery aneurysm wall remodel-
ing, raising the possibility that these could be targets
for bioactive endovascular implants or drug therapy
intended to strengthen the saccular cerebral artery
aneurysm wall.?

e VEGF is implicated in the induction of endothelial
cell permeability and vascular proliferation, crucial
for wound healing. It is an essential signalling pro-
tein involved in angiogenesis, and may improve clot
organisation and stimulate endothelium formation
across the aneurysm neck, hindering leakage into
the coiled area. In a rat aneurysm model, VEGF-
coated coils intensified clot organisation and entirely
filled the luminal cavity; however, endothelial cell
proliferation at the aneurysm neck level could not
be witnessed.”!

e Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) reg-
ulates the migration and infiltration of monocytes/
macrophages to sites of inflammation, neovascular-
isation and vascular injury and can be modulated by
VEGF. Platinum coils coated with inflammation
mediators such as VEGF and MCP-1 have also
been experimented with in diverse animal models
and revealed significant improvements in tissue
ingrowth.?>?

e FGF stimulates the proliferation and migration of
fibroblasts, SMCs and endothelial cells, along with
the cellular production of type I collagen, thus
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Table 1. Modified coils in clinical use.

Results

Trials

Coils

Systems

Efficacy to prevent aneurysm recanali-

Multicentre non-randomised

PGPLA coils

Nylon coils

Dacron coils

Fibre coating

sation was not better than published
series of intracranial aneurysms

treated with bare platinum coils
MAPS and CCT randomised trials did not

registry for Nexus coils

Nexus coil (ev3/Covidien)
Not in use anymore

Sapphire (SDCf, Dendron/MTI)

Not in use anymore

VortX coils (Stryker)
Not in use anymore

coils

Observational registry for

Axium FX coils

MAPS trial

Cerecyte Coil Trial

Axium FX coils (Medtronic) over-

Cerecyte coils (Cerenovus,

Matrix coils (Stryker)

PGPLA coils

reveal differences in retreatment

(ccT)

lapped distinct nylon or PGLA
microfilaments between coil

loops
Still in use

Johnson&Johnson)

incidence or radiographic result

between PGPLA and bare platinum

coils
Beneficial effect of second generation

Still in use

Not in use anymore

HEAT study

HELP trial

Second generation Hydroframe

Second generation HydroSoft

First generation Hydrocoils

Hydrocoils

hydrocoils was demonstrated for both
ruptured and unruptured aneurysms

in HEAT study also in for medium

coils (Microvention, Terumo)

Still in use

(Microvention, Terumo)

Still in use

(Microvention, Terumo)
Not in use anymore

sized recently ruptured aneurysm in

HELP trial

PGPLA: polyglycolic polylactic acid.

should support fibrosis within aneurysms. Basic
FGF (FGF2) may induce the differentiation of
stem cells but it is also known to have side effects
including hypotension, tachycardia, tachypnea and
oncogenesis. Basic FGF-coated coils revealed some
success in animal studies, although problems such as
growth factor instability, suboptimal discharge
kinetics and delivery difficulties halted these systems
from moving forward to clinical trials.

e TGF-f is a crucial molecular factor of wall strength-
ening throughout vascular development, which
improves epithelial cell coverage and induces fibro-
blasts to generate type I collagen and fibronectin.
TGF-p is discharged from platelets and affects dif-
ferent cells associated with wound healing. In addi-
tion, it stimulates VSMCs and the downregulation
of inflammation. A preclinical study of TGF-f-cov-
ered platinum coils identified amplified cellular infil-
tration and organisation of the clot adherent to the
coil, with faster cellular coverage than standard plat-
inum coils. However, these positive histological
responses were observed only in the early phases
of embolisation and tended to disappear at a later
time suggesting that TGF-f-mediated therapy may
not prove to be clinically useful in longer-term
outcomes.?*

Extended storage of growth factor-coated coils is a
persistent challenge because growth factors are fragile
at room temperature. Coils coated with more stable
molecules such as, for example, SEK-1005, a TGF-f
triggering peptide known to support wound healing,
has also been evaluated. Although this strategy speed-
ed up aneurysm healing in rats, uneven growth factor
coating on the coil was an issue. Another limitation of
the study was that SEK-1005 coils were not delivered
in a micro-catheter and the possibility of coating
damage in the micro-catheter could not be ruled out.”

Stromal cell-derived factor-1 alpha (SDF-1a): SDF-
la (CXCL12) is involved in normal wound healing.
The usage of SDF-lu coating on platinum coils for
aneurysm occlusion was expected to recruit EPCs to
the damaged tissue and speed up vascular repair.
Continuous release of SDF-1lo was fulfilled using silk
fibroin as a carrier. The steady release of growth factor
over time was observed, resulting in better tissue orga-
nisation.”® In another study of the rat aneurysm model
treated with SDF-1a-coated coils covered with MSCs
or EPCs compared to bare platinum coils, transplan-
tation efficiently sped up intra-aneurysmal organisa-
tion and SDF-lo-coated coils with EPCs facilitated
endothelialisation at the aneurysm neck.?’

Nanoparticles: Tiny magnetic particles have also
been studied for aneurysm treatment. Magnetic micro-
particles are commonly built of a core made from mag-
netic material such as iron oxides and a shell made
from natural or synthetic polymers. The coating of
the magnetic core is of major significance as it protects
the nanoparticles from corrosion in the aqueous
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Table 2. Proteins and bioactive coils development.

Active molecule appellation

Matrix metalloproteinase (MMP2

and MMP9)

Angiopoietin(Ang-1)

Interleukin 10 (IL-10)

Osteopontin

Glycoproteins
VSMCs

Anti-inflammatory cytokine
Monocytes and lymphocytes

Matrixin

Matricellular cytokine

Relevance

Proteins

Endothelial cells, macrophages VSMCs, macrophages and

Expression and synthesis

fibroblasts*
Takes part in cells proliferation,

and VSMCs
Boosts proliferation, migration

Vascular development and

Capable of inhibiting synthesis of

Function

angiogenesis. Blood vessel
maturation and stability.

pro-inflammatory cytokines.

Promotes proliferation of

VSMCs

migration, differentiation,

and adhesion of endothelial

cells and SMCs

angiogenesis, neovascularisa-
tion and wound healing**

Enhances migration and pro-

liferation of EPCs
Intensified organisation within

Accelerates tissue ingrowth

No influence on tissue ingrowth

Accelerates tissue ingrowth

Effect on aneurysm healing

the aneurysms and occlusion of

aneurysm neck

VSMCs: vascular smooth muscle cells; EPCs: endothelial progenitor cells; SMCs: smooth muscle cells.

environment of blood. In one study using a rabbit
model, magnetic microparticles were delivered by cath-
eter and by application of an external magnet were
navigated to the aneurysm fundus, securing a mechan-
ical constraint of intraluminal blood circulation. Such
research presents an innovative therapeutic possibility
for the targeted delivery of microparticles inside an
aneurysm, even though the technical demands of mag-
netic guidance in humans probably requires more
sophistication and further research.?®

Polymer-based coil modifications. Shape memory
polymer (SMP) coils: The idea behind SMP coils is
to deliver the SMP through a micro-catheter in a tran-
siently compressed shape and then allow it to expand
to its permanent form within the aneurysm via an
external stimulus. Water, light and heat can be applied
to activate the shape memory aspect. When the pro-
grammed form is restored, the aneurysm is filled and
clot is shortly generated, making aneurysm healing
possible. Coils coated in SMP can extend to fill in
more space and additionally promote a more thorough
aneurysm healing of the dome and neck compared to
bare platinum coils in vivo.”

SMP foams: SMP foams are polyurethane-based,
compliant materials that have the potential to be fab-
ricated into basically any form. Tunable properties and
short shape recovery time on release are some of the
smart functionalities of SMP foams. These foams trig-
ger the coagulation cascade and are efficient at
obstructing vessels quickly in in vivo models. Also,
they have demonstrated efficient occlusion of aneur-
ysms in vivo with modest inflammatory reaction and
have many favourable qualities as embolisation mate-
rial for aneurysms, including adjustable pore sizing for
ideal cellular infiltration, excellent volume occlusion,
device flexibility, reduced circumferential recovery
stress, good biocompatibility and radio-opacity.

Coil in shell and gel in shell: Two versions of a new
aneurysm intra-saccular occlusion device (coil-in-shell
and gel-in-shell) made of nitinol-titanium and a very
elastic, translucent, bio and haemo-compatible gel
made of polyurethane-hyaluronic acid (PU-HA) have
been shown to be somewhat promising regarding acute
and chronic aneurysm occlusion. Challenges remain in
the delivery of these devices through an endovascular
route (Figure 1).%

Current challenges and future directions

There are many challenges when designing a drug-
eluting medical device. The connection between coat-
ing modification substances and platinum coil surfaces
is usually weak. Coated coils may also generate adverse
alterations in coil performance, affecting smoothness,
flexibility, thickness and memory shape. Coatings can
also be stripped off from the coil during delivery inside
the micro-catheter by friction. Sometimes the biologi-
cal activity of modified coils is not adequate. Inter-
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Figure 1. Surface modification strategies in coils development.

individual variability in the immune and inflammatory
reactions, healing, thrombus and re-endothelialisation
further complicates matters, as these variables can
impact diffusion into the tissue, molecular release and
material degradation. Optimal discharge kinetics is the
key for these biological enhancing modified coils.
Developing methods that can supply controlled, con-
tinuous release of stable therapeutics for boosting clot
organisation and tissue maturation is crucial.

Ideally designed bioactive coils should be easy to
handle and amenability to long periods of storage at
room temperature is needed to improve the clinical
effectiveness of endovascular aneurysm treatment.
Also, cell therapy necessitates the application of autol-
ogous cells to prevent cell rejection. The need for autol-
ogous cellular supplies restricts availability for cell
therapy in an individual. Translating cell-coated coils
to clinical practice is challenging as domestic cell cul-
ture centres and trained personal are required. The effi-
cacy of stem cells to cure pathological vessel walls is
still restricted to modest population animal studies and
needs more research before translational studies can be
launched. The appropriate delivery system for stem
cells to their targets is also so far to be defined.
Present drug-release models are commonly found in
animal studies that might not be possible to translate
to humans. Treatment of human intracranial aneur-
ysms represents a much higher level of complexity
than currently used animal models. This might partial-
ly clarify why good healing in an animal model does
not constantly ensue in satisfactory cure in humans.
Finally, as cells, materials, scaffolds and eluted mole-
cules are prepared separately, quality control testing

could be necessary to be conducted both before and
after manufacturing.

To overcome these technical difficulties future
developments of bioactive coils that could attract sev-
eral growth factors while at the same time target dif-
ferent and complementary aspects of aneurysm healing
by attracting distinct cell types into the aneurysm to
promote and accelerate healing could be a promising
strategy to explore. Further, despite the widespread use
of coils, the aneurysm healing mechanism is not fully
understood. Exploring molecular pathways that are
associated with aneurysm healing would allow
researchers to find novel targets.

Conclusion

Bioactive enhancement of coils has tremendous poten-
tial for the treatment of IAs. New treatment methods
described in this article bring hope to the field by pro-
moting targeted treatment and repair of the vessel wall
itself; however, several problems remain to be solved.
Upcoming work in tissue engineering should bring
forth  new biomaterials optimised for larger
availability.
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8 Modeles précliniques d'Al

Les modéles précliniques animaux d’Al sont un outil indispensable pour étudier les
aspects moléculaires, cellulaires et et certains aspects pathophysiologiques des I'Al ainsi que
pour tester de nouveaux dispositifs endovasculaires. Idéalement, le modéle d'Al doit reproduire
les phénomenes que I’on souhaite étudier, en 1’occurrence ces phénomeénes d’intérét peuvent
étre par exemple la reproduction des forces hémodynamiques, les contraintes des forces de
cisaillement et les réponses cellulaires et tissulaires observées qui seraient le plus proches
possible des AI humains. Cependant, actuellement aucun modéle animal ne reproduit
parfaitement la maladie humaine étudi¢e. La formation naturelle d'Al étant rare chez les
animaux, des techniques visant a induire artificiellement des Al chez les animaux de laboratoire
ont été développées. Les chercheurs s’intéressant a I'é¢tude de la pathophysiologie des Al ont a

disposition une grande variété de modéles animaux.(216)

Au total, au moins 20 mod¢les d’occlusion artérielle différents ont été décrits pour créer
et ¢étudier la pathobiologie des Al dans différentes espéces animales comme par exemple la
ligature unilatérale ou bilatérale de I'artére carotide commune (ACC), ligature unilatérale ou
bilatérale de I'artére rénale, injection d'élastase (avec ou sans ligature de I’ACC) chez la souris,
rat, lapin, cochon etc. La ligature chirurgicale de I'ACC et la dégradation de la paroi artérielle
par injection d'¢lastase ont été identifiées comme les techniques prédominantes pour créer des

Al chez les animaux de laboratoire.(356)

Les modeles petits animaux (souris, rats) sont souvent utilisés, mais présentent des
limites pour I'utilisation de dispositifs endovasculaires liées a la petite taille des artéres. En
général, les modeles d'Al chez les rongeurs sont utiles pour étudier les mécanismes moléculaires
et cellulaires de la formation, de la croissance et de la rupture de I'anévrisme, dans le but
d’identifier et tester des cibles médicamenteuses pour l'intervention thérapeutique et le potentiel
translationnel.(97) Néanmoins ces modeles présentent un désavantage important étant donnée
la petite taille des anévrismes et des artéres de ces animaux ne permettant pas I’évaluation des

outils endovasculaires.

Plusieurs modeles d'Al ont été ¢élaborés chez le gros animal principalement chez les
lapins, les chiens et les porcs pour 1'évaluation de nouvelles interventions thérapeutiques et

'amélioration de nouvelles thérapies endovasculaires.
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Les regles éthiques pour I’utilisation d’animaux a des fins de recherche ont été
améliorées et sont devenues plus contraignantes en ce qui concerne les especes animales et les
nombres requis a utiliser dans les études expérimentales. Les études portant sur des animaux
qui soulévent des préoccupations éthiques particulieres, comme celles menées sur des chiens,
des primates et des porcs, sont susceptibles d'étre confrontées a davantage d'obstacles tout au
long du processus d'approbation de 1'éthique animale, ce qui peut retarder la réalisation de
I'étude ou empécher son achévement. Un autre critére concernant le choix de mod¢le animal
expérimental est la fiabilité de la production d'anévrismes sur une période relativement trés
courte de moins de trois mois. Une fois le type de modele d'Al identifié, le choix des especes
animales expérimentales doit étre pris en considération, étant donné que la situation chez
'animal devra reproduire le plus fidelement possible les aspects pathophysiologiques humains

des anévrismes dont on souhaite étudier les caractéristiques.

Elastase infusion
O °°“
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@ Catheter
Elastase-induced

wl0), /
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Figure 28. Illustration des différentes techniques d'induction du modéle d'anévrisme chez les gros
animaux

1l existe trois fagons différentes d'induire un modele d'anévrisme : anévrismes induits par 'élastase (un
anévrisme se développe dans un vaisseau fermé par perfusion d'élastase), anévrismes de poche veineuse
(préparation d'une poche veineuse et suture a 'artere, habituellement sur ' ACC) et utilisation d'implants

artificiels. Abréviations : CCA : Common Carotid Artery. Image issue de Herrmann et al.(357)

La formation d'anévrismes chez les gros animaux nécessite une manipulation des

vaisseaux par une intervention microchirurgicale ou endovasculaire, et ces anévrismes sont

100



typiquement crées et formés sur ' ACC (Figure 28). Par conséquent, ces mod¢les sont extra-
craniens et souffrent des effets de la création chirurgicale au niveau du collet et du dome de
I'anévrisme.(358) Malgré ces faiblesses, chaque modele présente des caractéristiques
particulieres qui sont avantageuses pour les buts d'une étude particulicre. Parmi les modeles
gros animaux, le modele d'anévrisme a partir de poche veineuse permet de sélectionner la taille,
la morphologie et I'emplacement de I'anévrisme, et 1'anévrisme peut étre créé dans des vaisseaux
avec un calibre et un débit sanguin similaires a ceux des vaisseaux cérébraux humains.
Cependant, le modele de poche veineuse souffre en termes de traumatisme chirurgical et de
matériel de suture impliqué dans la formation des anévrismes et d'un collet anévrismal artificiel.
De plus, étant donnée la nature veineuse de la poche, la constitution de ces anévrismes différe
de celle des anévrismes artériels. Un inconvénient majeur du modele de greffe veineuse pour
les Al chez le porc est une tendance a la thrombose spontanée et a la cicatrisation méme sans
embolisation.(359, 360) Les modeles gros animaux permettent également d'étudier la
cicatrisation de l'anévrisme aprés une thérapie. Un autre inconvénient des modeles gros
animaux est la présence de cellules viables de CML murales, qui sont significativement réduites
ou absentes dans la paroi des Al humains. Marbacher et al. ont démontré que les greffes
vasculaires décellularisées pour la création d'anévrisme forment un thrombus luminal non
organis¢ et provoquent une inflammation importante favorisant la croissance et la rupture de
'anévrisme.(237) Par conséquent, la réponse de guérison dans les modeles d'Al avec une
cellularité normale de la paroi de I'anévrisme serait potentiellement plus substantielle qu’on
pourrait observer dans un anévrisme humain décellularisé et ne refléterait pas forcement

I’évolution de la cicatrisation ou les défauts de cicatrisation chez I’homme.(358)

8.1 Mode¢le interventionnel d’anévrisme sacciforme chez le lapin

Le modgele le plus courant est un modele chez le lapin d'anévrisme sacculaire créé par
dégradation enzymatique de la paroi artérielle. Une méthode fiable a ét¢é mise au point,
permettant de produire des anévrismes par occlusion de 'ACC droite avec un ballonnet
endovasculaire et infusion d'élastase créant ainsi des anévrismes sacculaires sur le tronc artériel
brachio-céphalique a 1’origine de la CCA droite.(361) Par la suite, le méme groupe a
perfectionné sa technique, qui consistait a exposer chirurgicalement I’ACC droite, a la canuler
et a l'occlure avec un ballonnet endovasculaire a son origine, puis a infuser dans la carotide
droite de 1'¢lastase au-dessus du ballonnet avant la ligature distale de I’artére.(362) Alors que

les premieres techniques d'incubation endovasculaire avec l'¢lastase étaient efficaces pour
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produire des anévrismes, les fuites d'élastase provoquaient souvent des lésions de la trachée et
d'autres organes. Afin d'atténuer cette complication, la technique a été modifiée de fagon a
introduire un microcathéter en position craniale par rapport au ballonnet d’occlusion et
I'¢lastase a été perfusée sous guidage fluoroscopique pour éviter une fuite rétrograde vers la
trachée au travers des artéres aberrantes.(363) Enfin, pour dégrader le collagéne de la média,
certains ont propos¢ d’ajouter de la collagénase a I'¢lastase dans des modeles endovasculaires
permettant d’obtenir des anévrismes presque histologiquement identiques aux Al humains,
montrant une fragmentation et une diminution de la limitante élastique interne et des niveaux
accrus de CML.(364)

Le modele a I’¢lastase chez le lapin présente des caractéristiques qui en font un modele
efficace pour les études précliniques permettant de reproduire des problémes liés au traitements
endovasculaires des Al auxquels on cherche une solution.

Les différences de coagulation entre les humains et les animaux sont cependant
significatives. Ceci doit étre pris en compte lorsque on veut transferer des données d'essais sur
les animaux a I'homme. Les lapins ont certaines caractéristiques de coagulation comparables a
I'homme comme le temps de saignement et la fermeté maximale du caillot, largement
dépendants sur les taux des plaquettes et fibrinogene. ( Tableau IV.) Les lapins blancs de
Nouvelle-Zélande ont des valeurs d'hémoglobine, d'hématocrite et de fibrinogéne similaires a
celles des humains. Au contraire, les facteurs V, X et XIII, ainsi que le plasminogene, sont en
plus forte concentration, en particulier le premier. Le facteur II est présent a environ la moitié
de la concentration humaine. Le seuil d’anticoagulation est plus élevé dans le plasma du lapin
que chez I’homme.(365, 366) Pour des études d’activation et agrégation des plaquettes in vivo
pour un mod¢le de thrombose artérielle, I’utilisation des lapins serait plus avantageux que les

autres especes animales.(365)

NATEM Human Pig Sheep Rabbit Dog
CT (%) 100 45 4 40 44
CFT (%) 100 66 52 n 52
o (%) 100 78 54 92 59
MCF (%) 100 37 63 73 32
LI 45 (%) 100 2 6 6 6
Mean relative deviation (%) 100 45.6 43.2 56.4 386

Tableau I'V. Comparaison descriptive des données de la coagulation obtenues par NATEM chez I'homme,
le porc, le mouton, le lapin et le chien

NATEM :La coagulation est activée par le contact du sang avec les surfaces de la cuvette et de la broche.Les
moyens des animaux ont été mis en proportion relative par rapport aux valeurs humaines.
a, alpha angle; CFT, clot formation time; CT, clotting time; LI 45, lysis index a 45 min apreés le début de la
coagulation MCF, maximum clot firmness; NATEM, non-activated thromboelastometry. Issue de Lechner et
al.(366)
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Le modele anévrismal chez le lapin a des caractéristiques histologiques semblables a
celles des anévrismes humains et une cicatrisation avec des traits potentiellement comparables
apres coiling.(367) La morphologie et les caractéristiques hémodynamiques de ces anévrismes
peuvent imiter celles des Al humains.(368) De plus, les anévrismes créés avec cette méthode
montrent une perméabilité a long terme de plus de 24 mois. Malgré ces points forts, le modele
présente des faiblesses, notamment le fait que ces anévrismes ne sont pas un modele de
croissance ni de rupture anévrismale.(369) De plus, le site extra-cranien de création de
I’anévrisme ne reproduit pas l'environnement plus complexe de la localisation sous-

arachnoidienne des Al chez ’Homme.(41, 370)

8.1.1 Possibles complications lors de la création d'anévrismes chez le lapin

L'une des complications les plus fréquemment rapportées est la nécrose trachéale aprés
infusion d'élastase dans I’ACC. Cette complication est due a l'artére trachéo-cesophagienne
provenant de I'ACC droite conduisant a la perfusion d’¢lastase dans la trachée.(371, 372) Une
série de plus de 700 interventions chez le lapin a démontré que le processus de création
d'anévrismes est associé a un risque de mortalité de 8,4 % li¢ a des facteurs tels que I'anesthésie,
'automutilation (par morsure aux sutures) et l'accident vasculaire cérébral.(373) D'autres
complications qui ont été rapportées sont la survenue d'anévrismes de 1’aorte thoracique, la
paralysie laryngée due a une lésion chirurgicale du nerf laryngé récurrent, trachéite-laryngite

due a ’intubation, pneumonie et thrombose vasculaire. (374-376)
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9  Polysaccharides marins

Les cellules d’algues sont entourées d'une paroi cellulaire riche en polysaccharides
comme pour les plantes terrestres. La variation de la composition est évidente par rapport a la
phylogénie.(377) Les polysaccharides marins sont classés en tant que macromolécules sulfatées
et non sulfatées qui sont principalement dérivées de micro- et macroalgues (Figure 29).(378)
En particulier, les macroalgues sulfatées présentent des caractéristiques chimiques plus diverses
que les analogues non sulfatés, en termes de poids moléculaire, de composition de
monosaccharides, de teneur en sulfates et de position, qui interagissent avec diverses cibles
biologiques a différents niveaux conduisant a des activités pharmacologiques variées. On les
trouve dans différents phylums, comme les algues brunes (p. ex. fucoidanes), les algues rouges
(p. ex. carraghénane), et les algues vertes (p. ex. ulva-laitue de mer).(379) Bien que les algues
brunes, avec 1 755 espéces, ne soient pas la classe la plus abondante, leurs fucoidanes sulfatés
présentent plus d'applications potentielles dans différents domaines que celles isolées de 1'ulva
et du carraghénane.(380) Outre le fucoidane, les algues brunes contiennent ¢galement d'autres
types de polysaccharides, a savoir la laminarine et les alginates. Ces polysaccharides se trouvent

dans les matrices de la paroi cellulaire des algues brunes.(381)

Alginate Chitine/Chitosane
(algues)

(exosquelette des arthropodes-crustacés
endosquelette des céphalopodes-calmars et
paroi de certains champignons)

Fucoidane
(algues, concombre de mer)

Figure 29. Polysaccharides marins

Polysaccharides marins d'intérét pour des applications pharmacologiques, cosmétiques, nutraceutiques. Les
sources d'organismes marins sont également indiquées. Modifé de Ruocco et al.(378)
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9.1 Le fucoidane

Les fucoidanes sont des biopolysaccharides sulfatés qui ont des structures chimiques
hétérogenes et complexes. Leur présence est abondante dans les parois cellulaires de 1'algue
brune et d'autres espeéces marines.(382) La chaine principale est constituée d’un squelette
linéaire de L-fucose qui prédomine toujours sur d'autres monosaccharides, tels que le galactose,
le mannose, le glucose et les acides uroniques. Le L-fucose peut dépasser 90% de la

composition totale en sucre des fucoidanes (Figure 30).(383)

OH
H,C 0

HO o

OH

Figure 30. Formule de L-fucose

Le fucoidane a d'abord été extrait et caractérisé par Kylin, un botaniste suédois, a partir
de diverses especes de Laminaria et de Fucus. Initialement nommé fucoidine par Kylin en 1913,
environ 45 ans plus tard, le polymeére a été rebaptisé fucoidane (McNeely, 1959) afin de se
conformer au suffixe "- an" recommandé par la nomenclature d’IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry). Le terme fucoidane a été récemment adopté spécifiquement
pour les polysaccharides sulfatés marins hétérogénes riches en fucose et dérivés des différentes

especes d'algues brunes.(377)

105



0-(1->3)- OR o~(1->2)- OR

HaC 0 HsC (0]

0505 0
38 4s0;
-0,80 -0,50
HaC
_ H
0S0; C 0 0s0;
s 0s0;
0805 0s0; °
OR
a-(1->4)-
HoC
0503
HO
o)
HaC 0
0s0;
050;
0,80

Figure 31. Structures fucoidanes

Quelques structures de fucoidanes différant par les liaisons glycosidiques entre les unités L-fucose (a-(1—2)-, a-
(1—-3)- et a-(1—4)-. Figure issue de Lim et al.(381)

La composition chimique des fucoidanes issus de macroalgues est treés variée selon la
source des algues, I'emplacement géographique, et le processus d'extraction (Figure 31). Divers
monosaccharides, différentes liaisons glycosidiques, nature et nombre de ramifications et
contenu en ester de sulfate participent a la complexité de leurs structures. La présence de
groupes ester de sulfate confére une charge négative sur le squelette macromoléculaire
responsable de la caractéristique anionique de fucoidanes. Ces caractéristiques sont fortement

liées aux activités biologiques potentielles du fucoidane (Figure 32).(384, 385)
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Figure 32. Résumé des différents facteurs affectant le comportement biologique des fucoidanes.

Figure issue de Zayed et al. (384)

De nombreuses publications ont tent¢ de coupler ces activités a certaines
caractéristiques structurelles, notamment la composition en monomere, le poids moléculaire, la
teneur en sulfates et leur distribution le long de la chaine macromoléculaire. Cependant, les
relations structure-activité ne sont toujours pas bien élucidées et restent controversées.(386,
387) De plus, la plupart des activités pharmacologiques ont été testées a I'aide d'extraits bruts
ou de produits partiellement purifiés.(388) La raison en est probablement la nature complexe
de I’extrait brut ainsi que la grande variété des protocoles d’extraction et de purification.(389)
En outre, les contaminants co-extraits tels que les polyphénols qui ont une forte activité anti-
oxydante peuvent interférer avec 1'activité propre biologique des fucoidanes.(390) D¢s lors, la
caractérisation compléte des extraits est une étape indispensable pour identifier et isoler les
fucoidanes bioactifs, prélude indispensable a I’établissement des relations structure-activité. Par
conséquent, un fucoidane de qualit¢ pure est une condition préalable a tout usage

pharmacologique ultérieur.(384)
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Figure 33. Algues Fucales

Diftérentes structures chimiques du fucoidane de certaines algues Fucales. La structure de base est un squelette
de L-fucopyranoside avec une alternance de liaisons a-(1-4) et a-(1-3). Le C-2 est habituellement substitué par
des groupes ester de sulfate en plus de l'alternance du C-3 ou du C-4 dans le résidu L-fucopyranose, selon les
liaisons glycosidiques. En outre, on peut également trouver des polymeéres a chaine ramifiée comme chez F.
serratus. D’autres monosaccahrides en quantités plus faibles (p. ex. mannose, galactose...etc.,) sont distribués
dans la structure du fucoidane, leurs positions précises restant difficiles a établir. Figure issue de Zayed et
al.(384)

L’ hétérogénéité n’est pas seulement liée aux especes et aux méthodes d’extraction, mais
aussi au contenu en fucoidane de la paroi de 1’algue tout au long de I’année. Ainsi cette variation
saisonnié€re de la teneur en fucoidane a été mise en évidence chez le Fucus serratus, le Fucus
vesiculosus et 1° Ascophyllum nodosum récolté au Royaume-Uni et étudiée avec les extraits les
plus riches en fucoidanes recueillis en automne et les moins riches en fucoidanes au printemps
(Figure 33).(391) Une standardisation serait nécessaire pour les applications des
polysaccharides en médecine. Une nomenclature de normalisation devrait indiquer la saison de

récolte optimale pour avoir la plus forte activité biologique possible.(392)

Le poids moléculaire trés varié (13 kDa a 950 kDa) des fucoidanes est un paramétre
important de leurs activités biologiques.(384) Ils peuvent étre classés, selon leur poids
moléculaire, en trois catégories: fucoidanes de faible poids moléculaire (LMWF) ayant une
taille polymere inférieure a 10 kDa, fucoidanes de poids moléculaire moyen (MMWF) (10-10
000 kDa) et fucoidanes de poids moléculaire élevé (HMWF) (>10 000 kDa).(393) Parmi les
exemples : la relation entre un poids moléculaire élevé et une activité anticoagulante (394, 395),

un poids moléculaire faible et I'apoptose du cancer (396), et une activité angiogénique sélective
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dans des tumeurs comme anti-angiogéniques (397) ou dans des tissus altérés comme agents
proangiogéniques.(398) Malgré leur potentiel en tant que composés biologiquement actifs, la
masse moléculaire élevée des extraits bruts riches en fucoidanes et leur nature visqueuse ont
limité leur application en tant qu'agent thérapeutique. Le fucoidane de bas poids moléculaire
(LMWF) a une bioactivité plus slire et améliorée sans réactivité croisée et peut étre préparé par

des moyens chimiques, radicaux ou enzymatiques.(399)

Des études structure-fonction ont montré que la distribution des charges négatives des
groupes sulfate sur le squelette de fucoidane plutdt que son poids moléculaire serait importante
pour les activités biologiques.(400) La bioactivité du fucoidane dépend donc de la nature et de
I'étendue de la sulfatation. Il y a une plasticité élevée dans la formation de sulfate des fucoidanes
chez les algues brunes a la fois entre les especes vivant dans une méme zone locale et pendant
la régulation des réponses d'un seul organisme aux variations de salinité.(377) Sa teneur en
sulfate varie entre 5 % et 38 %.(401, 402) Les groupes sulfate peuvent étre positionnés dans un
plan équatorial, c'est-a-dire en positions C2 et/ou C3, et/ou dans un plan axial, c'est-a-dire en
position C4 du fucose. Les groupes sulfate du fucoidane joueraient un réle important dans ses
activités biologiques, ou il a été constaté que 1'augmentation de la teneur en sulfate du fucoidane
augmenterait ses activités anticoagulantes et antioxydantes.(387, 403, 404) Il a été rapporté que
le profil de sulfatation serait un facteur important, en particulier en C-4 pour I’activité antivirale
(405) ou en C-2 et C-3 pour l'activité anticoagulante (406), ainsi que la teneur en sulfate (densité
de charge) pour l'activité anticancéreuse (407, 408) ou le potentiel de réparation des cellules
rénales 1ésées (409), le degré de ramification pour l'activité antitumorale.(410) Wang et al.
(2010a) ont expliqué que les groupes sulfate agiraient comme des groupes attracteurs
d'électrons sur le polysaccharide, et augmenteraient ainsi leur capacité a piéger les radicaux

libres.(404)

9.1.1 Extraction du fucoidane

La plupart des extractions réalisées par les scientifiques étaient dans des conditions
acides douces avec des variations de température, puis des précipitations a 1'éthanol. Au fil des
ans, grace a une meilleure compréhension de la structure et des caractéristiques du fucoidane et
d'autres composants de 1'algue brune, des méthodes améliorées d'extraction du fucoidane ont
¢té mises en ceuvre. L’extrait de fucoidane est défini par la présence de fucoidane en milieu
liquide, qui peut aussi contenir d'autres composés/impuretés. Les techniques modernes

d’extraction de fucoidane sont assistée par micro-onde, ultrason ou par [’hydrolyse
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enzymatique.(381) L'utilisation de la technologie enzymatique pour des extractions et des
modifications sélectives a fait I'objet d'une attention accrue ces derniers temps, en particulier
en ce qui concerne la préservation du caractére structurel spécifique et des propriétés
fonctionnelles des composants cibles. L'hydrolyse enzymatique empéche la perte du groupe
sulfate par rapport a I'hydrolyse chimique. Une enzyme bien connue pour l'hydrolyse des
fucoidanes est les fucoidanases ou L-fucosidases, distribuées de maniére extracellulaire et
intracellulaire parmi plusieurs organismes.(411) La gamme de producteurs d’enzymes
dégradant les fucoidanes est large allant des bactéries au concombre de mer. Cette enzyme est
¢galement rapportée chez les vertébrés plus évolués.(399) Les techniques d'extraction
enzymatique ont ainsi un potentiel d'application considérable pour le développement de la

production durable de fucoidanes.

9.1.2  Applications médicales des fucoidanes

Au cours des vingt derniéres années, les molécules de fucoidane sulfatées ont été
largement explorées pour leurs propriétés médicinales et leur intérét pour les applications
biomédicales, a savoir la régulation des réponses immunitaires, I'hémostase, l'infection virale
et la croissance tumorale. Ces activités résident probablement dans la capacité des fucoidanes
sulfatés a imiter la structure des fractions glucidiques des glycosaminoglycanes de
mammiferes.(412) Le fucoidane est non toxique et biocompatible (413), qui est étudi¢ en
nanomédecine pour I'administration de médicaments. (414-416) Des effets pharmacologiques
trés divers ont ¢été rapportés, notamment antitumoral, antiviral, antimicrobien, anti-

inflammatoire et anticoagulant.(382, 417)

110



Osteo-

Anticoa- arthritis Hepatic
gulant steatosis
i X Stem cell
generative | .
diseases R ‘1l 6B therapy
5 %% 7

Cancer . _ * =) Gastric

- - ulcers

Fucoidan .-, )

Renal

Diabetes & - -
’ &*\3 ischemia
4 &
Colitis 2, / Gout

-
7

Infec-

Pancrea- .
Skin tions

titis inflam-
mation

Figure 34. Applications biomédicales proposées du fucoidane

Figure issue de Apostolova et al.(418)

La large gamme d'activités biologiques est la source de multiples applications possibles.
En effet, les activités pharmacologiques de fucoidanes en font un candidat pour le traitement
des troubles hémorragiques (419), de l'inflammation (420), des infections virales (421), des
tumeurs malignes (422), et des troubles immunitaires (Figure 34). (423) Cependant, le
développement de suppléments de fucoidane standardisés est un processus compliqué, de plus,
ces activités sont rapportées principalement a partir d'expériences in vitro ou d'évaluations in
vivo sur des animaux de laboratoire. Les fucoidanes isolés a partir de la méme source d'algues
pourraient avoir l'effet inverse lorsqu'ils sont évalués dans différents modeles in vitro ou

différents modéles animaux.(418)

9.1.3 Inflammation et effet immuno-modulateur du fucoidane

L'action du fucoidane est rapportée a différents stades du processus inflammatoire : (i)
blocage de I'adhésion et de l'invasion lymphocytaire (ii) inhibition de multiples enzymes et (iii)

induction de l'apoptose (Figure 35).(418)

111



-~ Downregulation of the N
\ MAPK signalling palhwavs/

e

&/J\ )
DN / >
G- Q;)

@ ",

Domlreguhtion of the \'F-
KB signalling pathways )
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Figure issue de Apostolova et al.(418)

Le mécanisme d'action le plus largement étudié¢ du fucoidane est la régulation négative
de la voie de signalisation MAPK et NF-kB et la diminution suivante de la production de
cytokines pro-inflammatoires.(420, 424, 425) Le fucoidane pourrait inhiber de maniére
significative la libération de NO induite par les lipopolysaccharides bactériens et réduire
l'inflammation. Il serait également un ligand du récepteur A scavenger des macrophages, qui
peuvent étre absorbés par les macrophages et inhiber la production de NO. L'inhibition de la
migration des leucocytes vers les tissus inflammatoires serait une autre manifestation de

l'activité anti-inflammatoire du fucoidane. (426)

Certains auteurs ont également suggéré le rdle de l'inhibition des sélectines. Le
fucoidane est capable de lier et de bloquer la fonction des P et L sélectines, qui médient les
intéractions entre les plaquettes, les leucocytes et les cellules endothéliales dans la formation
de thrombus.(427) Le fucoidane de bas poids moléculaire se lie aux plaquettes activées et le

niveau de liaison est corrélé au degré d'activation plaquettaire.(428)

En ce qui concerne la régulation immunitaire, les relations structure-activité¢ du

fucoidane demeurent controversées. Khil’chenko et al. ont démontré que la présence de sulfates
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et de groupes acétylés a un impact majeur sur 1’activité immunomodulatrice du fucoidane, ce
qui pourrait réduire la libération de cytokines inflammatoires. (429) Méme si l'activité anti-
inflammatoire du fucoidane est abondement rapportée, il existe également des études révélant
une production accrue de cytokines pro-inflammatoires. Une étude comparative sur les effets
des fucoidanes obtenus a partir d'Ascophyllum nodosum, de Macrocystis pyrifera, d’Undaria
pinnatifida, et de Fucus vesiculosus aurait révélé leur potentiel immunomodulateur. Tous les
fucoidanes augmenteraient de fagon significative la production d'IL-6, d'IL-8 et de TNF-a a
partir de neutrophiles humains purifiés.(430) On suppose que le fucoidane se lie a différents
récepteurs tels que les récepteurs Toll-like (TLR) sur les cellules dendritiques (DCs), les
macrophages et d'autres monocytes, puis les activerait pour libérer des facteurs pro-
inflammatoires, des cytokines et des chimiokines, qui peuvent aider I'hote a former une réponse
immunitaire forte et parvenir a une régulation multicanal et multiniveau du systéme

immunitaire.(431)

9.1.4 Angiogenése, cicatrisation et fucoidane

Les polysaccharides sulfatés peuvent se lier aux protéines. Des groupes d'acides aminés
basiques chargés positivement sur des protéines forment ainsi des paires d'ions avec des groupes
sulfates ou carboxylates (432) Par ses interactions avec les facteurs de croissance et le systéme
du complément, le fucoidane peut avoir des effets variés sur les cellules.(433) En particulier, le
fucoidane contribuerait a I'amélioration des fonctions cellulaires telles que l'adhésion, la
migration, la prolifération et la différenciation par liaison aux protéines d'adhésion, aux facteurs

de croissance et aux cytokines.(434)

Les fucoidanes solubles, en partie en raison de leur structure ionique, pourraient agir
comme réservoir de facteurs pro-angiogéniques et influencer 1'équilibre entre le stockage et la
libération de ces facteurs et moduler l'activit¢ des facteurs de croissance pro-
angiogéniques.(435) L'interaction entre certaines fractions de fucoidanes et les facteurs de
croissance empécheraient leur inactivation par protéolyse (436) et induiraient une migration

accrue des cellules endothéliales in vitro.

Les fucoidanes de bas poids moléculaire pourraient moduler localement 1'expression des

métalloprotéinases matricielles pour la libération des composants matriciels.(437)

En raison de ses groupes sulfate chargés négativement, le fucoidane se lie et modulerait

l'activité de facteurs de croissance tels que le VEGF pour lequel il a une affinité élevée. (438)
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Le VEGEF stimule la prolifération et la migration des cellules endothéliales et recrute également
des cellules mononucléaires et des macrophages qui produisent des facteurs angiogéniques
supplémentaires.(439) Diverses études font état d'effets inhibiteurs et stimulateurs du traitement
par le fucoidane sur l'expression du VEGF et ses effecteurs en aval.(440, 441) Ainsi le
fucoidane extrait d'Undaria pinnatifida inhiberait in vitro la formation de micro-vaisseaux dans
une lignée cellulaire endothéliale de veine ombilicale humaine en inhibant l'expression de
l'isotype VEGF-A.(441) Avec sa structure de type héparine, le fucoidane serait capable
d’induire I'angiogenése in vitro en modulant les propriétés proangiogéniques des facteurs de
croissance de liaison a 1'héparine tels que le bFGF-2 et le VEGF, en les protégeant de la
protéolyse et en améliorant leur activité angiogénique, comme le démontre une augmentation
de la formation de tubes dans Matrigel. (442) L'administration de fucoidane est associée a des
augmentations du VEGF et du SDF-la dans la zone ischémique, ou ces facteurs
chimiotactiques pourraient mobiliser les cellules souches endothéliales et participer a la
néovascularisation. Le fucoidane aurait également le potentiel de réduit le remodelage
myocardique en limitant la fibrose.(443) En effet le fucoidane favoriserait 1'angiogenése post-
ischémique, a la fois par son rdle sur le SDF-1 a qui mobilise les cellules souches de la moelle
osseuse et par son action sur les facteurs de croissance. Le fucoidane se lierait a SDF-1 a et le
libérerait ainsi de ses sites de liaison endogénes sur les protéoglycanes du sulfate d'héparane
situés a la surface des membranes des cellules stromales ou de la matrice extracellulaire dans
la moelle osseuse, augmentant ainsi de maniere importante les taux plasmatiques de SDF-1a et
sa biodisponibilité aux sites ischémiques.(438, 444) Le récepteur 4 de la chimiokine (motif C-
X-C) couplé a SDF-1a est présent en particulier sur les cellules médullaires CD34+. SDF-1a
induirait la mobilisation et la prolifération des cellules souches CD34+ ; il interviendrait dans

l'angiogenese avec le VEGF et le FGF 2, ce qui potentialise ses effets.(435, 445)

Diverses ¢études ont montré les effets bénéfiques du fucoidane dans les modeles de
cellules souches/progénitrices et de maladies : le fucoidane protegerait les cellules souches
mésenchymateuses (CSM) contre la sénescence cellulaire médiée par le p-crésol par
transduction du signal FAK-Akt-TWIST(446). Dans une autre étude, le fucoidane protégerait
les CSM de la mort cellulaire induite par ischémie par modulation des protéines associées a
l'apoptose et des niveaux de ROS cellulaires par régulation des voies MnSOD et Akt, ce qui
suggere que le fucoidane pourrait étre un adjuvant thérapeutique intéressant pour un traitement
a base de CSM.(447) Lorsqu'il est administré par voie intraveineuse, le fucoidane serait efficace

pour mobiliser les cellules souches de la moelle osseuse grace a sa capacité a se lier a SDF-
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1/CXCL12, un chimiotactique (448, 449) dont il a ét¢ démontré qu'il induisait la mobilisation
et le recrutement local de CPE pour augmenter leur différenciation en cellules endothéliales
matures.(450) Les inhibiteurs sulfatés de la sélectine, en particulier les fucoidanes, induiraient
une mobilisation rapide et robuste des cellules souches hématopoiétiques (CSH). L'effet du
fucoidane semble également étre médié par des mécanismes indépendants de la sélectine. La
sulfatation, mais pas la fucosylation du glycane semble essentielle & son effet dans la

mobilisation des cellules souches hématopoiétiques.(451)

Le processus de cicatrisation et de réparation de plaie serait contrdlé par la libération de
toutes sortes de facteurs de croissance, par exemple, les facteurs de croissance dérivés des
plaquettes (PDGF), les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), et le facteur de stimulation
des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF). Parmi les facteurs de croissance
disponibles, le facteur de croissance fibroblastique basique (bFGF) a un intérét particulier. Le
bFGF, un membre de la famille du FGF, est un facteur de croissance liant I'héparine. (452-454)
Il interviendrait dans la cicatrisation et I'angiogenése des plaies et jouerait un role clé dans la
prolifération et la différenciation d'une grande variété de cellules et de tissus.(455, 456)
Cependant, le bFGF n'est retenu que pendant une courte période au niveau des sites des plaies,
en raison de sa susceptibilité a la dégradation enzymatique et thermique in vivo. (457) Le
fucoidane serait connu pour se lier a des facteurs de croissance se liant a 'héparine telle que le
bFGF pour potentialiser son effet, pour mobiliser le facteur 1 SDF1 dérivé des cellules
stromales et pour faciliter I'angiogenése dans un modele de rat (458). Les groupes sulfatés du
fucoidane affecteraient significativement l'activité et la libération du bFGF et seraient
responsables des effets protecteurs du fucoidane.(457, 459, 460) Un modele de Matrigel in vitro
a révélé que le fucoidane améliorerait I'angiogenése induite par le bFGF par l'activation médiée

par JNK et p38 de la signalisation AKT/MMP-2.(461)

Parmi nos partenaires dans le cadre du projet “Programme Pionniers de la recherche -
DCM20181039543 financé par la Fondation de la Recherche Médicale, le groupe porté par le
Pr Frédéric Chaubet et le Dr Jean-Baptiste Michel de 1’'unit¢ INSERM U 1148 de I’hdpital
Bichat a une trés grande expérience dans la caractérisation et 1’utilisation du fucoidane a visée

thérapeutique.

115



10 Méthodologie

Objectif du projet :
Améliorer la cicatrisation et I’exclusion a long terme des Al en greffant de fagon
covalente un polysaccharide sulfaté pro-cicatrisant, le fucoidane, a la surface des coils utilisés

pour le comblement des Al

Type d’étude :
Il s’agit d'une étude préliminaire exploratoire, preuve de concept dont nous voulions
vérifier la faisabilité. On mesure le remplissage de I’anévrisme et la cicatrisation par la fibrose

anévrismale par quantification essentiellement des collagénes.

Hypothése de travail :

Le fucoidane favoriserait la formation du thrombus en se liant a la L sélectine exprimée
par les leucocytes et P sélectine surexprimée par les plaquettes activées. Le fucoidane
mobiliserait aussi les facteurs de croissance impliqués pour le recrutement des cellules souches
de la moelle osseuse et hématopoiétique qui elles-mémes sont impliquées dans le processus de
cicatrisation des anévrismes. Sur la base des potentiels avantages sus-mentionnés, nous avons
émis 1’hypothese que le fucoidane de bas poids moléculaire Ascophyscient® greffé sur des
coils nus pourrait diminuer le taux de la recanalisation des anévrismes embolisés et apporter
une meilleure cicatrisation quantitative et qualitative des anévrismes mesurée sur différentes

échelles détaillées plus loin.

Modé¢le utilisé :
Il s’agit d’une étude in vivo basée sur un modele d’anévrisme a 1’¢lastase chez le lapin

blanc de Nouvelle-Zélande (voir chapitre 11.1).

Groupes expérimentaux :

Nous avons inclus 45 lapins répartis en 3 groupes traités avec coils non recouverts ou
recouverts soit avec du fucoidane; soit avec du dextrane (a priori sans activité vis-a-vis les
facteurs de croissance). Afin de respecter la régle des 3R visant a réduire le nombre d’animaux

utilisés dans le cadre de la recherche et s’agissant d’une étude preuve de concept, nous n’avons
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pas calculé de nombre de sujets nécessaires. L.’ implantation a été faite en aveugle du groupe de

randomisation.

Les critéres d’évaluation :

1. Résultats angiographiques pour évaluer la recanalisation a 1 mois du traitement comparant

3 groupes randomisés. Les angiographies ont été réalisés en aveugle du groupe de
randomisation. Le grade d’occlusion angiographique a ¢été analysé par trois
neuroradiologues interventionnels expérimentés en aveugle du type de coils implantés et
catégorisé selon la classification de Raymond-Roy modifiée. Ces évaluations ont été faites
indépendamment par chacun des lecteurs et par consensus en cas de discordance. Une
recanalisation était définie par la réopacification de la partie du sac anévrismal au contact
du collet de I’anévrisme sur une artériographie de contrdle avec augmentation de classe

selon le score Raymond-Roy modifi¢ au cours du suivi. ( Figure 36).

£

Class IIla Class IIT
Figure 36. Classification Raymond-Roy modifiée (MRRC).

Classe I : oblitération complete ; Classe II : collet résiduel ; Classe I1I a : anévrisme résiduel avec contraste dans
les interstices des coils ; Classe III b : anévrisme résiduel avec contraste le long de la paroi de l'anévrisme. Figure

issue de Mascitelli et al.(462)
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2. Le critere de jugement principal de 1’étude est la cicatrisation histologique évaluée grace a

un critére composite associant histologie en microscopie classique et microscopie
multiphotonique. Cette évaluation a été réalisée a trois endroits distincts du sac anévrismal
de maniere reproductible pour tous les anévrismes. Pour chaque anévrisme ont été définies
une zone distale correspondant au fond de I’anévrisme, une zone intermédiaire « milieu »
et une zone proximale au collet de ’anévrisme. Les prélévements ont été réalisés a quatre
semaines de I’embolisation. Les analyses histologiques ont été réalisés en aveugle du
groupe de randomisation. Nous avons examin¢ trois critéres dans chaque zone étudiée :

e le score histologique selon le critére composite défini au chapitre 12.4.

e la surface occupée par le collagéne grace au signal de second harmonique en
microscopie multiphotonique SHG (en pourcentage par rapport a la surface
totale, plugin FIJI Analyze-Measure)

e un score de direction des fibres de collagéne (grade de 1 a 3 en fonction de
I’homogénéité de 1’organisation de ces fibres, plugin FIJI Analyze-

Directionality).
Afin d’évaluer les stades de cicatrisation en critére primaire, nous avons d’abord fait
une analyse considérant I’ensemble de I’anévrisme et en critére secondaire nous avons comparé

séparément chacune des trois zones anévrismales sur les trois critéres précédemment cités.

Méthodes statistiques :

Résultats angiographiques : Echantillon de petite taille < 30 avec 3 groupes étudiés :
- groupe de coils recouverts de fucoidane- 14 lapins
- groupe de coils recouverts de dextrane- 6 lapins
- groupe de coils nus- 7 lapins
e Les variables continues sont rapportées sous forme de médiane.
e Les variables catégorielles sont exprimées en fréquence (%).
e L’extension Freeman-Halton du test exact de Fisher était utilisée pour évaluer les
variables qualitatives non paramétriques.
e Un test de Kruskal-Wallis était utilis¢é pour évaluer les variables quantitatives non

paramétriques.
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Les valeurs de p<0.05 ont été considérées comme statiquement significatives. Toutes les

analyses statistiques ont été effectuées a 'aide du logiciel R (v3.6.1).

Résultats histologiques : Echantillon de petite taille < 30 avec 3 groupes étudiés

- groupe de coils recouverts de fucoidane- 8 lapins
- groupe de coils recouverts de dextrane- 5 lapins

- groupe de coils nus- 4 lapins

e Considérant ’ensemble de I’anévrisme pour la surface de couverture par le collagéne,
un test par ANOVA a | facteur a été utilisé.

e Considérant séparément chacune des trois zones anévrismales pour la surface de
couverture par le collagéne, un test par ANOVA a 2 facteurs a été utilisé (recouvrement
et zone avec test de comparaison multiples post-hoc de Sidak).

e Considérant I’index histologique pour I’ensemble de I’anévrisme un test par ANOVA
a 1 facteur a été utilisé (comparaison multiples avec un test de post hoc Dunett)

e Considérant séparément chacune des trois zones anévrismales pour 1’index
histologique un test par ANOVA a 2 facteurs a été utilisé (effet zone et coil avec test
de comparaison multiples post-hoc de Tukey)

e Considérant I’organisation et I’orientation des fibres de collageéne un test par ANOVA a 1

facteur a été utilisé (comparaison multiples avec un test de post hoc Dunett)

Les valeurs de p<0,05 ont été considérées comme statiquement significatives. Toutes les

analyses statistiques ont été effectuées a 1'aide du logiciel graphPad Prism 8.

Déclaration sur les animaux et éthique :

Toutes les procédures de soin des animaux et les expérimentations ont été menées
conformément a la législation francaise de 2013 et aux lignes directrices de la Communauté
européenne (directive 2010/63/UE) et approuvée par le ministére francais de la Recherche

(C87-085-07).
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11 Protocole de recherche

11.1 Création des anévrismes

Les anévrismes sont créés sur des lapins blancs de Nouvelle-Z¢lande (de 3.5-4kg) sous
anesthésie générale par injection intra-musculaire de Kétamine (20 mg/kg) + Xylazine (4.5
mg/kg) + Acépromazine 1% (1mg/kg). Apres rasage de la zone cervicale, une anesthésie locale
par injection sous-cutanée de Xylocaine a 2% (Xylocaine®, ©AstraZeneca) est pratiquée suivie
par une incision médiane pour exposer I’ Artére Carotide Commune (ACC) droite. A la suite de
dissection de D’artére, une artériotomie est réalisée, et un désilet de 5 French (Mini-guide
plastique 5 Fr. Radiofocus®, Introducer II, Terumo Europe) est introduit de fagon rétrograde a
1 cm de l'ostium de I’ACC droite. Deux-mille unités internationales d’héparine (Héparine
Choay® sodique, 25000 U.I. / 5 mL) sont administrées par injection intraveineuse pour prévenir
la formation de thrombus artériel per-procédure. Sous contrdle scopique par rayons X (Mobil
C- arm — Siemens Arcadis Varic Model No.08079233 Serial No. 6676 IVK; Munchen,
Germany), un cathéter d’embolectomie artérielle de 3 French (EMB 40, Fogarty®, Edwards
LifesciencesTM, Edwards Lifesciences Germany) est avancé de facon rétrograde jusqu’a
I’origine de ’ACC droite. A cet emplacement, le ballon d’embolectomie est gonflé avec une
solution contenant du produit de contraste (Hexabrix® 320 mg/mL, Guerbet, Roissy CdG,
France) afin de créer une chambre de remplissage (Fig.49). Une solution contenant 45 U.L
d’élastase pancréatique de porc (Classification of the enzyme by IUB System:3.4.21.36;
Référence: Code :ES Cat. No. LS002280 Size 1gm ; Worthington Biochemical Corporation)
est injectée dans cette chambre de remplissage a travers le désilet, et est laissée en incubation
pendant 20 minutes. Le cathéter d’embolectomie et le désilet sont ensuite retirés, et la carotide
est ligaturée en distalité. Apres suture des plans musculaires profonds et du plan cutané avec un

surjet de Vicryl 4-0, le lapin est réinséré dans sa cage pour suivi post-opératoire (Figure 37).

Le développement d’un anévrisme requiert trois semaines apres la création chirurgicale
de I’anévrisme. Durant cette période, les forces hémodynamiques exercées sur la paroi artérielle
1ésée par ’élastase permettront la croissance de l'anévrisme qui sera stabilisée a environ 3
semaines apres la création. Ce modele expérimental permet d’obtenir des anévrismes
histologiquement semblables aux Al humains avec des tailles variant de 5 a 10 mm de plus

grand diametre et un collet d’environ 4 mm.
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Figure 37. Modéle d'anévrisme d'élastase de lapin.

La création d'anévrisme chez le lapin consiste a exposer 'ACC droite. Aprés avoir obtenu un acces
artériel, un ballon est avancé a l'origine de I'ACC. Lorsque le ballon est gonflé, 1'¢lastase est injectée
remplissant l'artére. L'élastase est incubée dans I’artére pendant 20 minutes. L'élastase et le ballonnet

sont ensuite retirés, et la partie distale de I'ACC est ligaturée, formant I’apex de 1'anévrisme. Les forces
hémodynamiques exercées sur la paroi artérielle 1ésée par 1’¢élastase permettront la croissance de
I'anévrisme qui sera stabilisée a environ 3 semaines apres la création. Images issues de Brinjikji et

al.(370)

11.2 Traitement des anévrismes par voie endovasculaire

Les anévrismes ont été traités trois semaines apreés leur création. Sous anesthésie
générale, un cathéter guide SF Envoy (Codman Neurovascular, Raynham, MA, USA) est
navigué de l'artére fémorale commune droite jusqu’au tronc brachiocéphalique. En utilisant la
technique coaxiale, un microcathéter Excelsior SL 10 (Stryker, Fremont, CA, USA) est avancé
dans I'anévrisme. Nous avons utilisé des coils de platine détachables Axium (Medtronic, Irvine,

CA) ou Optima (BALT, Montmorency, France).

Les anévrismes ont été¢ embolisés avec des coils Optima (Balt, Montmorency, France)

ou Axium (Medtronic, Irvine, USA). Trois groupes ont été constitués et les anévrismes étaient
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traités soit avec des coils de platine nu, Optima coils de BALT, Axium coils de Medtronic
(groupe témoin, n=7), des coils de platine recouvert de dextrane (groupe témoin, n=6) ou des
coils de platine recouvert de fucoidane (groupe test, n=14). Les coils utilisés pour le greffage

étaient des coils Axium et Axium Prime de Medtronic.

Le groupe de traitement était tiré au sort par I’assistant sans communiquer le groupe
attribué a ’opérateur. L’assistant mettait a la disposition de I’opérateur en fonction du groupe
assigné la taille de coil demandé par 1’opérateur. Chaque anévrisme a été traité par I’opérateur
en aveugle du type de coils utilisés, avec le nombre de coils jugé adapté a la taille de I’anévrisme
pour obtenir la meilleure occlusion possible. L’opérateur mettait fin au coiling quand il estimait
que le packing de l'anévrisme était suffisant. Toutefois, aucune technique d’assistance au
coiling n’a été utilisée notamment pas de ballon de remodeling. Aucun antiagrégant plaquettaire
n’a été administré aprés embolisation. Le dextrane serait un témoin permettant de vérifier si le
fucoidane augmente réellement la capacité de prolifération/guérison cellulaire
comparativement au dextrane qui est également un polysaccharide mais n’ayant pas d’effet

biologique propre. Une artériographie a été réalisée en fin d’embolisation.

11.3 Artériographie de contrdle

Les images angiographiques ont été réalisées sur un Mobil C- arm — Siemens Arcadis
Varic Model No.08079233 Serial No. 6676 IVK; Munchen, Germany. Les évaluations ont été
réalisées par artériographie directement aprés embolisation. Quatre semaines apres

'embolisation, une artériographie de contrdle a été réalisée.

11.4 Pathologie

Aprés contrdle angiographique de 1’embolisation, une euthanasie des animaux par
injection létale de T61 (Embutramide, Mébézonium, Tétracaine) était exécutée suivie par un
prélévement chirurgical de I’anévrisme traité.

Pour le prélévement de 1’anévrisme, une sternotomie médiane est réalisée. Une
dissection chirurgicale minutieuse est réalisée depuis 1’origine de I’aorte et jusqu’a 1’artére
sous-claviére droite permettant de prélever l'anévrisme coilé qui est ensuite immergé dans du
tampon phosphate (PBS). L'artére porteuse est coupée longitudinalement pour visualiser

l'orifice du collet en vue d'une inspection macroscopique pour évaluer la prolifération tissulaire
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au niveau du collet. Aprés photographie, 1'échantillon est fixé avec 2% de glutaraldéhyde

(G5882, Merck, Allemagne) pendant 24 heures avant inclusion en méthacrylate.

Fixation

Les échantillons prélevés sont rincés dans du PBS (Phosphate Buffer Saline), et fixés
dans du Glutaraldéhyde 2 % 18-24 h.

La fixation au glutaraldéhyde nécessaire pour les inclusions en résine, n’a pas permis
de réaliser d’analyse d’immuno-histochimique telle que :CD31 (qui vise les cellules
endothéliales au collet), a-SMA (qui vise l'actine du muscle lisse, pour voir la présence de

cellules musculaires lisses) et RAM-11 (anticorps spécifique des macrophages de lapin).

Déshydratation
La déshydratation est effectuée par 12 bains successifs de 24 h dans des concentrations

croissantes d’éthanol (3 bains a 70%, 3 bains a 85 %, 3 bains a 95 %, 3 bains a 100%).

Inclusion

Les échantillons sont inclus en résine PMMA - poly(méthacrylate de méthyle) - selon
le protocole suivant : I’échantillon est plongé pendant 72 heures dans une solution MMA 1
contenant 6 mL de méthyl méthacrylate, 3,5 mL de butyl-méthacrylate, 500 pL de méthyl
benzoate, 120 pL de polyéthyleéne glycol (PEG) 400. L’¢échantillon est ensuite plongé pendant
24 h dans une solution MMA II contenant en plus des constituants du MMA 1, 40 mg de benzoyl
peroxyde.
L’échantillon est inclus dans la solution de polymérisation contenant 6 mL de méthyl
méthacrylate, 3,5 mL de butyl méthacrylate, 500 L de méthyl benzoate, 120 pL de PEG 400,
80 mg de benzoyl peroxyde, 60 puL de N,N-diméthyl-p-toluidine. La polymérisation est

effectuée sans oxygene, sous atmosphere neutre, a 4°C, pendant 24 h.

Coupes

Les blocs sont coupés grace a un microtome (RM2245, Leica) équipé de couteaux en
carbure de tungsténe a 6-8 um d’épaisseur. La coupe est ensuite déposée sur éthanol sur lame
(SuperFrost Plus Gold, Thermo Scientific) et séchée 18 h a 56°C.
Pour les colorations ultérieures, la résine est dépolymérisée par 3 bains de 2-méthoxyméthyl

acétate.

Colorations
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Les colorations a I'hématoxyline-éosine (HE) et Trichrome de Masson ont été utilisées

pour les analyses en microscopie optique.

Les analyses en microscopie a la lumiére blanche ont été réalisées au sein du laboratoire

XLIM par Jérémy Mounier et les analyses multiphotoniques par le Dr Sylvia Bardet.

Microscopie a la lumiére blanche
Les analyses en microscopie en lumiére blanche ont été faites sur un scanner de lames
Nanozoomer 2.0 RS (objectif x40, Hamamatsu Photonics) et les images obtenues étudiées sur

le logiciel NDPView.

Microscopie multiphotonique

Pour chaque échantillon, des images en microscopie multiphotonique ont été acquises
sur des lames non marquées et non déplastifiées en 3D dans le canal du signal de génération de
second harmonique (SHG, correspondant principalement au collagene).

La microscopie multiphotonique donne acces a des profondeurs de plus en plus
accessibles sur tissu biologique, de I’ordre de 400 um, et permet de visualiser des images en 3
dimensions selon leurs niveu de transparance. Un microscope multiphoton
BX61WI/FV1200MPE (Olympus) personnalisé est couplé avec un laser pulsé femtosecond
Ti:Sapphire réglable (Chameleon Ultra II, Coherent). Des miroirs (PF10-03-PO1, Thorlabs) et
un extenseur de faisceau (BE02-05-B, Thorlabs) permettent 1’adaptation de la taille du faisceau
et de son axe dans un objectif a immersion 25X (XLPLN25XWMP, 1.05 ouverture numérique,
2 mm distance focale, Olympus). La puissance moyenne est ajustée avec un cube de polarisation
(WPH10M-830, CM05-PBS202, Thorlabs). Les images 3D multi-canal (500x500 pm) sont
collectées a 2 um d’intervalle, 512x512 pixels, 12.5 ps/pixel a 810 nm avec le logiciel
FluoView FV1200 (v4.1.1.5, Olympus). La lumiére d’excitation est séparée de celle émise avec
un miroir dichroique (<650 nm). Les différents composants de la lumiére émise de 1I’échantillon
sont eux séparés avec un miroir dichroique (570 nm) qui distribue la génération de second
harmonique (SHG) et la fluorescence rouge vers deux tubes photomultiplicateurs (PMT) a
travers des filtres d’émission spécifiques de fluorophore (405/10 pour la SHG — pseudo-couleur

vert ou gris selon les images, 607/36 pour 1’auto-fluorescence - pseudo-couleur rouge).
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Quantification et orientation des fibres de collagene

Toutes les images ont été corrigées en arriere-plan et filtrées a la médiane de fagon égale
sur les échantillons aprés conversion en images en rouge/vert/bleu (RVB) ou en niveaux de
gris. Les images ont été¢ segmentées (attribution d'étiquettes aux voxels dans les images
3D), puis un rendu volumique direct a permis d'afficher une projection 2D a partir d'une série
de données 3D et mesurées avec le logiciel Imaris (Bitplane AG). L'orientation des fibres de
collagéne a été calculée a l'aide du plugin Orientation] (ImageJ, NIH). La quantification du
collagéne a été effectuée apres la projection en Z des images brutes 3D, en divisant les canaux
(RVB) pour ne conserver que les images correspondant au canal du SHG, et en établissant des
plages de seuils pour mieux distinguer les fibres de collagene du reste du méme échantillon
(artefacts ou débris) et du fond de 1'image. La surface de collagéne (%) a été quantifiée a 'aide

de la commande "Analyser les particules”.
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12 Etat des lieux

12.1 Structure globale du projet

Le projet regroupe deux équipes spécialisées en sciences des matériaux (P1, P2) et une

équipe de recherche préclinique en neuroradiologie interventionnelle (P3).

P1 : INSERM, LVTS : Laboratoire de recherche vasculaire translationnel U 1148, Université
Paris 13, Hopital Bichat, Paris

P2 : CEA, LICSEN Laboratoire d’Innovation en Chimie des Surfaces et Nanosciences UMR
3685

P3 : CNRS XLIM UMR 7252 et CHU Limoges

Le projet se décompose en plusieurs parties avec les 3 équipes qui sont intervenues dans

différentes taches distinctes selon la stratégie suivante (Figure 38) :

1. La fonctionnalisation et la caractérisation des polysaccharides afin de les rendre
greffables sur le substrat. Effectuées respectivement par P1 et P2.

2. Le greffage des polysaccharides sur les substrats métalliques (coils) en utilisant un sel
de diazonium connu pour sa capacité a former des liaisons covalentes avec les métaux
et a former des radicaux permettant la polymérisation de fonction méthacrylates.
Effectué par P2.

3. La mise en culture et la mesure de la prolifération de cellules endothéliales sur des
¢échantillons in vitro et la mise en ceuvre du modele animal. Effectuées par P1 et P3.

4. Evaluation des endoprothéses et études histologiques Effectuée par P3.
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Figure 38. Schéma global du projet

Le paragraphe sur la chimie mise en ceuvre au cours de ce projet est un travail préliminaire
et indispensable pour la compréhension de 1’étude in vivo qui constitue ma propre partie. Ceci

est nécessaire pour éclairer mes propres travaux.

12.2 Préparation des coils

Les coils utilisés pour le greffage étaient des coils Axium et Axium Prime (Medtronic).
Un fucoidane de bas poids moléculaire commercial extrait d’Ascophyllum nodosum
(Ascophyscient®) fourni par Algues et Mer (réf. ASPHY 12399, Ouessant, France) et un

dextrane de masses molaires T 10 ont été utilisés (Tableau V et Figure 39).
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Espéce Dénomination Masse Molaire Mw (kDa)

Dextrane (T10) Lot N°HG 26462 10

Tableau V. Polysaccharides utilisés pour les réactions

Le fucoidane et le dextrane ont été¢ modifiés en 2 étapes.

Ascophyscient™ o
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Figure 39. Structure schématique de Ascophyscient

12.2.1 Fonctionnalisation des polysaccarides

Afin de rendre les polysaccarides greffables sur les métaux, deux procédés ont été
évalués, GraftFast® et une méthode ¢électrochimique, nécessitant dans les deux cas
I’introduction d’une fonction méthacrylate a Dextrémité réductrice de la chaine
polysaccharidique permettant une polymérisation radicalaire des polysaccarides et la formation

d’une couche polymeére a la surface du métal.

La premicre étape consiste a greffer par amination réductrice la propane diamine sur la
fonction aldéhyde des polysaccharides. Il en résulte la formation d’une amine secondaire li¢e

au polymere et d’une amine primaire pendante (Figure 40).
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Figure 40. Amination réductrice du fucoidane

Figure issue de la thése de Lucas Chollet (LVTS, 2017)

Une fonction méthacrylate est alors introduite en bout de chaine du polysaccharide par

réaction de I’amine primaire avec I’anhydride méthacrylique (Figure 41).

" ™
DMF RT, 6h Mhsonad” bsona O

Figure 41. Méthacrylation du fucoidane aminé

Figure issue de la thése de Lucas Chollet (LVTS, 2017)

Dans un premier temps, le recouvrement a été étudié sur des surfaces de platine. Des
substrats en verre (25-35 mm2, qq mm d’épaisseur) puis des disques en polyéthyléne
téréphtalate (Imm d’épaisseur et de 11 mm de diametre) ont été recouverts de platine par

pulvérisation.

12.2.2 Greffage du produit méthacrylé

Dans une premicre étape, un sel de diazonium est fixé sur la surface du métal. Il sert
d’ancrage a la couche de polymeére polyacrylique obtenue par polymérisation radicalaire des

fonctions méthacrylates fixées aux polysaccharides (Figure 42).
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Figure 42. Le principe du greffage

(A)Greffage des sels de diazonium par réduction électrochimique Figure issue de la thése de Lorraine Tessier
2009, (B) Polymérisation du fucoidane méthacrylé. Figure issue de la thése de Lucas Chollet, 2017

Deux techniques ont été utilisées pour greffer le produit méthacrylé : le greffage
¢lectrochimique, et le greffage chimique a I’aide d’acide ascorbique comme donneur

d’¢électrons (procédé¢ Graftfast®- Figure 43).

78 5
ﬂ%l- sl
Plx‘lin
193,
=} fast
GRArFT
Procédé Graftfast® Méthode électro-chimique

Figure 43. Techniques utilisées pour le coating de fucoidane sur une surface de platine
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12.2.3 Caractérisation

12.2.3.1 Analyse XPS

Le principe de 1’analyse XPS (X-ray photoelectron spectrometry) est une détection des
photoélectrons émis par une surface bombardée avec des rayons X d’une longueur d’onde
définie. Les photoélectrons ont des longueurs d’onde caractéristiques des éléments dont ils

proviennent, ce qui permet donc de déterminer la composition élémentaire de 1’échantillon.

L’intérét d’utiliser cette technique est de déterminer les éléments présents a la surface
du platine. L appareil va analyser la couche sur une épaisseur d’environ 10 nm : si on observe

du platine dans les éléments analysés, cela peut avoir deux significations :

o L’¢paisseur de la surface est inférieure a 10 nm

e La surface ne recouvre pas I’intégralité du platine.

Cette analyse permet donc d’avoir des informations sur la nature et la qualité du

revétement.

12.2.3.2 Analyse EDS

Une analyse EDS (Energy Dispersive X ray Spectroscopy) permet de faire une
cartographie ¢lémentaire de la surface d’un échantillon. Cette technique permet de
cartographier le soufre a la surface de plots platinés afin de vérifier si on a réussi a déposer du

fucoidane a la surface de I’échantillon. On obtient des cartographies de ce type (Figure 44) :
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Figure 44. Cartographie élémentaire par EDS de O, Pt, C et S sur GF 19-21 et EC 15-18

Analyse sur des plaques en verre recouvertes de platine sur les échantillons GraftFast :19, 21 et
Electrochimie :15, 18 : On cartographie les ¢léments Oxygene, Carbone, Platine et Soufre. On observe du soufre
sur tous les échantillons répartis de maniére homogene.

Des recouvrements réguliers ont été observés avec les deux techniques de greffage et
validés par analyse XPS et par EDS. Il a alors été décidé de tenter le greffage sur des fragments

de coils commerciaux dédiés au traitement des anévrismes.

12.2.4 GraftFast sur coil

La cartographie chimique de coils sur lesquels a été greffé du fucoidane avec le
protocole Graftfast a été réalisée comme précédemment décrit avec les surfaces modéle (Figure

45).
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Figure 45. Microscope électronique de balayage (MEB) et Cartographie EDS des coils fonctionalisés

En haut coil 1 en GraftFast ;A- images MEB , B- Cartographie EDS du souftre en rose;
En bas coil 2 en Graftfast, C- Cartographie EDS de platine en vert, D- Cartographie EDS de soufre en rose

On observe du soufre de fagon homogene sur tout le coil (figure 45 B et D). Etant donné
le mode opératoire, ce soufre ne peut provenir que des sulfates du fucoidane. On peut donc

conclure que du fucoidane a bien été¢ déposé de fagon homogene a la surface du coil.

12.2.5 Conclusions sur la modification des prothéses

En ce qui concerne la fonctionnalisation du fucoidane, les équipes de chimie du LVTS
et du CEA ont réussi a placer une fonction méthacrylate en bout de chaine. Les deux méthodes
de greffage ont permis de greffer le fucoidane sur les coils. La technique GraftFast est plus aisée
a mettre en ceuvre bien que 1’électrochimie permette un meilleur contréle des réactions et donc
une meilleure reproductibilité. Les analyses XPS et EDS montrent que du fucoidane a bien été
greffé de fagon covalente sur du platine, sous forme de plot ou de coil.

Au final, si la préparation et la caractérisation des polysaccharides sont longues, le
greffage s’effectue vite et ’EDS est une méthode de choix pour valider le greffage du fucoidane
grace a la mise en évidence des atomes de soufre des groupement sulfates.

Ces ¢éléments sont en faveur de la possibilité d’un développement commercial de la
technique pour le greffage de fucoidane a la surface de coils pour I’optimisation biologique. De
plus, le fucoidane est une molécule dont le colit n’est pas élevé ce qui en fait un candidat de

choix.
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12.3 Imagerie multiphotonique

L’imagerie par microscopie multiphotonique est une technique d’imagerie récente et
encore peu explorée dans le domaine neurovasculaire. Elle offre la possibilité¢ d'étudier des
¢chantillons biologiques sans procédure de marquage au préalable tout en préservant
’ultrastructure du tissu (moléculaire, histologique). La microscopie multiphotonique est non
invasive et peut servir a I'évaluation de 'architecture de tissus biologiques épais. Elle offre ainsi
des repéres anatomiques qui se rapprochent de ceux observés en microscopie a lumiere blanche,
mais avec une plus grande résolution spatiale.

Notre équipe a déja montré 1’intérét de la microscopie multiphotonique pour
I’évaluation de la cicatrisation de dispositifs intra-artériels, notamment pour la néo-
endothélialisation de stents flow-diverters utilisés pour le traitement d’anévrismes
intracraniens. (463, 464)

L'excitation a deux photons (TPE) présente 1'avantage, par rapport aux techniques
classiques a un photon, d’exciter 1’échantillon avec une longueur d'onde dans le spectre du
proche infrarouge, moins soumise a la diffusion ou a l'absorption a partir d'échantillons
biologiques épais qui correspondent a des capacités de pénétration plus profondes.(465) Le TPE
peut étre utilisé pour déclencher la fluorescence de tous les fluorophores potentiels, y compris
l'autofluorescence, les colorants chimiques et les protéines fluorescentes. L'application de la
combinaison de longueurs d'onde d'excitation distincte au laser Ti : Sapphire avec un oscillateur
paramétrique optique (OPO) permet des évaluations multiplexées de fluorescence et sans
marqueur des échantillons. La morphologie tissulaire sans coloration peut étre étudiée sur la
base du signal auto-fluorescent généré par la composante moléculaire des cellules. La
génération de seconde harmonique (SHG) est un phénoméne de diffusion de la lumiére
cohérente non linéaire provenant de l'interactivité des ondes lumineuses avec une composition
moléculaire qui ont des qualités physiques particuli¢res de type cristal. Des molécules telles
que le collagéne permettent de recueillir le SHG en réflexion ou en transmission. Pour le
collagene, cette caractéristique a été exploitée pour recueillir une analyse quantitative de la
structure fibrillaire. Le collagéne est trés sensible dans le SHG, en tant que tel, il est 'un des
composants de matrice les plus fréquemment examinés accessibles en microscopie sans
étiquette.

Les limites de la microscopie multiphotonique sont ses cofits initiaux élevés. Bien
qu'elle soit supérieure a la microscopie confocale, une profondeur de pénétration restreinte de

250 a 500 um rend la technique peu pratique pour certains examens. Un autre probléme est la

134



résolution spatiale de la microscopie multiphotonique. La résolution est dictée par la longueur
d'onde de l'illuminateur, et l'application d'un effet de longueur d'onde plus grande dans une
réduction d'environ 1,4 de la résolution par contraste avec la microscopie confocale.(466)
L'utilisation de longueurs d'onde décalées en rouge et dans le proche infrarouge assure une
phototoxicité diminuée par rapport aux longueurs d'onde visibles et UV, et la section optique
intrinséque de 1'excitation multiphotonique évite le photoblanchiment hors du plan focal. Un
avantage important de l'imagerie SHG et THG est I'absence de photoblanchiment tout au long
des protocoles d'acquisition étendus si l'analyse est limitée a une molécule intrinséque,
néanmoins, ces techniques permettent l'analyse d'un nombre restreint d'especes

moléculaires.(467, 468)

B Coil Dextran C Coil Fucoidane

A’ Coil nuen 3D

Figure 46. Imagerie de coils nu et coils biologiquement modifié en microscopie multiphoton a 810 nm
d’excitation

Le coil nu (A en 2D et A’ en 3D) génere du signal dans le canal rouge di a la réflexion du laser sur le métal. Le

coil revétu avec du dextrane (B) comme celui avec du fucoidane génére du signal de second harmonique (SHG)

dans le canal vert tout comme du signal dans le canal rouge (réflexion du laser infra-rouge aussi). Le diameétre du

coil peut étre vérifié de fagon précise (200 um) sur les images obtenues. La barre d’erreur en A s’applique en A,
B et C (125 pm), celle en A’ s’applique en A’ et C* (167 pm).
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Dans un premier temps, des coils non implantés sont observés hors contexte biologique
de fagon a identifier leur signal éventuel de fluorescence et de génération de second harmonique
(SHG) au microscope multiphotonique. (Figure 46)

Certaines sections histologiques marquées (HES, Trichrome de Masson) ou non
marquées sont observées en microscopie multiphotonique une fois recouverte. En effet, le laser
femtoseconde est capable de traverser la lamelle et le milieu de montage pour accéder au tissu.
Plusieurs tests ont permis de montrer que les sections n’avaient méme pas besoin d’étre
déplastifiées (¢élimination de la résine méthacrylate par divers traitements, voir section Matériel
et Méthodes dédiée) pour que du signal des tissus biologiques soit enregistré correctement.

Sur la figure 47, une section d’anévrisme occlus (#158) observée en HES et
comparativement en microscopie multiphotonique permet de distinguer la nature de la

cicatrisation avec dépdts de collagéne de type I (responsables de la majorité du signal de SHG).
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Figure 47. Images comparatives en microscopie optique en coloration HES et microscopie
multiphotonique pour I’échantillon N°158

Les images B et C ont été capturées entre les spires des coils alors que I’image D était a la périphérie.
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L’échantillon #25 (Figure 48) est marqué en HES et analysé comparativement en
microscopie multiphotonique dans une zone proche de la paroi de I’anévrisme (B, B’ et C, C’) :
il n’y a pas d’¢élastine observable en HES ou en multiphoton (PMT2, rouge) dans la paroi suite
a sa dégradation par I’¢élastase du pancréas de porc injectée directement in vivo chez le lapin
en début d’expérimentation. Un dépot plus important de collagene est présent dans I’anévrisme,

a I’exception de la zone D’, ou le signal de SHG est quasiment absent.
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Figure 48. Images comparatives en microscopie optique en coloration HES et microscopie
multiphotonique pour I’échantillon N°25
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12.4 Nouvelle classification histologique intégrant la microscopie multiphotonique

Dai et al. ont évalué 1'histologie a partir d'échantillons colorés par hématoxyline-éosine
(HES) analysés en microscopie optique. Leur score histologique varie de 1 a 5 selon le niveau
de progression de la cicatrisation. La cicatrisation du collet et la cicatrisation du dome ont été
inspectées et notées séparément en une notation macro-collet en fonction de la couverture du
collet de I’anévrisme et une notation microcollet catégorisée selon une quantification
approximative en groupes en fonction de la présence de thrombus organisé, de fibrine et d'une
couche mince de tissu hypercellulaire. Le dome a été classé selon que le tissu était organisé ou
non et selon qu'il s'agissait de tissu fibreux plus ou moins dense .(229)

La microscopie multiphotonique offrant plus de détails et de précisions, il est possible
de visualiser plus en détails le processus de guérison de I'anévrisme coilé avec une distinction
qualitative et quantitative des cellules, du collageéne, mais aussi le tissu musculaire. En effet, le
collagene fibrillaire de type I et II est le stimulus important des signaux SHG dans les tissus
animaux en raison de leur nature non centrosymétrique et cristalline.(469, 470) Un autre
générateur de SH est la myosine, qui peut également étre observée dans la structure de la paroi
vasculaire. L'analyse quantitative exacte de la composante cellulaire de I'anévrisme au lieu
d'une classification approximative de groupe permet une notation de la cicatrisation plus
robuste et précise.

Les différentes observations histologiques aussi bien visible en (HES) qu’en
microscopie multiphotonique nous permettent de discriminer plusieurs stades de cicatrisation
selon la présence d’érythrocytes, de matrice extra-cellulaire et de cellules dans un tissu plus ou

moins bien organisé.
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Nous avons ainsi établi une classification en 5 stades progressifs (Figure 49) :

Stade I : aucune cicatrisation de la zone. Le sang est circulant, les érythrocytes sont
nombreux, intacts ou presque (Er, transparent en HES et 1égérement coloré en SHG).
Stade II : un agrégat plaquettaire s’est formé (Agr, autofluorescence rouge) avec
encore des érythrocytes présents, mais sans aucun signal de SHG (pas de matrice
extracellulaire a base de collagéne).

Stade III : un tissu néoformé présente des signes de cicatrisation, avec la présence
encore de quelques érythrocytes et les premiéres fibres de collagéne de type I (vert
SHG) qui entourent les lacunes qui contenaient ces érythrocytes.

Stade IV : le tissu cicatriciel commence distinctement a se former avec des fibres de
collagéne (SHG, vert) entourant des cellules de type fibroblaste auto-fluorescentes trés
faiblement en rouge.

Stade V : les cellules sont plus nombreuses en HES comme en microscopie
multiphotonique (auto-fluorescence rouge) ainsi que les fibres de collageéne trés
nombreuses (SHG, vert). Le tissu cicatriciel est dense, sans lacune ni aucune trace

d’érythrocytes.
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Figure 49. Nouvelle classification histologique basée sur microscopie multiphotonique dans un modéle
d’anévrisme a I’élastase chez le lapin

La comparaison HES/microscopie multiphotonique au niveau de la paroi intimale a plusieurs niveaux de coupe.
L’¢lastine lorsqu’elle est présente est clairement distinguable par son aspect de nervures anastomosées et sa
forte auto-fluorescence en rouge.
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13 Résultats

13.1.1 Résultats angiographiques

Au total 27 anévrismes coilés ont pu étre controlés par artériographie a quatre semaines
de I’embolisation et prélevés pour analyses histologiques. La répartition des animaux par
groupes était : 14 lapins dans le groupe fucoidane, 6 dans le groupe dextrane et 7 dans le groupe
coils nus.

Etant donné que les images angiographiques ont été réalisées dans une salle sans
possibilité d’acquisition tridimensionnelle, il n’a pas été possible de calculer de volume pour

les anévrismes étudiés.

La Figure 50 présente un anévrisme a 1’¢lastase chez le lapin (A) traité par coils

fucoidané avec contrdle angiographique post embolisation (B) et contrdle a quatre semaines.

Figure 50. Séquences d’angiographie a trois temps

Lapin N°150 du groupe fucoidane En A. angiographie 1 mois aprés création d’anévrisme ; B. résultat direct
apres embolisation de I’anévrisme ; C. controle angiographique a 1 mois post traitement
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Les résultats angiographiques par animal sont détaillés dans les tableaux VI-VIII.

N°18
[ 2. PSRN
N°21
[ 4 BPR

N°31
A Ne144
P Ne149

N°150
N°152
N°153

N°156
N°161

N°15

. N°17
N°19
B N3
R Ne146
N°148

N°160

i

Tableau VI. Groupe fucoidane

Taille de Nombre | Longeur Grade de Grade de
P’anévrisme Pocclusion de | P’occlusion de
(profondeur x P’anévrisme P’anévrisme 1
collet) post- mois apres
traitement traitement
11 x 3 mm 4 48 cm Classe 1. Classe I.
7,5x 3,8 mm 3 21 cm Classe L. Classe 1.
7,5 x4 mm 3 22 cm Classe 1. Classe IIl.a
10 x 3,8 mm 4 36 cm Classe II. Classe 1II.
11 x 4,4 mm 5 52 cm Classe I. Classe I.
4,5 x 2 mm 1 4 cm Classe L. Classe I.
4,5x 3 mm 4 24 cm Classe L. Classe 1.
4.8 x 2 mm 2 12 cm Classe L. Classe I.
9,5x 3,5 mm 1 30 cm Classe I. Classe I.
7 x 4,5 mm 3 53 cm Classe I. Classe I.
6,5 x 3 mm 1 15 cm Classe 1. Classe 1II.
9x2,5mm 1 30 cm Classe L. Classe I.
9 x 3,5 mm 2 50 cm Classe 1. Classe II.
5.5x 2,5 mm 1 15 cm Classe L. Classe I.

Tableau VII. Groupe dextrane

Taille de Nombre | Longeur Grade de Grade de
Panévrisme | de coils | de coils | I’occlusion de | 1’occlusion de
utilisés utilisés P’anévrisme P’anévrisme 1
post- mois apres
traitement traitement
6,4 x 3,3 mm 1 8 cm Classe II. Classe IIl.a
7,6 x 2,8 mm 2 24 cm Classe 1. Classe II.
9x 2,2 mm 1 10 cm Classe II. Classe II.
5 x 3 mm 1 15 cm Classe II. Classe IIl.a
4,2 x 2 mm 1 6 cm Classe L. Classe I.
7,4 x 3,6 mm 1 25 cm Classe 1. Classe 1.

Tableau VIII. Groupe coils nus

Taille de Nombre | Longeur Grade de Grade de
P’anévrisme | de coils | de coils | ’occlusion de Pocclusion de
utilisés | utilisés P’anévrisme P’anévrisme 1
post- mois apreés
traitement traitement
11 x 6 mm 2 60cm Classe II. Classe IIl.a
54%x2,7mm 2 14 cm Classe I. Classe ITL.a
8 x 2,7 mm 1 20 cm Classe I. Classe II.
3,5x 2 mm 3 15 cm Classe I. Classe I.
4 x2 mm 1 8 cm Classe I. Classe II.
2,6x1,8mm 1 4 cm Classe I. Classe I.
2,6x1,7mm 1 10 cm Classe I. Classe I.

Recanalisation/
Evolution

Non
Non

Non
Non
Non
Non
Non
Non
Non
Oui
Non
Oui
Non

Recanalisation/
Evolution

Oui
Oui
Non
Oui
Non
Non

Recanalisation
Evolution

Oui
Oui
Oui
Non
Oui
Non
Non
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Les groupes étaient comparables concernant la profondeur (p= 0.13) et la largeur des
anévrismes (p=0.1).

La différence de longueur de coils déployés dans les anévrismes était statistiquement
non significative entre les trois groupes (p=0.08)

Dans le groupe fucoidane, 3 cas de recanalisation sur 14 (21,4 %) ont été observés
contre 7 sur 13 (53,8 %) dans le groupe controle. Malgré une tendance a moins de
recanalisation dans le groupe fucoidane, aucune différence significative n’a pu étre mise en

évidence (p=0.21). (Tableau IX.)

Tableau IX. Résultats angiographiques

Comparaison entre
les 3 groupes

Groupe Groupe Groupe (condition de validité Remarques
Coils nus fucoidané dextrane p<0.05)

Recanalisation 4/7 (57%) 3/14 (21.4%) 3/6 (50%) Freeman-Halton  Différence statistiquement non significative de

extention la recanalisation
Fisher exact test
p=0.21

Médiane de la 4 IS 6.9 Kruskal test Différence statistiquement non significative de
profondeur des p=10.13 la profondeur

anévrismes
Médiane de la 2 3.25 29 Kruskal test Différence statistiquement non significative de

largeur des p=0.1 la largeur

anévrismes
Médiane de la 14 27 12.5 Kruskal test Différence statistiquement non significative de

longueur des p=0.08 la longueur entre coils fucoidanés et témoins
coils

13.1.2 Résultats histologiques

Les 27 anévrismes ont pu étre prélevés un mois apres implantation des coils et apres
controle artériographique. Huit anévrismes n’ont pu étre analysés en histologie du fait de
difficultés techniques liées a I’inclusion en résine PMMA ou d’une mauvaise qualité des
coupes. Les analyses histologiques ont ainsi porté sur 19 anévrismes : 8 dans le groupe
fucoidane, 5 dans le groupe dextrane et 4 dans le groupe coils nus.

Pour chaque échantillon, des images en microscopie multiphotonique ont été acquises
sur des lames non marquées et non déplastifiées en 3D dans le canal du signal de génération
de second harmonique (SHG, correspondant principalement au collagéne) (Figure 51). Etant

donnée 1’hétérogénéité des stades de cicatrisation au sein d’un méme anévrisme, les analyses
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ont porté sur trois zones distinctes de I’anévrisme. Pour chaque anévrisme ont été définies une
zone distale correspondant au fond de I’anévrisme (Figure 51 C), une zone intermédiaire
« mil » (Figure 51 D) et une zone proximale au collet de ’anévrisme (Figure 51 E).

En raison de la difficulté technique a inclure et a réaliser des sections du bloc de résine
plastique (méthacrylate) en gardant un plan droit sans déformation de I’échantillon et sans
abimer celui-ci & la coupe, deux anévrismes n’ont pu étre analysés au niveau du collet qui
n’était pas visualisable dans le plan de coupe dont un dans le groupe coils nus et un dans le

groupe fucoidane.

A Anévrisme avec coil
B

B #30 fuco HES SHG Multiphoton
: -

~

7)“&/ . )
W g

50um
-

Figure 51. Imagerie de la cicatrisation de I’échantillon N°30 par la génération de second harmonique
(SHG) en microscopie multiphotonique sur lame histologique.

En A, une représentation schématique d’un anévrisme expérimental in vivo, induit au préalable par action de
I’¢lastase, montre le remplissage de la cavité par une pelote de coils. La coupe histologique réalisée en HES en
B permet d’avoir sur la méme section la zone la plus distale — profonde « fond » (C) - de I’anévrisme, une zone

intermédiaire « mil » (D) et la zone du collet de ’anévrisme (E). Les images capturées en microscopie
multiphotonique dans le canal de la SHG montrent la cicatrisation due au collagéne (en gris blanc en C-E).
Barre d’échelle indiquée en C, D et E = 50 pm.

Sur la figure 51, le plan de coupe est indiqué et permet de bien visualiser les 3 zones
précédemment définies sur la méme section. Les images obtenues en SHG (signal di au

collagene en C, D et E) montrent dans cet exemple des fibres bien organisées délimitant une
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zone noire ovale inférieure a 40 um de diametre (absence de signal) correspondant a des

cellules de type fibroblaste.

Considérant I’ensemble de I’anévrisme, nous avons observé respectivement pour les
groupes coils nus, fucoidane, et dextrane, des surfaces de couverture par le collagéne de
25.84%, 55.58% et 88.95%, sans différence significative entre les groupes, avec cependant une
tendance a une production plus importante dans les groupes fucoidane et dextrane
comparativement aux coils nus (Figure 52 A). Les coils recouverts semblent générer en
moyenne une densité de collagéne plus importante que les coils non recouverts, malgré
I’importante variabilité dans chaque groupe (barres d’erreur assez étendues). Cette tendance
pourrait étre confirmée en augmentant le nombre d’animaux dans chaque groupe dans des
expériences futures et en améliorant encore la qualité des coupes et sections histologiques.

Considérant séparément chacune des trois zones anévrismales, nous observons une
absence quasi-totale de collagéne au collet des anévrismes traités par des coils nus (Figure 52
B, 0.67% +0.48), ainsi qu’une quantité plus faible dans la zone intermédiaire (9.9% £13.29)
que dans les coils recouverts (fucoidane : 16.07% £8.35 et 18.99% +14.11, dextrane : 30,90%
+22.15 et 32,26% £17.56). Une différence significative a été mise en évidence avec présence
de collageéne supérieure dans la zone du collet des anévrismes traités par coils nus versus coils

fucoidanés (p=0.011).
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Figure 52. L’analyse de la quantité de collagéne (%) par SHG montre une répartition hétérogéne selon les
différents groupes de coils

A et B : Les coils recouverts de fucoidane ou de dextrane permettent une production de collagéne plus élevée
par rapport aux coils non recouverts « nus ». La surface occupée par le signal de SHG due a la présence de
fibres de collagéne a été calculée et la moyenne £SD par groupe (nu, fucoidane, dextrane) des sommes des 3
zones anévrismale est représentée en A et la moyenne +=SD de chaque zone (fond, mil, collet) en B. * : p<0.05

L’index histologique pour les anévrismes traités par coils nus était de 7/15 contre 11/15
pour les coils dextrane et également 11/15 pour les coils fucoidanés avec une différence
significative (p=0.019) (Figure 53 A). Considérant séparément chacune des trois zones
anévrismales, on observe une cicatrisation quasi-nulle au niveau du collet pour les anévrismes
traités avec des coils nus. La cicatrisation est plus avancée au centre et au fond de 1’anévrisme
qu’au collet (Figure 53 B). L’index histologique au collet est supérieur dans les coils
fucoidanés (3.78/5) et avec un recouvrement dextrane (3.2/5) comparativement aux coils nus
(1.5/5). La différence est statistiquement significative entre la cicatrisation au collet des

anévrismes traités par coils fucoidanés versus coils nus (p=0.004, Figure 53 B).
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Figure 53. Index histologique de la cicatrisation des anévrismes selon le type de coil et 1a zone anévrismale

A et B : L’index histologique serait en faveur que des coils recouverts de fucoidane ou de dextrane facilitent une
cicatrisation plus performante des anévrismes in vivo chez le lapin par rapport aux coils nus. L’index
histologique a été évalué et la moyenne £SD par groupe (nu, fucoidané, dextrane) des sommes de ces 3 zones
est représentée en A ou la moyenne £SD de chaque zone (fond, mil, collet) en B. * : p<0.05, ** : p<0.005

Afin de mieux préciser I’organisation du néo-tissu cicatriciel, /’organisation et
["orientation des fibres de collagéne ont été mesurées, en complément 1’évaluation quantitative
(parametre mesuré précédemment par le pourcentage de signal SHG). Un score de direction a
¢été ainsi attribué suite aux mesures avec le plugin du logiciel FIJI « directionality » (Figure 54
A et B, Figure 55).

Les coils nus ne géneérent pas de réseau de collageéne organisé 1.75/9 (Figure 54 A).
Les anévrismes traités par coils fucoidanés ou dextrane avaient de meilleurs index
d’organisation comparativement aux coils nus respectivement 5.5/9 (p=0.007) et 5.0/9
(p=0.0125) (Figure 54 A). Cette différence était d’autant plus marquée statistiquement au
collet et au fond de I’anévrisme entre les coils nus et recouverts de fucoidane (respectivement

p=0.043 et p=0.025, Figure 54 B).
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Figure 54. Index d’organisation des fibres de collagene SHG+ selon le type de coil et la zone anévrismale

A et B : L’orientation des fibres de collagéne est influencée par le type de revétement du coil dans des
anévrismes de lapin in vivo. L’index de direction a été évalu¢ et la moyenne =SD par groupe (nu, fucoidane,
dextrane) des sommes de ces 3 zones est représentée en A ou la moyenne £SD de chaque zone (fond, mil,
collet) en B. * : p<0.05, ** : p<0.005
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Sur la figure 55, les histogrammes présentent I’orientation des fibres de collagene dans
les 3 types de coils (nus, fucoidanés et dextrane) calculés par le plugin de FIJI en montrant un

exemple d’orientation différente, particuliérement remarquable en B avec les coils fucoidanés.
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Figure 55. Exemple d’histogrammes d’orientation des fibres de collagéne selon le type de coil

L’imagerie de la génération de second harmonique (SHG) en microscopie multiphotonique sur lame
histologique a permis de calculer un index d’orientation des fibres de collagéne (plugin « directionality » FI1JI).
En A, une représentation des histogrammes sur un coil nu, en B sur un coil fucoidané et en C sur un coil
dextrane. Barre d’échelle indiquée en A, B et C =50 um.
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14 Discussion de 1’étude in vivo

Cette ¢tude préclinique a été réalisée dans un modele d’anévrisme par occlusion de
I’artére carotide commune droite et dégradation enzymatique chez le lapin. L’ intérét du modele
¢tait d'identifier un mécanisme reproductible, partagé par des sujets sains de 1’espéce, qui
peuvent étre liés a des résultats satisfaisants ou non satisfaisants aprés embolisation par des
coils. Dans cette étude in vivo nous avons analysé d’une part I’occlusion angiographique ainsi
que [l’histologie par quantification essentiellement de collagéne dans trois groupes
d’anévrismes embolisés avec des coils recouverts de fucoidane, coils recouverts de dextrane
ou des coils nus.

La taille des anévrismes expérimentaux variait de 2.6 mm jusqu’a 11 mm sans
différence statistiquement significative entre les groupes. La longueur des coils déployés n’était
pas significativement différente (Tableau IX).

Bien qu’il y ait une tendance a la recanalisation sur I’angiographie dans le groupe coils
nus par rapport aux coils recouverts de fucoidane a 1 mois du traitement, il n’a pas été possible
de mettre en évidence une différence statistiquement significative entre les trois groupes. Il est
probable que I’absence de différence soit la conséquence d’un manque de puissance di au
nombre restreint de sujets dans chaque groupe.

L’évaluation histologique portait sur trois critéres différents incluant le score
histologique, la surface couverte par le collagéne et un score de direction des fibres de
collagéne, chacun étudié dans 3 zones : le fond, la partie moyenne et le collet anévrismal. Nous
avons analys¢ la cicatrisation histologique selon une nouvelle classification histologique dans
les trois groupes d’anévrismes associant microscopie optique et microscopie multiphotonique.

Des études animales ont révélé des écarts importants entre les résultats angiographiques
et histologiques aprés embolisation par coils.(184) La figure 56 montre un exemple d’une
occlusion angiographique compléte alors que 1’analyse histologique objective 1’absence de
cicatrisation au collet. Etant données les limites de I’artériographie cérébrale pour détecter une
recanalisation et I’absence de possibilité d’évaluer la cicatrisation par cette modalité, I’absence
de différence significative concernant les résultats angiographiques ne doit pas étre considérée
comme une absence d’effet des coils recouverts de fucoidane. De plus, ces observations

mettent en évidence les limites de I’artériographie pour le monitorage des anévrismes traités
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par coils et la nécessit¢ de développer des outils permettant de mieux évaluer in vivo

N

I’occlusion et la cicatrisation des anévrismes.

v

'

.

Figure 56. Discordance angiographique et histologique- Artériographie du lapin N°160

A-Exemple d'un anévrisme de petite taille avec exclusion compléte traité par un seul coil nu. B- A un mois post-
traitement, absence de recanalisation. Imagerie du collagéne par signal SHG du C- fond, D- milieu, E- collet de
I’anévrisme en microscopie multiphotonique sur lame histologique. Il n’y a pas de signe de cicatrisation au
collet, attestée par une quasi absence de collagéne (0,63% de surface occupée) et un score de directionalité des
fibres de collagéne de 0.

Concernant I’analyse histologique de la cicatrisation, nous avons observé grace a
I’évaluation des surfaces de collagéne SHG™ une tendance non significative a une meilleure
cicatrisation grace aux coils fucoidanés en observant I’ensemble de I’anévrisme (3 zones).
L’analyse sectorielle par zone au sein des différents anévrismes a quant a elle permis de mettre
en évidence une différence statistiquement significative en faveur d’une meilleure cicatrisation

spécifiquement au collet des anévrismes traités par coils fucoidanés. Le collet est
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spécifiquement la zone d’intérét pour le traitement car une cicatrisation optimisée avec une
couverture du collet avec un néo-tissu permet d’exclure définitivement 1’anévrisme de la
circulation qui est signe de sa guérison. Ainsi, les observations effectuées dans cette étude
préliminaire sont en faveur d’une meilleure cicatrisation des anévrismes grace au traitement
expérimental.

Les données de I’étude menée par Dai et al. indiquent que la cellule clé de la production
de la matrice extracellulaire, le myofibroblaste, ainsi que le principal composant de la matrice
extracellulaire, le collagene de type 1, sont absents dans le modele anévrismal chez le lapin
post coiling.(214) En effet nous avons observé dans les anévrismes traités avec coils nus,
I’absence quasi totale de formation de collagéne au collet, alors qu’avec des coils recouverts
de fucoidane nous avons pu mettre en évidence par microscope multiphotonique la formation
de collagene type 1 chez le lapin un mois apres traitement avec une différence statistiquement
significative. De méme, au regard de I’index histologique, on constate une cicatrisation quasi
nulle au niveau du collet pour les anévrismes traités avec des coils nus, alors que 1’on confirme
une meilleure cicatrisation des coils recouverts de fucoidane en particulier dans la zone du
collet. Finalement les coils nus ne montrent pas de réseau de collagéne organisé contrairement
aux coils recouverts de fucoidane. La figure 57 montre un exemple de cicatrisation plus
avancée avec des coils recouverts de fucoidane.

Raymond et al. ont décrit chez le chien que les anévrismes complétement occlus et
stables a 3 mois aprés embolisation par des coils nus montraient une couche continue et
multicellulaire de a-actin organisé en rangs parall¢les situés dans une matrice de collagéne
couvert d'une couche unique endothéliale sans invagination vers la profondeur de I’anévrisme.
La cavit¢ anévrismale était toujours, bien que de facon incompléte dans les 1ésions
récurrentes, remplie de tissu conjonctif vascularisé enrobant les coils qui n'étaient jamais en
contact direct avec la lumicre de l'artére porteuse ou la lumiere du collet anévrismal.(186)
Quand il y a une fibrose avec des myofibroblastes et des fibres de collagene mature en quantité
suffisante et bien organisé cela pourrait constituer une structure suffisamment stable pour
supporter la couche néoendothéliale et donner suffisamment de résistance contre une
potentielle recanalisation. Le collagéne contribue largement a la résistance, a la traction et a
I'¢lasticité des arteres, et il a été démontré que le traitement in vitro d'une artére par 1'élastase
ou la collagénase réduit la résistance a la pression.(471) Au fur et a mesure que le collagene
mature, son organisation moléculaire devient plus ordonnée et le nombre de réticulations
intermoléculaires augmente. Du fait de ces altérations moléculaires, le collageéne en cours de

maturation augmente en résistance a la traction. (246) Ceci laisse penser que la quantité et la
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qualité de maturation du collagéne pourraient jouer un role important et que les anévrismes
traités avec coil recouvert de fucoidane qui montrent une organisation structurelle et une
orientation des fibres de collagéne améliorée au collet anévrismal par rapport aux anévrismes
occlus avec coils nus dans notre étude seraient un indice d’occlusion stable et complete. A
noter que dans 1’é¢tude de Raymond, il s’agit d’un modele chez le chien qui différe du modele
lapin utilisé dans notre étude, rendant difficile toute comparaison. Cependant, nous n’avons
pas observé d’invagination sur les échantillons d’anévrismes complétement exclus dans notre
¢tude. Chez I’homme, méme dans certains anévrismes considérés comme complétement exclus
a I’examen macroscopique d’anapathologie, ces minuscules espaces ouverts entre coils au

collet ont également été décrits.(188)
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Figure 57. Artériographie du lapin N°20

A- Exclusion compléte de I’anévrisme avec 3 coils fucoidané. B- Compactage des coils a un mois post-
traitement, mais pas de flux décelable au collet sur les images dynamiques. Imagerie du collagéne par signal
SHG du C- fond, D- milieu, E- collet de I’anévrisme en microscopie multiphotonique sur lame
histologique. L’histologie a confirmé la présence de tissu cicatriciel organisé associé a un fort dépot de
collagéne au fond de I’anévrisme. Le collet était bien couvert par du tissu cicatriciel en cours
d’organisation avec un score de directionalité des fibres de collagene a 3/3. Absence de recanalisation de
I’anévrisme suite a une bonne cicatrisation au collet.

Le dextrane est un polysaccharide et il a été choisi dans notre expérimentation comme
témoin du fucoidane sans effet spécifique connu jusqu’a présent pour la cicatrisation. Les
résultats présentés mettent cependant également en évidence un effet bénéfique du dextrane
sur la cicatrisation des anévrismes expérimentaux, bien que moins puissant que le fucoidane,
ce qui est un résultat inattendu dans nos expérimentations.

Le dextrane peut prolonger le temps de saignement et a un effet aussi

antithrombotique.(472) Le mécanisme se produirait par la liaison du dextrane aux plaquettes,
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aux érythrocytes et a I'endothélium vasculaire pour diminuer l'agrégation et I'adhésivité. Le
dextrane réduirait le facteur de von Willebrand pour diminuer la fonction plaquettaire. Il
activerait également le plasminogene et prolongerait le temps de saignement.(473) Ces effets
augmenteraient proportionnellement a l'augmentation du poids moléculaire du dextrane.(474)
11 est possible que par son action antithrombotique et anticoagulante, le dextrane puisse avoir
un effet sur le remodelage du thrombus frais et par ce biais avoir une implication bénéfique sur
la cicatrisation des anévrismes post-coiling. Compte tenu de I’écart type important dans le
groupe dextrane et coils nus et le faible nombre des sujets, un biais statistique ne peut pas étre
exclu. Pour ces raisons, I’hypothese d’un effet spécifique du dextrane nécessite d’étre explorée
plus en détails dans des expériences ultérieures in vitro et in vivo en augmentant le nombre de
sujets dans les groupes.

La conception d'un instrument médical recouvert d’un produit biologiquement actif
comporte de nombreux défis. La liaison entre les substances de modification de revétement et
les surfaces des coils de platine est potentiellement fragile avec un risque de détachement du
revétement lors de I’insertion dans le microcathéter. De plus, la fonctionnalisation des coils
peut entrainer des altérations des performances des coils, affectant leur déploiement, leur
flexibilité ou leur mémoire de forme. Dans notre étude, la performance des coils recouverts de
fucoidane lors du déploiement dans les anévrismes expérimentaux n’était pas altérée avec un
déploiement identique aux coils nus et une flexibilité préservée sans frottement ni sensation de
résistance dans le microcathéter. Ces constats de I’opérateurs sont subjectifs et nécessitent
d’étre évalués objectivement dans le futur par des expérimentations physiques. Le
recouvrement des coils avec le fucoidane est réalisé par greffage covalent du copolymere
polyacrylique-fucoidane par technique électrochimique d’une épaisseur d’environ une dizaine
de nanometres seulement, n’augmentant pas de maniére significative le calibre des coils. Nous
n’avons pas constaté de détachement du revétement lors du coiling avec des coils recouverts

de fucoidane ou de dextrane.

Limites de 1’étude :

Une des limites de cette é¢tude est la petite taille des échantillons qui réduit la puissance
et les comparaisons possibles qui peuvent étre faites.

45 lapins blancs de Nouvelle-Zélande ont été inclus dans 1’étude. Le petit nombre de
sujets peut étre expliqué par le fait qu’il s’agit d’une étude préliminaire dont nous voulions

vérifier la faisabilité et calculer le nombre de sujets nécessaires n’est pas envisageable sans
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avoir une estimation de la différence qu’on souhaite mettre en évidence. D’apres I'autorisation
ministérielle révisant la directive n°86/609/CEE du Conseil du 24 novembre 1986, applicable
en France depuis le ler janvier 2013 dans le cadre de la régle des 3R il n’est pas conseillé dans
le cadre d’une étude exploratoire preuve de concept de faire une étude sur un grand nombre
d’animaux.

Certains animaux (n=18) n’ont pu étre analysés jusqu’a la fin du protocole di au fait
qu’ils ne présentaient pas d’anévrismes (n=4) ou qu’ils ont présenté¢ des complications
opératoires ou liées aux anesthésies successives n’ayant pas permis de les maintenir jusqu’a la
fin des expérimentations (n=14). Ces taux d’échec et complications sont similaires a ceux
observés dans la plupart des études utilisant ce modele animal chez le lapin.(373, 374, 376)

L’inclusion des échantillons a été faite en résine PMMA. Huit anévrismes n’ont pu étre
analysés en histologie du fait de difficultés techniques liées a 1’inclusion en résine PMMA ou
d’une mauvaise qualité des coupes. La raison du choix de la technique de l’inclusion
s’explique par le fait que le PMMA est un thermoplastique, une résine acrylique qui offre les
avantages d'étre suffisamment dure pour permettre de faire des coupes fines avec du métal en
place. La technique est cependant difficile a mettre en ceuvre et les coupes fines avec inclusion
de coils s’avere beaucoup plus difficile que couper un WEB ou stent utilisé pour le traitement
d’un anévrisme. La fixation au glutaraldéhyde empéche également de faire de
I’immunohistochimie. Concernant la possibilité de I’inclusion en paraffine, la fixation au
paraformaldéhyde rendrait quant a elle les antigénes indisponibles pour 1'étiquetage donc non
idéal également pour les études immunohistochimiques. En plus, I’inclusion en paraffine
necessiterait le retrait minitieux des coils et une seconde inclusion en paraffine. Ces
manipulations auraient risqué endommager le prélévement tissulaire et les analyses
histologiques. La cryoinclusion présente quant a elle I’avantage de pouvoir faire des études
d’immunohistochimie mais n’était pas réalisable pour couper les tissus coils en place qui
nécessite un matériau d'enrobage beaucoup plus dur pour fournir un support adéquat aux tissus
pendant la coupe. C’est la raison pour laquelle nous avons finalement choisi le PMMA.
Concernant les coupes nous avons utilisé¢ un microtome. Les coupes par laser femto qui étaient
une option induiraient de la chaleur pouvant endommager les tissus. Une possibilité serait dans
I’avenir d’utiliser un ultramicrotome avec un couteau en diamant, mais compte tenu du prix
trés élevé, aujourd’hui nous n’avons pas acces a cette possibilité.

Nous avons choisi de réaliser les explantations des anévrismes un mois apres traitement,
car les mécanismes biologiques de la cicatrisation associée a la guérison de I'anévrisme ont lieu

dans les quatre semaines suivant l'embolisation.(183) Cependant, un contréle par exemple a 6
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mois aurait pu étre envisagé aussi afin de détecter une recanalisation tardive des anévrismes
embolisés. Ces expérimentations devront étre réalisées dans le cadre de la poursuite des travaux
avec différents temps de sacrifice.

Nous avons ¢été limités dans notre capacité a évaluer précisément 1’occlusion
angiographique sur des acquisitions en deux dimensions uniquement et soumises aux artéfacts
de mouvement ventilatoire liés a la localisation intra-thoracique des anévrismes chez le lapin.
Une analyse angiographique tridimensionnelle sans et avec injection de produit de contraste
dans la nouvelle salle d’angiographie de Siemens Artis Icono qui est déja fonctionnelle dans
les nouveaux locaux de EMIS permettra une meilleure évaluation des potentielles
recanalisations, mais n’était pas possible sur les systémes d’angiographie utilisés dans cette
étude.

Les études chez I’homme montrent qu'une densité de packing faible et une plus grande
taille des anévrismes sont associées a un plus fort risque de récurrence des anévrismes
embolisés.(475, 476) Dans la présente ¢tude, la taille des anévrismes expérimentaux chez le
lapin variat de 2.6 a 11 mm. Méme si cette variabilité de taille peut entrainer un biais dans les
réponses aux traitements étudiés, cette variabilité est nettement moins importante que dans les
anévrismes humains dont les tailles peuvent varier de 1 a plus de 30 mm.(477, 478) En effet,
les anévrismes les plus a risque de recanalisation en pathologie humaine sont les anévrismes
géants de plus de 25 mm qui n’ont pas été représentés dans cette étude expérimentale.(479) A
la fois notre postulat repose implicitement sur le fait que certains événements ou facteurs
biologiques peuvent expliquer des résultats angiographiques stables ou, inversement, une
récurrence avec le temps apres un traitement endovasculaire qu’on pourra dans la poursuite de
notre recherche tester chez ’homme et éventuellement utiliser le coil recouvert de fucoidane
si nos résultats s’averent concluants.

La nouvelle classification histologique répond a la nécessité de I’introduction d’une
nouvelle technique dans la spécialité, la microscopie multiphotonique et cette classification
devra étre validée dans le futur.

De plus, des analyses in vitro complémentaires sont nécessaires pour évaluer la relation

dose-effet du fucoidane. Ceci est en cours d’étude actuellement.

Potentiel avantage des coils recouverts de fucoidane :
Les coils bioactifs idéalement congus doivent également étre faciles a utiliser en
pratique clinique. De plus, ces dispositifs doivent pouvoir étre développés en grandes quantités,

résister aux techniques de stérilisation et doivent pouvoir étre conservés pendant une durée
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prolongée a température ambiante. L’option utilisant la thérapie cellulaire nécessite des cellules
autologues pour prévenir le rejet cellulaire. Ainsi, I'utilisation de coils recouverts de cellules
en pratique clinique est difficile, car il faut des centres de culture cellulaire domestiques et du
personnel spécialisé et formé. Au contraire, ’option du fucoidane proposée dans notre
stratégie ne nécessite pas de thérapie autologue, résisterait a la stérilisation et pourrait étre
conservée a température ambiante sans nécessité d’adaptation des méthodes de stockage
utilisées pour les coils standards utilisés en pratique clinique. Desfait et Raymond ont écrit dans
une étude expérimentale que le but ultime de leur travail serait la conception d'un agent
embolique modifié, peut-€tre un polymere, qui aurait la capacité de libérer localement des
facteurs de croissance et stimuler la guérison apres traitement endovasculaire des
anévrismes.(335) C’est dans ce méme objectif que nous proposons les coils recouverts de
fucoidane qui ont la capacité d’attirer les facteurs de croissance et pour lesquels nous montrons
dans cette étude la capacité de stimuler une production accrue de collagéne afin d’améliorer la
cicatrisation des anévrismes. Notre option utilisant un polysaccharide est d’autant plus
innovante car elle permet de recruter différents facteurs de croissance impliqués sans avoir a
les manipuler. Cette caractéristique de notre stratégie est primordiale car I'utilisation directe
de facteurs de croissance serait beaucoup plus difficile a mettre en ceuvre étant donnée leur
grande fragilité. En effet, des facteurs de croissance ne résisteraitent pas aux opérations de

stérilisation et necessiterait de plus une conservation spécifique sur une durée treés courte.
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15 Valorisation et dépot de brevet

Ces résultats préliminaires positifs ont permis de déposer un brevet européen 21 305
573.4 le 04 Mai 2021 (Annexe 1). La valorisation ainsi que les perspectives d’exploitation de

ce brevet sont en discussions avec différents investisseurs potentiels.
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16 Conclusion et perspectives

L’évaluation de la cicatrisation passe par I’appréciation du collagéne. Le collagene et
la cicatrisation sont liés et la cicatrisation et la clef de I’anévrisme embolisé pour une exclusion
complete et stable dans le temps. Notre travail présente une étude de preuve de concept qui
permet de démontrer la faisabilité et I’efficacité biologique d’un traitement par coils recouverts
de fucoidane. Nous avons prouvé la faisabilité de greffage du fucoidane sur des coils. Grace a
une technologie innovante de microscopie multiphotonique, nous avons établi un nouveau type
de classification histologique pour [’évaluation de la cicatrisation des anévrismes.
Globalement, cette étude animale démontre que les coils recouverts de fucoidane ont le
potentiel d’améliorer la réponse cicatricielle et la guérison aprés un traitement endovasculaire.

Plusieurs étapes restent nécessaires pour envisager un transfert de la technologie en
thérapeutique humaine. En effet, afin d’optimiser la meilleure réponse biologique, il est
nécessaire de réaliser des tests in vitro afin de déterminer la quantité optimale de fucoidane a
greffer sur les coils. De plus, une analyse de la prolifération de cellules endothéliales et
musculaires lisses in vitro est nécessaire afin de mieux analyser les mécanismes impliqués dans
cette amélioration de la cicatrisation.

Une fibrose inadéquate au collet peut étre un indicateur important de la recanalisation
de l'anévrisme apres l'embolisation, et cette caractéristique pathologique au collet de
l'anévrisme a un certain moment apres I'embolisation peut prédire le résultat final du traitement.
Pour mesurer le collagéne chez des patients, il n'y a pas d'outils actuellement en pratique
clinique disponible. Il serait nécessaire de développer dans l'avenir des techniques
endovasculaires in vivo capables de donner des informations sur le degré de cicatrisation des

anévrismes traités par voie endovasculaire.
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