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LEXIQUE

AntiCD34-SES : AntiCD34 and Sirolimus
Eluting Stent

AES: Arsenic Trioxide Eluting Stent
AVC : Accident Vasculaire Cérébral
BAS : Bioactive Stent — Stent Bio-actif
BES : Biolimus-eluting stent

BMS : Bare metal stent — stent nu

BP : Bioabsorbable Polymer — Polymére
résorbable

BVS : Bioadsorbable Vascular Scaffold —
Stent résorbable

CDK : CyclinDependent Kinase

CLI : Critical Limb Ischemia — Ischémie
critique des membres inférieurs

CrCo : Chrome-Cobalt
DEB: Drug-eluting balloon — Ballon actif
DES : Drug-eluting stent — Stent actif

DOCE : Device-oriented composite
endpoint

DP : Durable Polymer — Polymére non-
résorbable

EC: Endothelial cells — Cellules
endothéliales

EDC : carbodiimide

EDS : Energy Dispersive X-ray Spectroscopy
- Spectroscopie a rayons X a dispersion
d'énergie

EES : Everolimus-eluting stent

ELISA : Enzyme-Linked Immuno Assay —
Méthode de dosage d'immunoabsorption
par enzyme liée

ePTFE : Polytétrafluoroéthyléne expansé

Hep : Héparine

HPLC : Chromatographie Haute
Performance en Phase Liquide

HPMEC : Human Pulmonary Microvascular
Endothelial Cells

HUASMC : Human Umbilical Artery
Smooth Muscle Cells - Cellule musculaire
lisse humaine d’artéere de cordon ombilical

HUVEC : Human umbilical vein endothelial
cell — Cellule endothéliale humaine de
veine de cordon ombilical

ID/CI-TLR/TVR: Ischemia-driven/clinically-
indicated Target Lesion/Vessel
Revascularization

ISR : In-Stent Restenosis — Resténose intra-
sent

LDH: Lactate déshydrogénase (enzyme)

MACE: Major Adverse Cardiac Event —
Evénement cardiaque indésirable majeur

MACCE : Major Adverse Cardiac or

Cerebrovascular Event - Evénement
cardiaque et/ou cérébro-vasculaire
indésirable majeur

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
MCV : Maladies Cardio-vasculaires

NES : Novolimus Eluting Stent

NHS : N-Hydroxysuccinimide

NiTi : Alliage de NiTiNOL (Nickel, Titane)

OCT : Optical coherence Tomography -
Tomographie par cohérence optique

PBMA : Poly(butyl methacrylate)
PC : Platinium-Cobalt

PCD: Polycyclodextrine

PCL: Polycaprolactone

PDA: Polydopamine


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/181528?lang=en&region=US

PEI : Poly(éthyléne imine)
PES : Paclitaxel Eluting Stent
PF : Polymer-Free — sans polymeére

PICC : Alliage de Platinium, Irridium et
Chrome-Cobalt

PLGA : Poly(lactic-co-glycolic acid)

PLLA : Poly-Lactic L-Acid - Acide Poly(L-
lactique)

POCE: Patient-oriented Composite
Endpoint

PRISMA: Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses

PRP : Plasma riche en plaquettes

PTA : Percutaneous Transluminal
Angioplasty - Angioplastie transluminale

PU : Polyuréthane

QCA : coronarographie quantitative

RES : Ridafarolimus Eluting Stent

STEMI: Infarctus du myocarde avec
élévation du segment ST

SES: Sirolimus-eluting stent

SFA : Superficial femoral artery - Artére
fémorale superficielle

SMC: Smooth Muscular Cells — Cellules
musculaires lisses

SPES: Sirolimus and Probucol Eluting Stent
SS : Stainless Steel — Acier inoxydable

TAT : Thromboses Aigues Tardives
TLV/TLF : Target lesion/vessel failure

UV: Ultra-Violet

XPS: Spectroscopie photoélectronique aux
rayons X

ZES: Zotarolimus Eluting Stent
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION GENERALE
1. Introduction

1.1. Athérosclérose et Principes du traitement
Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, les maladies cardiovasculaires sont la premiere

cause de mortalité dans le monde (17.3 millions de décés par an, soit 30% de la mortalité
mondiale annuelle). Elles découlent d’une dysfonction des cellules endothéliales, responsable
d’une altération de la paroi vasculaire appelée athérosclérose. Il s’agit d’'une accumulation
anormale de lipides dans la paroi, entrainant une réponse immuno-inflammatoire avec
prolifération anormale des cellules musculaires lisses vasculaires (SMC), aboutissant a la
formation d’une plaque réduisant la lumiéere du vaisseau. Ce phénomene est appelé sténose
(1,2). Il entraine une diminution du flux sanguin en aval, et donc une hypo-perfusion des
organes, responsable des symptdmes ressentis par les patients (angor au niveau cardiaque,
claudication au niveau des membres inférieurs par exemple). La prise en charge thérapeutique
des maladies cardiovasculaires est basée sur la prévention et le controle des facteurs de risque
cardio-vasculaire, par le respect de regles hygiéno-diététiques et par l'introduction d’un
traitement médical au besoin. Cependant, en cas de lésions symptomatiques, il est souvent
nécessaire de compléter le traitement par un geste chirurgical. Classiquement, le flux est
restauré par ablation de la plaque (endartériectomie) ou dérivation du flux sanguin (pontage).
Plus récemment sont apparues des techniques dites « endovasculaires », c'est-a-dire passant
par I'intérieur des vaisseaux. Elles sont peu invasives, et engendrent moins de complications
que le traitement chirurgical conventionnel (chirurgie dite « ouverte »). Parmi ces techniques,
on retrouve principalement I’'angioplastie-stenting qui consiste a remodeler la paroi avec un
ballonnet, puis a renforcer la réparation a I'aide d’un échafaudage métallique appelé stent. Il
est actuellement démontré dans la plupart des territoires vasculaires que I'implantation d’un

stent diminue le risque de resténose en comparaison a I'angioplastie au ballonnet seule (3,4).



1.2.

Resténose intra-stent

Bien que I'adjonction d’un stent ait permis de limiter les récidives aprés angioplastie, on

constate un taux de Resténose Intra-Stent (RIS) aprés implantation de I'ordre de 20-30% dans

les territoires coronaires (5), et pouvant atteindre jusqu’a 50% au niveau des arteres

infrapoplitées (6). Les mécanismes impliqués dans la RIS sont classés en deux phases :

La phase précoce : Les contraintes physiques imposées a la paroi par le stent,
le dénudement de I'endothélium et le traumatisme de la media secondaires a
I'implantation engendrent une réaction inflammatoire locale (7). Il en résulte
une activation plaquettaire autour de la zone lésée, avec expression de
molécules d’adhésion, tel que la P-sélectine, qui vont favoriser le recrutement
de cellules inflammatoires (polynucléaires neutrophiles, monocytes et
macrophages). Ces cellules vont sécréter une quantité importante de cytokines
(Interféron a (INFa), Tumor Necrosis Factor a (TNFa), Interleukine 6 (IL-6),
etc...) et de facteurs de croissance (entre autre le Tumor Growth Factor B1
(TGFB1)) qui vont entrainer la prolifération et la migration des SMC. La
régulation de la prolifération des SMC s’effectue selon 2 voies principales : celle
des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) p42/44 ; et celle de la
Serine/Thréonine Kinase Akt (8). De nombreuses interactions existent
également avec p38 (9) et les CDK (CyclinDependent Kinase) p21 et p27kip, qui
sont pour leur part impliquées dans l'inhibition des facteurs de la prolifération
(10,11).

La phase tardive : Les SMC recrutées a la phase précoce acquierent un
phénotype pathologique suite a la stimulation excessive en facteurs de

croissance. Ceci va engendrer une prolifération et une migration des SMC vers
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la néointima, puis une synthése de matrice extracellulaire, aboutissant a une
hyperplasie myo-intimale (8). Lorsque ces phénoménes de cicatrisation sont

excessifs, ils se traduisent par la survenue d’une RIS.

La RIS est responsable d’une récidive de la symptomatologie chez les patients, et est
susceptible de se compliquer par un phénomeéne de thrombose aigue. Il en résulte une morbi-
mortalité importante, et une augmentation des dépenses de santé. A I'échelle mondiale, la

RIS est un probleme majeur de santé publique.

1.3. Concept et limites des stents actifs
Afin de limiter la RIS, il a été proposé d’enduire les stents de principes actifs limitant la

prolifération des cellules musculaires lisses. Ces stents ont été appelés « actifs » (Drug-eluting
stent, DES), par opposition aux stents « nus » utilisés jusqu’alors. In-vivo, sur modele animal,
les stents enduits de sirolimus ont démontré une réduction significative de la prolifération
myo-intimale (12). En 2003, la Food and Drug Administration autorisait la mise sur le marché
du stent actif Cypher® (Cordis Corporation, Miami, FL), libérant du sirolimus, puis en 2004 du
stent TAXUS™ (Boston Scientific, Natick, MA, USA), libérant du paclitaxel. L’évaluation de ces
stents au niveau coronaire chez 'lhomme a démontré leur efficacité sur la RIS, avec une
incidence passant de 26,6% a 7,9% aprés 9 mois entre un stent nu et le stent Taxus® (13), et
de 21,3% a 5,8% aprés 2 ans entre un stent nu et le stent Cypher® (14). Cependant, malgré
I’amélioration constatée sur la RIS, des phénomenes de thromboses aigues tardives (TAT) ont

été observées, avec des conséquences cliniques parfois fatales pour les patients.

Deux mécanismes ont été incriminés dans les TAT :

- Un retard de cicatrisation de la paroi vasculaire, lié au caractére non sélectif des

drogues cytotoxiques utilisées, qui limitent la prolifération des cellules musculaires
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lisses, mais également des cellules endothéliales (15). Il en découle une
réendothélialisation partielle des mailles du stent, dont une partie reste exposée au
flux sanguin dans la lumiéere artérielle et engendre des phénomeénes d’agrégation
plaquettaire aboutissant a la thrombose.

Des phénomenes d’hypersensibilité aux polyméres non résorbables employés dans la
conception des premiers DES (16), responsables d’une réaction inflammatoire locale

aboutissant a un remodelage aberrant de la paroi et a un risque accru de thrombose.

De ce fait, les stents actifs de premiere génération n’ont pas démontré leur supériorité en

termes de morbi-mortalité en comparaison aux stents nus (17), et le stent Cypher® a été retiré

du marché en 2013. De plus, ils imposent la prise d’antiagrégants plaquettaires au long cours

pour prévenir la TAT, avec un risque de complications hémorragiques.

Trois grands axes de recherche scientifique sont actuellement développés afin d’optimiser les

stents et limiter la RIS et la TAT :

La plateforme, c'est-a-dire le stent en lui-méme. La plupart des stents commercialisés
sont en acier inoxydable, en alliage de chrome-cobalt (CrCo) ou en NiTiNOL (alliage de
Titane et Nickel). Des stents résorbables, permettant de limiter l'irritation de la paroi
vasculaire au long cours, sont en phase d’évaluation. Les résultats préliminaires des
études cliniques, en particulier avec des stents en acide poly(L-lactique) (PLLA) étaient
encourageants (18). Un premier stent (Absorb®, AbbotVascular, AbbottPark, IL) a été
commercialisé, mais les résultats définitifs de ces essais cliniques ont été mitigés
(augmentation du taux de thrombose de stent et d’infarctus du myocarde), entrainant

son retrait.
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- Le polymere qui transporte et définit la cinétique de libération du principe actif. Suite
aux problémes d’hypersensibilité rencontrés avec les polymeéres non résorbables, les
derniéres générations de stents n’utilisent pas de polymeres (Principe actif adsorbé
sur la plateforme comme pour le Zilver PTX®, CookMedical) ou des polymeéres
biocompatibles totalement résorbables (par exemple, le stent Biomatrix®, Bionsensor
Europe au PLLA).

- Le principe actif : La recherche s’oriente vers |'utilisation de drogues pro-cicatrisantes,
plutdt que des drogues cytotoxiques, qui inhiberaient sélectivement la prolifération

des SMC tout en conservant ou en favorisant la réponse endothéliale.

Les DES de deuxiéme génération ont été congus selon ces concepts (sauf ne ce qui
concerne le choix du principe actif). Ces stents utilisent des polyméres biorésorbables et/ou
biocompatibles, combinées avec d’autres molécules thérapeutiques, la plupart appartenant a
la famille des limus, telles que le zotarolimus (ENDEAVOR®, Medtronic, Santa Rosa, CA) ou
I’everolimus (PROMUS®, Boston Scientific, Natick, MA et XIENCE®, AbbotVascular,
AbbottPark, IL). lls possedent notamment des cinétiques de libération plus rapides, et une
efficacité accrue, permettant de diminuer les concentrations locales. Ces stents, dits de «
seconde génération », semblent présenter des résultats cliniques supérieurs a ceux rencontrés
avec les stents actifs de premiére génération (19). La troisieme génération de DES est basée
sur des plateformes résorbables (en Poly(L-lactic acid) (PLLA)(18) ou en magnésium(20)), sur
des stents sans polyméres (polymer-free) ou sur des classes thérapeutiques n’appartenant pas

aux cytotoxiques (probucol, antiCD34).
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2. Apport clinique des stents actifs - Revue de la littérature

Cette revue de la littérature a pour but d'évaluer le niveau de preuve clinique
disponible sur l'utilisation des DES actuellement commercialisés dans divers territoires
vasculaires (coronaires, arteres fémorales superficielles (SFA) et artéres sous le genou (BTK))

et de discuter leurs potentiels et limites.

2.1. Matériel et méthodes

Cette revue systématique a été réalisée selon les criteres PRISMA (Preferred Reporting

Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (21).

Stratégie de recherche
Une revue de la littérature était effectuée via les bases de données Pubmed/Medline

avec le terme MeSH "Drug-Eluting Stents" et les filtres "Clinical Trial", "5 years", "English
language" et "humans". La liste des résumés était examinée par deux lecteurs indépendants
(A. Hertault, E. Lerisson) afin de sélectionner les études pertinentes en fonction des critéres
d'inclusion/exclusion. Les textes complets étaient ensuite récupérés et analysés par les deux

enquéteurs.

Critéres d'inclusion/exclusion
Tous les essais randomisés, ou méta-analyses d'essais randomisés, incluant des

patients ayant fait I'objet d'un suivi d'au moins un an, avec un critére de jugement clinique
étaient considérés admissibles. Les articles étaient examinés afin d'identifier les critéres de

jugement cliniques suivants :
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- Au niveau coronaire :

Major Adverse Cardiac Event (MACE) — ou événement cardiaque indésirable majeur,
communément défini comme un critére d'évaluation composite incluant la mortalité
(toutes causes confondues) et/ou tout infarctus du myocarde et/ou toute récidive de
symptome liée a la lésion ou au vaisseau initialement traité (target lesion/vessel
failure, TLF/TVF).

MACCE - Evénement cardiaque et/ou cérébro-vasculaire indésirable majeur,
habituellement défini comme MACE et/ou tout accident vasculaire cérébral (AVC)
majeur.

Target Lesion/Vessel Failure (TLF/TVF) — Définis comme la récidive de symptome liée
a la Iésion ou au vaisseau initialement traité (stenté), y compris la mort de cause
cardiaque, l'infarctus du myocarde lié au vaisseau cible ou la revascularisation de la
Iésion cible pour ischémie.

Ischemia-driven/clinically-indicated Target Lesion/Vessel Revascularization (ID/CI-
TLR/TVR) — Définis comme toute revascularisation de lésion/vaisseau cible
consécutive a la preuve clinique d’une ischémie du territoire d’aval ou I'émergence de
nouveaux symptomes dans le méme territoire.

Device-oriented composite endpoint (DOCE) — défini comme un critére d'évaluation
composite axé sur les événements liés au matériel (stent) associant la mortalité de
cause cardiaque, l'infarctus du myocarde dans le territoire cible ou la revascularisation
itérative de la lésion cible sur des critéres cliniques.

Patient-oriented Composite Endpoint (POCE) défini comme un critére d'évaluation
composite axé sur les événements liés au patient associant toutes les causes de déces,

tout infarctus du myocarde ou toute revascularisation cardiaque.
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- Aux membres inférieurs :
- Sauvetage de membre ou survie sans amputation majeure

- Cicatrisation des plaies

- Amélioration de la classification de Rutherford

Les études observationnelles, les registres, les études ne faisant état que de résultats
morphologiques ou hémodynamiques sans criteres de jugement cliniques et les résumés sans
texte intégral étaient exclus. Lorsqu’une étude présentait un ou des rapports antérieurs a la
période de recherche initialement définie, les articles en question étaient récupérés et

analysés.

Extraction des données
Les données suivantes étaient extraites a partir des articles sélectionnés: année de

publication, type d'étude (essai randomisé, analyse post-hoc d'un essai randomisé ou méta-
analyse d'essais randomisés), type de population traitée, soutien financier de l'industrie,
groupes étudiés (type de stent comparé), durée du suivi, criteres de jugement principal
clinique (comme définis ci-dessus), éventuellement critéres de jugement cliniques
secondaires lorsque I'étude était congue avec un critére primaire non clinique, résultats

principaux et conclusion des auteurs.

Répartition des études identifiées
Les études sélectionnées étaient classées selon le territoire traité (coronariens, SFA, BTK), puis

divisées en trois catégories selon les différents aspects étudiés : Principe actif, polymére ou
plateforme. Si une étude comparant des DES avec différentes plateformes, différents
polymeéres et/ou différents principes actifs, elle était classée dans les trois catégories. Une

nomenclature spécifique (Table 1.1) était élaborée pour faciliter la classification.
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Platform
SS Stainless Steel
CC Cobalt Chronium
PC Platinium Chronium
PICC Platinium Irridium and Cobalt chronium
NiTi NIiTINOL
Bioactive Stent (including metallic surface activated with titanium-
BAS nitride-oxide)
Bioadsorbable Vascular Scaffold (Including polymeric scaffolds and
BVS magnesium alloy)
Polymers
DP Durable Polymer
BP Bioadsorbable Polymer
PF Polymer Free
Stents / Drugs
PES Paclitaxel Eluting Stent
SES Sirolimus Eluting Stent
EES Everolimus Eluting Stent
ZES Zotarolimus Eluting Stent
BES Biolimus Eluting Stent
RES Ridafarolimus Eluting Stent
NES Novolimus Eluting Stent
AntiCD34-
SES AntiCD34 and Sirolimus Eluting Stent
SPES Sirolimus and Probucol Eluting Stent
AES Arsenic Trioxide Eluting Stent
Hep Heparin

Table 1.1: Nomenclature utilisée dans cette revue pour identifier et répartir les différents types de stents en fonction
du principe actif, du polymere et de la plateforme.

Selon cette classification, le stent Cypher® (Cordis Corporation, Miami, FL), basé sur une
plateforme en acier inoxydable libérant du sirolimus via un polymere non résorbable était
classé SS-DP-SES. Les DES étaient également classés en fonction de leur génération. La limite
entre la deuxiéme et la troisieme génération étant souvent vague et fondée sur des arguments

commerciaux, elle était définie par les sauts technologiques pour les besoins de cette revue :

- Premiére génération : Uniquement Cypher® (Cordis) et Taxus® (Boston Scientific),
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Deuxiéme génération : Inclut les DES avec des polymeéres non-résorbables ou
résorbables libérant des molécules cytotoxiques, essentiellement de la famille des
limus,

Troisieme génération : Comprend les échafaudages (scaffolds) vasculaires
résorbables, les plateformes sans polymére (polymer-free) ou les DES libérant des

principes actifs pro-cicatrisants.
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2.2. Résultats

La recherche était conduite le 31 mars 2019 selon le diagramme de flux présenté en Figure
1.1. Sept-cent quarante-trois résumés étaient identifiés et évalués pour déterminer leur
éligibilité. Parmi eux, 206 études répondaient aux exigences initiales et étaient inclues. Vingt-
sept études présentaient des rapports antérieurs a la période de recherche, ce qui
représentait 30 articles supplémentaires éligibles. Soixante-cing articles étaient exclus apres
lecture du texte intégral, principalement parce que ces études étaient concues pour étudier
des problématiques en dehors du spectre de cette revue (comparaison aux ballons actifs,
n=15, aux pontages coronariens, n=10) ou évaluer l'efficacité des DES dans un contexte

anatomique propre a la cardiologie interventionnelle (stenting de la bifurcation coronaire,

n=16).

Records identified through
database search (n=743)

!

Previous reports of eligible articles
retrieved (n=30)

Articles assessed for eligibility
based on abstracts (n=206)

|

Articles assessed for eligibility
(n=236)

!

Record excluded after full-text
reading (n=65)

Articles included (n=171)

Coronaries (n=160)

SFA (n=7)

BTK (n=4)

Figure 1.1: Diagramme de flux représentant la sélection et la répartition des articles




Les stents identifiés dans les articles retenus sont présentés Table 1.2. Tous, a I'exception des
endoprotheéses Zilver PTX® (Cook Medical) et Eluvia® (Boston Scientific) ont initialement été

congus pour le traitement des Iésions coronariennes.

Premiére Génération
Stent Cypher Taxus Element
Compagnie Cordis Boston
Plateforme SS SS
Polymére DP (PEVA,PBMA) | DP (SIBS)
Principe actif SES PES
Epaisseur de
maille (um) 140 132
Nomenclature |SS-DP-SES SS-DP-PES

Table 1.2a: Stents actifs de premiére génération. PEVA : poly (éthylene-acétate de vinyle) ; PBMA :
poly(méthacrylate de butyle) ; SIBS : Poly(Styréne-bloc-IsoButyléne-bloc-Styréne)
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Seconde Génération (Partie 1)

Stent Xience/Promus Ultimaster Nobori Orsiro BioMatrix Promus element EIuNIR (BioNIR)
. Abbot Vascular / . . Biosensors .
Compagnie Boston Scientific Terumo Terumo Biotronik Europe SA Boston Medinol Ltd
Plateforme CcC CcC SS CcC SS PC CcC
Polymere DP (PBMA, PVDF- | up ppiia-pcl) | BP (PDLLA) | BP (PLLA silicon BP (PLLA) | DP (fluoropolymer)|  DP (PBMA)
HFP) carbide)
Principe actif EES SES BES SES BES EES RES
Epaisseur de 81 80 112 60 120 81-86 87
maille (um)
Nomenclature CC-DP-EES CC-BP-SES SS-BP-BES CC-BP-SES SS-BP-BES PC-DP-EES CC-DP-RES
Second Génération (Partie 2)
Stent Resolute Resolute Onyx Synergy MiStent Inspiron Slender IDS DESyne
Compagnie Medtronic Medtronic Boston Micell . Scitech Svelte Medical Elixir Medical Corp
Technologies
Plateforme cC PICC PC cC cC cC CcC
DP (PBMA
. ’ DP (PBMA, BP (PLLA) + BP
Polymére PHI\SCAI)D)VP, PHMA, PVP, PVA) BP (PLGA) BP (PLGA) PDLLGA) (polyesteramide) DP (PBMA)
Principe actif ZES ZES EES SES SES SES NES
Epaisseur de 91 81 74 64 75 81-84 80
maille (um)
Nomenclature CC-DP-ZES PICC-DP-ZES PC-BP-EES CC-BP-SES CC-BP-SES CC-BP-SES CC-DP-NES
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Seconde Génération (Partie 3)

Stent Firebird 2 Firehawk Yukon Choice PC Excel BuMA Partner Supraflex
. . Sahajanand
Compagnie MicroPort MicroPort Translumina IW Medical Sino Medical Lepu Medical Medical
GmbH System Ltd .
Technologies
Plateforme cC CcC SS SS SS SS cc
Polymere | DP (SBS) BP(PLA) | BP (PDLLA) BP(PLLA) | BP (PLGA, PBMA) | DP (PBMA/PEVA) | ‘P;L\’/*E)PLGA'
Principe actif SES SES SES SES SES SES SES
Epaisseur de 86 86 87 119 100 114 60
maille (um)
Nomenclature CC-DP-SES CC-BP-SES SS-BP-SES SS-BP-SES SS-BP-SES SS-DP-SES CC-BP-SES
Seconde Génération (Partie 4)
Stent Cordimax AES Eluvia Viabahn ENdeavor Tivoli Stentys
Compagnie Rientech Medical Am5|nomed Boston Scientific Gore Medtronic Essen Technology | Stentys SA
Medical Company
Plateforme SS SS Ni Ni (+PTFE) CcC CcC Ni
DP (MPC
DF- '
Polymeére BP (PLGA) BP (PLLA) DP (PBMA, PV DP (PEI) LMA HPMA, 3- BP (PLGA) DP
HFP)
MPMA)
Principe actif SES Arsenic trioxide PES Heparin ZES SES PES
Epaisseur de 218 N/A 91 80 102-133
maille (um)
Nomenclature SS-BP-SES SS-BP-AES Ni-DP-PES Ni-DP-Hep CC-DP-ZES CC-BP-SES Ni-DP-PES

Table 1.2b: Description des stents actifs de seconde génération. HPMA = hydroxypropyl methacrylate; LMA = lauryl methacrylate; MPC =

methacryloyloxyethyl phosphorylcholine; 3-MPMA = 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate; PBMA: Poly(butyl methacrylate); PCL: polycaprolactone ; PEI: Polyethilenimine;
PEVA = poly(ethylene-co-vinyl acetate); PLA/PLLA/PDLA/PDLLA/PLGA: Poly (lactid acid) family; PHMA = poly(hexyl methacrylate); PTFE: poly-tetrafluoroethylene; PVA =
polyvinyl acetate; PVDF-HFP: polyvinylidenefluoride-hexafluoropropylene; PVP = polyvinylpyrrolidone; SIBS/SBS = poly(styrene-b-isobutylene-b-styrene)
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https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/methacrylate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/methacrylic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/phosphorylcholine
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/181528?lang=en&region=US
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/polyvinyl-alcohol
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/acetic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/povidone
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/povidone

Troisieme Génération (Partie 1)
Stent ABSORB Titan-2/ Titan Biofreedom Dual Coroflex ISAR VESTAsync
Optimax
Compagnie Abbott Vascular Hexacath Blosensers Europe ISAR group B-Braun MIV Therapeutics
Plateforme PLLA cc SS SS CC CC
Titanium nitride PF, but
Polymére - . PF PF PF nanoparticles of
oxide surface
HA
Principe actif EES BES SPES SPES SES
Epaisseur de 157 90/75 112 87 55-65 65
maille (um)
Nomenclature BVS-EES BAS SS-PF-BES SS-PF-SPES CC-PF-SES
Troisieme Génération (Partie 2)
Stent Combo Dual NeoVas Nano+ Axxion stent Zilver PTX
. OrbusNeich . . Biosensors Europe .

Compagnie Medical Lepu Medical Lepu Medical SA Cook Medicla

Plateforme SS PLLA SS SS Ni

Polymere BP - PF PF PF

Principe actif AntiCD34, SES SES SES PES (+glycocalyx) PES

Epaisseur de 90 170 91, Reservoir 117

maille (um)

Nomenclature SS'DP'QE:CD% BVS-SES SS-PF-SES SS-PF-PES Ni-PF-PES

Table 1.2c: Description des stents de troisieme génération. HA: hydroxyapatite; PLLA:

famille des Poly (lactid acid).
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2.2.1. Au niveau coronaire
Comparaison des différentes plateformes
La premiere génération de DES a été congue en acier inoxydable (SS). Dans la deuxiéme

génération, afin de conserver les propriétés mécaniques tout en réduisant I'épaisseur de la
maille, le SS a progressivement été remplacé par du chrome-cobalt (CC) ou du platinium-
cobalt (PC). Les études PLATINIUM (22-27) ont évalué des plateformes en PC (PROMUS
Element®, Boston scientific) par rapport a un stent en CC (Xience V®, Abbott
vascular/PROMUS®, Boston Scientific) ou en SS de la premiére génération (TAXUS Liberté®,

Boston scientific) et démontré une non-infériorité entre PC, CC et SS (Table 1.3).
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Critere

Critere de

i de
Essai . | Type |Financement | Population _ | Suivi |. jugement : L. Conclusion
Année | . . Groupes (n) Ratio . . | jugement . Résultats principaux L.
e AT d’étude | industriel (n) (mois) . secondaire principale
principal L.
.. clinique
clinique
2.9%:3.4% of patients assigned to
. CoCr-EES versus PtCr-EES, . .

PLATINIUM(22) 2011 RT Boston Scientific De novo (1530) PC_DP_EEEESSWGS)'CC_DP_ 11 12 TLF respectively (difference: 0.5%, 95% similar clinical

(762) ) B . outcomes

confidence interval: -1.3% to 2.3%,
p(noninferiority) = 0.001
Japanese cohort =PC-
De novo lesions DP-EES(63):CC-DP- TLF in Japan (3.2%:5.0% , p=.68)

RT-post - (1530)/ EES(61) /Non Japanese . and outside Japan (4.7%:5.9% similar clinical

PLATINIUM(23) 2014 hoc Boston Scientific Japanese(63)vs cohort PC-DP- 11 24 TLF respectively, p=.33; p for interaction outcomes

non Japanese EES(695):CC-DP- =.82).
EES(688)

L PC-DP-EES(768):CC-DP- X . _ similar clinical

PLATINIUM(24) 2014 RT Boston Scientific De novo (1530) EES(762) 1:1 36 TLF 7.1%:5.9% (p=.40) outcomes
L PC-DP-EES(768):CC-DP- . 9.1%:9.3% (HR: 0.97, 95% CI: 0.69 similar clinical

PLATINIUM(25) 2017 RT Boston Scientific De novo (1530) EES(762) 11 60 TLF to0 1.37; (p=.87) outcomes

[4.6%)] patients vs. 32 [3.2%)],

. absolute difference 1.4%, 95% - .

PLATINIUM 2017 RT Boston Scientific All (2980) PC‘%PF,'_IEEESS((ll%‘Z?)'CC' 21 12 TVF confidence interval [CI]: <0.1-2.9; s";‘ﬂf‘crocru’;'sca'
PLUS(26) upper limit of the one-sided 95% ClI:
2.57%; non-inferiority p=0.012

- CC-DP-PES(316):PC-DP- . _ similar clinical

PERSEUS(28) 2015 PA Boston Scientific All (1249) PES(933) 60 TLF 12.9%:12.1% (P=.66) outcomes
PLATINIUM - De novo lesions | SS-DP-PES(127):PC-DP- X X _ similar clinical

CHINA(27) 2015 RT Boston Scientific (500) EES(373) 31 12 CV death 1.6%:0% (p=.06) outcomes

Table 1.3: Essais randomisés comparant les plateformes en platinium-cobalt (PC) aux autres plateformes métalliiques. RT: randomized trial, PA: pooled analysis, RT post-hoc:
Post-hoc analysis of a randomized trial, FU: Follow-up; CV death: Cardio-vascular death; TLF/TVF: Target Lesion/Vessel Failure.
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Dans les anatomies tortueuses et mobiles, le NiTiINOL a démontré une plus grande résistance
a la fracture que les stents expansibles par ballonnet grace a ses propriétés de mémoire de
forme et est couramment utilisé dans le territoire fémoral superficiel. Un seul stent en
NiTiNOL a été évalué dans un essai randomisé pour les coronaires (Stentys, Stentys SA, France)
(29), mais le critére de jugement principal de cet essai était morphologique (pourcentage de
mailles malapposées en tomographie par cohérence optique(OCT)). A 9 mois, ce stent n'était
pas inférieur a un stent a élution de zotarolimus expansible par ballonnet, chez les patients

présentant un infarctus du myocarde avec élévation du segment ST.

Les stents bioactifs sont principalement représentés par des plateformes en CC recouverts de
particules de titane-nitrure-oxyde (Ti-No) par un traitement plasma. Grace a ce procédé, de
I'azote est exprimé sur la surface du stent afin d'éviter la RIS. lls ont démontré leur non-
infériorité au gold-standard de la deuxiéme génération (CC-DP-EES) (30,31) ou au CC-DP-
ZES(32,33) dans plusieurs études chez des patients tout venant (Table 1.4), dans le sous-
groupe des diabétiques ou le taux de MACE était inférieur avec un stent CC-DP-EES (14,5%

contre 4,4% respectivement (p=.02)) (34).
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Critere

Critere de

EES(410)

i . . . de . .
Essai . | Type |Financement | Population . Suivi | jugement i L. Conclusion
Année | . . Groupes (n) Ratio . jugement . Résultats principaux L.
o N d’étude | industriel (n) (mois) . secondaire principale
principal L.
.. clinique
clinique
BAS(152):CC-DP- X 21.1%:18.0%, HR=1.19, IC 95% similar clinical
TIDE(32) 2011 RT All (302) ZES(150) 1:1 12 MACE 0.71-2.00 (p=.5) UtComos
BAS(152):CC-DP- . 27.6%:25.3%, RR=1.13, IC95% similar clinical
TIDE(33) 2015 RT All (302) 7ES(150) 11 60 MACE 0.72.1.75 (p=.06) el
TITANIC XV(34) | 2014 RT Diabetics (173) | BAS(83):CC-DP-EES(90) 1:1 12 MACE - 14.5%:4.4% (p=.02) in fa"orEoEfSCC'DP'
PA (TITAX- L -
TITAX AMI BAS(245):SS-DP- i . _ similar clinical
BASE ACS(35) 2014 AMIA,CBQ)SE- ACS (501) PES(97):CC-DP-EES(159) 1:2 24 MACE - RR:0.85, IC95% 0.53-1.35,p=.49 outcomes
BASE ACS(31) 2016 RT Hexacath ACS (753) BASI(EE‘Sgé(;%‘DP‘ 11 48 MACE - 14.7% : 17.8% (p=0.24) Sir;‘ﬂf‘crocr:';iga'
BASE ACS(30) | 2016 RT Hexacath ACS (827) BAS(417):CC-DP- 1:1 60 MACE 14.4% : 17.8% (p=0.26) similar clinical

outcomes

Table 1.4: Essais randomisés comparant les stents bio-actifs (BAS) aux stents actifs de seconde génération. RT: randomized trial, PA: pooled analysis, FU: Follow-up; ACS:
Acute coronary syndrome; MACE: Major adverse cardiac event.
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Les scaffolds (échafaudages) vasculaires résorbables (BVS) sont représentés par des
plateformes polymériques (acide polylactique, PLA) ou métalliques (alliage de magnésium)
destinées a remplacer les structures métalliques précédemment utilisées par des structures
totalement résorbables. Ils peuvent étre chargés de médicaments qui, en théorie, seraient
libérés tout au long de leur résorption. Les essais randomisés évaluant des BVS sont présentés
Table 1.5. Les études ABSORB, AIDA et TROFI 11(36—-38,38—44) ont été congues pour comparer
un BVS éluant I'évérolimus (ABSORB®, Abbott Vascular) a un stent similaire en chrome-cobalt
libérant de I'évérolimus via un polymére non-résorbable (Xience®, Abbott Vascular). Bien que
les résultats initiaux aient été similaires dans les études visant a analyser des parameétres
cliniques tels que le TLF, le BVS-EES s'est révélé inférieur au stent métallique dans plusieurs
essais(40,42,43,45,46)apres deux ans. Un essai(47) a évalué un autre BVS éluant du sirolimus
(NeoVas®, Lepu Medical) par rapport au CC-DP-EES. Apres un an, le taux de récidive d'angine
de poitrine était similaire entre les deux dispositifs, mais ces résultats doivent étre interprétés
avec prudence car les effectifs de I'étude étaient définis pour un critére de jugement primaire

angiographique (thrombose du segment cible).
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Critére

Critere de

i . . . de . .
e . Type | Financement | Population . Suivi |, jugement p . Conclusion
Année | ,, . . Groupes (n) Ratio ., | jugement . Résultats principaux ..
d’étude | industriel (n) (mois) . secondaire principale
ler Auteur principal . .
. . clinique
clinique
ABSORB BVS(241):CC-DP- . 3 _ similar clinical
CHINA(36) 2015 RT Abbott vascular all-comers (480) EES(239) 1:1 12 TLF 3.4%: 4.2% (p = 0.62) outcomes
ABSORB 11(37) 2015 RT Abbott vascular all-comers (501) Bvséfss()iggw' 211 12 POCE 5%: 3% s"gﬂf‘croﬂi';isca'
ABSORB 11(38) 2016 RT Abbott vascular | all-comers (501) Bvsgg()igoc)‘m‘ 21 24 POCE 11.6% : 12.8% (p=0.70) S"glij'f‘crocr:gisca'
BVS(308):CC-DP- 68/325 (21%) : 39/161 (24% In favor of CC-DP-
ABSORB 11(45) 2016 RT Abbott vascular all-comers (501) I(EES()152) 2:1 36 POCE ( (pu=)0A41) (24%) s
ABSORB 11(46) 2018 RT Abbott vascular | all-comers (501) Bvsézlfsg()ig;‘m‘ 21 48 POCE 23.6% : 26.7% (p=0.47) In fa"orEOEfSCC'DP'
BVS(1322):CC-DP- X 3 _ similar clinical
ABSORB I11(39) 2015 RT Abbott vascular all-comers (2008) EES(686) 2:1 12 TLF 7.8% : 6.1% (p=0.007) outcomes
ABSORB 11i(40) | 2017 RT Abbott vascular | all-comers (2008) Bvs(éég%ggop‘ 21 36 TLF 13.4% : 10.4% (p = 0.06) In fa"orEoEfSCC'DP'
ABSORB BVS(266):CC-DP- . 4.2% : 3.8% (Pnon-inferiority < similar clinical
JAPAN(41) 2015 RT Abbott vascular all-comers (400) EES(134) 2:1 12 TLF 0.0001) outcomes
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Table 1.5 - suite

Critere L
Essai de Critére de
ssal ) Type | Financement | Population . Suivi |, jugement , A Conclusion
Année | ,, . . Groupes (n) Ratio ., | jugement . Résultats principaux ..
d’étude | industriel (n) (mois) . secondaire principale
ler Auteur principal . .
. . clinique
clinique
ABSORB ’ BVS(266):CC-DP- i o - 3 806 (P In favor of CC-DP-
JAPAN(42) 2016 RT Abbott vascular all-comers (400) EES(134) 2:1 24 TLF 7.3% : 3.8% (p=0.18), EES
PA(ABSORB
’ EXTEND, ) o
de Ribamar 2016 | SPIRITtrials |  Abbott vascular all-comers (1624) BVS(812):CC-DP- 12 MACE 5.0% : 4.8% (p=0.83) similar clinical
Costa J(48) and XIENCE EES(812) outcomes
USA trial)
AIDA(43) 2017 RT Abbott vascular | all-comers (1845) BVS(EgEzgzégf)'Dp' 11 24 TVF 11.7%: 10.7% (p=0.43) In fa"orEOEfsCC'DP'
Abbott Vascular, . -
iy ! BVS-EES(78):PC-DP- . X X _ similar clinical
EVERBIO 11(49) 2017 RT Biosensor Int, All (238) ; 111 24 DOCE 21%:16%:9% (p=NS)
Boston Scientific EES(80):SS-BP-BES(80) outcomes
PA(ABSORB
Campos CM(50) | 2018 SPIRIT uals | Abbott vascular Diabetics (1097) BVS(215):CC-DP- 24 MACE 6.5% : 8.9% (p=0.40) similar clinical
and XIENCE EES(882) outcomes
USA trial)
BVS-EES(278):CC-DP- ) Recurrent X o similar clinical
NEOVAS(47) 2018 RT All (560) EES(280) 11 12 angina 27.9%:32.1%; (p=.26) T teomes
Abbott Vascular, BVS-EES(95):CC-DP- . N similar clinical
TROFI Il 2018 RT Terumo ACS (191) EES(96) 0,04236 36 DOCE 5.3%:3.1% (p=0.47) utcomes

Table 1.5: Essais randomisés comparant les stents résorbables (BVS) aux stents de seconde génération. RT: randomized trial, PA: pooled analysis, FU: Follow-up,; ACS: Acute coronary syndrome;
MACE: Major adverse cardiac event; TLF/TVF: Target Lesion/Vessel Failure; ID/CI-TLR/TVR: Ischemia-driven/Clinically indicated Target Lesion/Vessel Revascularization; DOCE: Device-oriented
composite endpoint; POCE: Patient-oriented composite endpoint.
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Polymeéres
Contrairement a la premiere génération de DES, la seconde utilise des polymeéres

biocompatibles, non-résorbables (durable polymer, DP) ou résorbables (bioabsorbable
polymer, BP) (Table 1.6). Les essais ISAR TEST IV, | LOVE IT 2 et EVOLVE(51-56) ont été
spécifiguement congus pour étudier l'impact des polymeéres résorbables par rapport aux
polyméres non-résorbables et ont démontré la non-infériorité de BP versus DP. Dans ISAR
TEST 1V(52), une étude randomisée a trois bras comparant SS-BP-SES (n=1299) a CC-DP-EES
(n=652) et SS-DP-SES (n=652), SS-BP-SES était non inférieur a CC-DP-EES a 60 mois, mais SS-
DP-SES avait un taux de DOCE supérieur, suggérant une supériorité des BP. L'essai | LOVE IT
2(53,54) a comparé un CC-BP-SES (Tivoli®, Essen Technology), basé sur du PLLA, a un CC-DP-
SES (Firebird®, Microport) avec un polymere de poly(styrene-butadiéne-styrene) (SBS) utilisé
dans la premiére génération. Apres 1 et 3 ans, les deux stents démontraient des résultats
similaires sur le critére primaire (TLF). EVOLVE 1I(55) comparait deux prothéses a libération
d'évérolimus, I'une avec un DP (PBMA, poly(méthacrylate d'hexyle et PVDF-HFP, polyfluorure
de vinylidéne-hexafluoropropyléne, Xience®, Abbott vascular ou Promus®, Boston Scientific)
et I'autre avec un BP (PLGA, poly(acide lactico-glycolic), Synergy®, Boston Scientific). Aprés un

an, des résultats similaires étaient observés dans les deux groupes sur les taux de TLF.

L'essai BIOSCIENCE a suggéré un avantage initial du CC-BP-SES par rapport au CC-DP-EES sur
le TLF chez les patients présentant un STEMI (Infarctus du myocarde avec élévation du
segment ST) a 12 mois(57), mais cet avantage n'était pas maintenu dans le temps et n'était
pas non plus observé dans la population générale(58—60) ou dans le sous-groupe des patients
diabétiques(61). Lansky AJ et al.(62) ont effectué une méta-analyse des essais DESSOLVE /Il
et ISAR TEST IV. Apres appariement par un score de propension, il restait 102 patients dans

chaque groupe (CC-BP-SES versus CC-DP-EES). Les deux stents se sont révélés équivalents sur

32



le TLF apres 36 mois, mais le taux de CI-TLR semblait plus faible avec un BP. Enfin, I'essai
BIOFLOW V(63) a comparé un CC-BP-SES (Orsiro®, Biotronik) au Xience® (Abbott vasculaire,
CC-DP-EES). Il est intéressant de noter que le taux de TLF passait de 10 a 6 % avec le stent

utilisant BP a un an (1C95%[-6-84 a -0-29], p=0-0399).

En revanche, I'étude SORT OUT VI(64,65) et une méta-analyse(66), comparant respectivement
le SS-BP-BES au CC-DP-ZES et au CC-DP-EES, ont montré une amélioration des résultats
précoces avec un DP. Cependant, les principes actifs étaient également différents ce qui limite
I'interprétation des résultats. El-Hayek et al. (67) ont effectué une méta-analyse de 16 essais
randomisés, incluant plus de 19 000 patients, comparant des BP a des stents avec DP
biocompatibles de deuxieme génération, avec des analyses de sous-groupe pour comparer le
type de plateforme ou de médicament libéré. Ils n'ont observé aucune différence significative
sur les taux de TVR, d'infarctus du myocarde ou de déces au terme d'un suivi moyen de 26
mois et ont conclu a une innocuité et une efficacité similaire entre BP et DP, indépendamment

du type de plateforme ou de principe actif.
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Critére

Critere de

Essai - . - de . .
) Type | Financement | Population . Suivi |, jugement p . Conclusion
Année | ,, . . Groupes (n) Ratio ., | jugement . Résultats principaux ..
d’étude | industriel (n) (mois) . secondaire principale
ler Auteur principal . .
. . clinique
clinique
SS-BP-SES(1299):[CC- similar clinical
ISAR TEST 4(51) 2009 RT - All (2603) DP-EES(652):SS-DP- 2:[1:1] 12 DOCE 13.8%:14.4% (P non-inferiority=0.005) outcomes, BP non
SES(652)] inferior to DP
similar clinical
outcomes between
SS-BP-SES(1299):CC-DP- 20.5%:19.5%(HR=1.04 1C95%= SS-BP-SES and
. EES(652) and CC-DP- . 0.84-1.29 (p=0.71)) and CC-DP-EES, but
ISAR TEST 4(52) 2016 RT All(2603) EES(652):SS-DP- 211 60 DOCE 19.5%:23.5% (HR=1.21, 1C95=0.95- higher rate of
SES(652) 1.53 (p=0.12)) DOCE with SS-
DP-SES than CC-
DP-EES
i . 18.7%:22.6% (RR=0.81, i .
LEADERS(68) 2011 RT Biosensors Europe All (1707) SS-BP-BES(ES7):SSDP- | 48 MACE 1C95%=0-66-1-00, p for non- similar clinical
SA SES(850) K L outcomes
inferiority <0-0001)
. In favour of BP-
RT post-hoc Biosensors Europe SS-BP-BES(280):SS-DP- 18.2%:25.9% (RR=0.67, 5
LEADERS(69) 2015 analysis A ACS (573) SES(293) 60 MACE C95%=0.47-0.95, p=0.025) BES VSESSS DP
similar clinical
outcomes on
primary outcome,
. . . . but in favor of BES
RT post-hoc Biosensors Europe | Bifurcation lesions | SS-BP-BES(258):SS-DP- X X . g
LEADERS(70) 2016 analysis A (497) SES(239) 11 60 MACE 24%:29.3% (p0.20) in CJSTliFse &2.1%
P =0.0495), and CI
TVR (12.0% vs.
19.2%, P =0.023)
similar clinical
outcomes on
. : rimary outcome,
RT post-hoc Biosensors Europe . SS-BP-BES(45):SS-DP- : _ prin
LEADERS(71) 2016 analysis SA CTO patients (81) SES(36) 60 MACE 22.2%:38.9% (p = 0.147) but |ri1nfac\ﬁ)_|r_lf)';BES
(11.1%:33.3%
(p=0.0214)
Abbott vascular, SS-BP-BES(1795):CC-DP- R 5.2%:4.8% (RR=1-07 IC95% 0.75— similar clinical
COMPARE 11(72) 2013 RT All (2707) 2:1 12 MACE 1.52: p non-inferiority<0.0001) outcomes

Boston Scientific

EES(912)
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Critére Ly
T de Critére de
1 . . .. a A
ssa " Type | Financement | Population . Suivi |, jugement ; .. Conclusion
Année | ., . . Groupes (n) Ratio .\ | jugement . Résultats principaux .
d’étude | industriel (n) (mois) . secondaire principale
ler Auteur principal .
. . clinique
clinique

Abbott vascular, SS-BP-BES(1795):CC-DP- X . _ similar clinical

COMPARE 1I(73) 2015 RT Boston Scientific All (2707) EES(912) 211 36 MACE 11.9%:11.1 % (p=0.57) outcomes
LIPSIA . . . SS-BP-SES(120)-SS-DP- . 29.7%:31.6% (p=0.86, OR=0.91 similar clinical

Yukon(74) 2014 RT Translumina GmbH Diabetics (236) PES(116) 11 60 MACE 1C95%=0.52-1.60) outcomes
SS-BP-BES(1617):CC-DP- . : _ similar clinical

NEXT(75) 2013 RT All (3235) EES(1618) 11 12 CI-TLR 3%:3% p=NS outcomes

7.8%:7.7%; difference of 0.14% - .
SS-BP-BES(1617):CC-DP- . c K similar clinical

NEXT(76) 2014 RT All (3235) EES(1618) 11 24 CV death [uppe_r 99».4% CI,_2.5%], outcomes

noninferiority P =.003

SS-BP-BES(1617):CC-DP- X 9.9%:10.3% P noninferiority<0.0001 similar clinical

NEXT(77) 2015 RT All (3235) EES(1618) 11 36 CV death P superiority=NS outcomes
Terumo and Cordis, SS-BP-BES (1229):SS-DP- . _ similar clinical

SORT OUT V(78) 2013 RT Johnson & Johnson. All (2468) SES(1239) 1:1 12 MACE p=.06 utomes
Terumo and Cordis, SS-BP-BES (1229):SS-DP- X 14.8%:15.8%, OR=0.93, IC95% similar clinical

SORT OUT V(79) 2017 RT Johnson & Johnson. All (2468) SES(1239) 1 60 MACE 0.75-1.16 (p=.53) outcomes
. . CC-BP-SES(1063):CC-DP- . 6.5%:6.6% (p for non-inferiority similar clinical

BIOSCIENCE(58) 2014 RT Biotronik All (2119) EES(1056) 11 12 TLF <0-0004) oUtCOmes
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Critére Ly
T de Critére de
1 . . .. q .
ssa " Type | Financement | Population . Suivi |, jugement ; .. Conclusion
Année | ., . . Groupes (n) Ratio .\ | jugement . Résultats principaux .
d’étude | industriel (n) (mois) . secondaire principale
ler Auteur principal .
. . clinique
clinique
. . . . CC-BP-SES(257):CC-DP- R 10.9%:9.3% (HR=1.19; IC95% 0.67— similar clinical
BIOSCIENCE(61) 2015 RT Biotronik Diabetics (486) EES(229) 11 12 TLF 2.10; p=0.56) outcomes
In favor of CC-BP-
. . CC-BP-SES(211):CC-DP- . 3.4%:8.8% (RR=0.38, IC95% 0.16- N
BIOSCIENCE(57) 2016 RT Biotronik ACS (407) EES(196) 11 12 TLF 0.91, p=0.024) Sf:;)Satlir;rﬁSCS
. . CC-BP-SES(1063):CC-DP- X 10.5%:10.4% (RR=1.00, IC95% similar clinical
BIOSCIENCE(59) | 2016 RT Biotronik Al (2119) EES(1056) 11 24 TLF 0.77-1.31, p=0.979) outcomes
. . CC-BP-SES(1063):CC-DP- . 20.2%:18.8% (RR=1.07 IC95% similar clinical
BIOSCIENCE(60) 2018 RT Biotronik All (2119) EES(1056) 11 60 TLF 0.88-1.31; p=0.487) outcomes
CC-BP-SES(1829):CC-DP- X 6.3%:6.1% (p=0.80, p for similar clinical
I LOVE IT 2(53) 2014 RT Essen Technology All (2737) SES(908) 2:1 12 TLF noninferiority 0.0002) outcomes
CC-BP-SES(1784):CC-DP- X X _ similar clinical
| LOVE IT 2(54) 2018 RT Essen Technology All (2737) SES(879) 2:1 36 TLF 8.9%:8.6% (p=0.84) outcomes
similar clinical
X outcomes between
BASKET PROVE 2015 RT Al (2291) $5-BP-BES(765):CC-DP- 1:1:1 24 MACE 7.6%: 6.8%:12.7% DES, but
11(80) EES(765):CC(761) =5
superiority of SS-
BP-BES to BMS
Biosensors
SORT OUT International, CC-DP-ZES(1502):SS-BP- . . _ _ in favor of CC-DP-
Vi(64) 2015 RT Medtronic All (2999) BES(1497) 1:1 12 TLF 5.3%:5.0%, RAR = 0.0025 (p=.004) JES
Cardiovascular
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Critére Ly
T de Critére de
1 . . .. . .
ssa " Type | Financement | Population . Suivi |, jugement ; .. Conclusion
Année | ., . . Groupes (n) Ratio .\ | jugement . Résultats principaux .
1ler A d’étude | industriel (n) (mois) . secondaire principale
er Auteur principal . .
. . clinique
clinique
Biosensors

SORT OUT International, CC-DP-ZES(1502):SS-BP- . . _ similar clinical

VI(65) 2017 RT Medtronic All (2999) BES(1497) 1:1 36 MACE 8.6%:9.6% (p=.36) DUtCOmos

Cardiovascular
De Novo Native

Long Coronary SS-BP-BES(245):PC-DP- . . _ similar clinical

LONG DES V(81) 2014 RT Terumo Atery Lesions EES(255) 11 12 MACE 16.7% :16.5% (P=.94) outcomes

(500)

SS-BP-SES(596):CC-DP- X X _ similar clinical

RESOLVE(82) 2014 RT - ACS (1192) SES(596) 11 12 MACE 12.4%:13.3%, p=.67 oUtCOmes
. . CC-BP-SES(298):CC-DP- R 6.5% : 8.0% (HR=0.82; IC95% similar clinical

BIOFLOW 11(83) 2015 RT Biotronik All (452) EES(154) 2:1 12 TLF [0.40-1.68], p=0.58) outcomes
CC-DP-ZES(201):SS-BP- X X _ similar clinical

CTO IVUS(84) 2015 RT - All (402) BES(201) 11 12 MACE 4.0%:5.7% (p=0.45) outcomes
. PC-BP-EES(846):PC-DP- . 6.7%:6.5% (p=0.0005 for similar clinical

EVOLVE II(55) 2015 RT Boston Scientific All (1684) EES(838) 11 12 TLF noninferiority) outcomes
SS-BP-BES(238):SS-DP- . X similar clinical

NOBORI 1(85) 2015 RT Terumo All (363) PES(125) 2:1 60 CV death 10.9%:11.2% lteomes

. . PC-BP-EES(1172):CC-DP- . -
Biotronik, Boston 3 . Eos. _ similar clinical

BIO RESORT(86) 2016 RT Scientific, Medtronic. All (3514) ZESélElg(sl)iggc)-BP- 1:1:1 12 TVF 50:5%:5% (p=NS) tomes
CC-BP-SES(277):CC-DP- . X _ similar clinical

CENTURY 11(87) 2016 RT Terumo All (525) EES(248) 11 12 TLF 6.9%:7.7% (p=0.72) Ltcomes
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; Type | Financement | Population . Suivi | . jugement , .. Conclusion
Année | ., . . Groupes (n) Ratio .\ | jugement . Résultats principaux .
1ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) B - secondaire principale
. . clinique
clinique
CC-BP-SES(126):CC-DP- X X _ similar clinical
CENTURY 11(88) 2016 RT Terumo ACS (264) EES(138) 11 24 TLF 6.3%:6.5% (p = 0.95) outcomes
Svelte Medical CC-BP-SES(108):CC-DP- R X _ similar clinical
DIRECT 11(89) 2016 RT Systems Al (159) 7ES(s1) 21 12 TVF 6.5%:9.8% (p=0.524) outcomes
PA (data
- from . . CC-BP-SES(123):CC-DP- X X _ similar clinical
Wijns W(90) 2016 DISSOLVE Micell Technologies All (184) ZES(61) 2:1 24 MACE 6.7%:13.3% (p=0.167) outcomes
)
(DESPS/BLVE All (204, CC-BP-SES(102):CC-DP- similar TLF, but
Lansky AJ(62) 2016 Micell Technologies propensity ' 36 TLF 5.0%:12.5% (p=0.07) reduced CI-TLR
Yy 111, 1SAR EES(102) X
TIéST 4) matched) with CC-BP-SES
SS-BP(PLA)-
SES(1174):SS-BP(PGLA + _ ) o
PANDA 111(91) 2016 RT All (2348) poly (n-butyl methacrylate |  1:1 12 TLF TLF‘iﬁf'ng;’r;g,E"ggo(g non similar clinical
)-SES(1174) (BUMA versus -
Excel)
SS-BP(PLA)-SES(366):SS- o
PANDA 111(92) 2016 | RT-post hoc ACS (732) 2Z§E§c'$;epizég‘(g%tg; 11 12 TLF 5.5%:8.3%, P=.14 5"23’;"0'0%';2';3'
(BUMA versus Excel)
N CC-BP-SES(884):CC-DP- . 6%:10% (IC95% [-6-84 to -0-29], | In favor of CC-BP-
BIOFLOW V(63) 2017 RT Biotronik All (1334) EES(450) 2:1 12 TLF $=0.0399) SEs
Abbott vascular, SS-BP-BES(1795):CC-DP- . X _ similar clinical
COMPARE 11(93) 2017 RT Boston Seientific All 2707) EES(912) 211 60 MACE 17.3%:15.6% (p=0.26) tomes
Abbott Vascular, R . -
EVERBIO 11(49) | 2017 RT Biosensor Int, All (238) BVS-EES(78):PC-DP- 111 24 DOCE 219:16%:9% (p=NS) similar clinical

Boston Scientific

EES(80):SS-BP-BES(80)
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EVOLVE B PC-BP-EES(205):PC-DP- . . _ similar clinical
China(56) 2017 RT Boston Scientific All (412) EES(207) 1:1 12 MACE 5.5%:6.3% (p=0.73) outcomes
CC-BP-SES(250):CC-DP- X X _ similar clinical
ORIENT(94) 2017 RT BIOTRONIK Korea All (372) ZES(122) 2:1 12 TLF 2.4%:3.3% (p=.621) outcomes
7.8%:6.7%, p=0.07 // unadjusted
PA (NEXT et (BP-BES 5.6% vs. 4.5%, p=0.02)
. . SS-BP-BES(3412):CC-DP- and adjusted (HR 1.36; 1.01-1.82, in favor of CC-DP-
Vlachojannis(66) 2017 CON::?ARE Terumo Europe All (5942) EES(2530) 36 CV death p=0.04) TV-MI rates were higher in EES
) the BP-BES group than in the DP-
EES group.
DESSOLVE . . CC-BP-SES(703):CC-DP- . - imil linical
11(95) 2018 RT Micell Technologies All(1398) EES((G%)) 11 12 DOCE 5.896:6.5% (pnon-inferiority=0-0001) S'Z'U‘;"JO:’;';’H
Table 1.6: Essais randomisés et méta-analyses comparant polymers résorbables et non-résorbables. RT: randomized trial, PA: pooled analysis, RT post-hoc: Post-hoc analysis

of a randomized trial, FU: Follow-up; ACS: Acute coronary syndrome; MACE: Major adverse cardiac event; CV death: Cardio-vascular death; TLF/TVF: Target Lesion/Vessel
Failure; ID/CI-TLR/TVR: Ischemia-driven/Clinically indicated Target Lesion/Vessel Revascularization; DOCE: Device-oriented composite endpoint.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vlachojannis%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27802927

Certaines plates-formes sont dites « polymer-free » (PF), c’est-a-dire qu’elles n’utilisent pas
de polymeéres pour immobiliser et controler la libération d’un principe actif (Table 1.7). Ceci
est possible soit via 'utilisation de principes actifs tres lipophiles comme le paclitaxel, soit via
sur une stratégie de " réservoirs ", qui consiste a créer sur la surface métallique des nano- ou
micro-cavités pouvant étre remplies de substances thérapeutiques. Une étude(96) comparait
spécifiguement deux stents en SS libérant du sirolimus avec un polymére non-résorbable ou
sans polymere, et concluait a des résultats similaires sur le MACE apres deux ans, mais cette
étude était initialement congue pour évaluer la TAT a 9 mois. L'essai ISAR TEST 5(97)
représente probablement le plus haut niveau actuel de preuve sur les DES « polymer-free ».
Cette étude a comparé un stent de deuxiéme génération (CC-DP-ZES, Resolute®, Medtronic
Cardiovascular) a une plateforme en SS sans polymere délivrant a la fois du sirolimus et du
probucol (SS-PF-SPES). A 60 mois, le taux de DOCE était semblable dans les deux groupes dans
la population globale(98), mais aussi chez les diabétiques(99) et chez les patients en syndrome

coronarien aigu(100).
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i . . . . . .
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SS-PF-SPES(2002)-CC- i 13.1%:13.5% (p similar clinical
ISAR TEST 5(97) 2011 RT All (3002) DP-ZES(1000) 21 12 DOCE noninferiority=0.006) outcomes
SS-PF-SPES(2002)-CC- ) 23.8%:24.2% (HR=0.98 similar clinical
ISAR TEST 5(98) | 2016 RT All(3002) DP-ZES(1000) 21 60 boce IC95%=0.84-1.15 p=0.80) outcomes
RT post- . SS-PF-SPES(575)-CC- 32.9%:33.4% (HR=0.98, similar clinical
ISARTEST 5(99) | 2016 hoc Diabetics (870) DP-ZES(295) 60 DOCE IC95%=0.76-1.26, p=0.88) outcomes
ISAR TEST RT post- SS-PF-SPES(215)-CC- 18.3%:20.1% (HR=0.87, similar clinical
5(100) 2017 hoc ACS (311) DP-ZES(96) 60 DOCE 1C95%=0.50-1.51 p =0.62) outcomes
Lepu Medical SS-PF-SES(143):SS-DP- ) X _ similar clinical
NANO(96) 2014 RT Technology All (291) SES(148) 11 24 MACE 7.6%:5.9% (P=.75) teomes
similar clinical
outcomes of SS-
! SS-PF-BES(60):SS-PF-
BIOFREEDOM 2016 RT Biosensors Europe Al (182) BES Low dose(62):8S- | 1:1:1 60 MACE 23.8% : 26.4% : 20.3% (p=NS) PF-BES and SS-
FIM(101) SA DP-PES(60) DP-PES, inferiority
of SS-PF-BES Low
dose

Table 1.7: Essais randomisés comparant les stents actofs “polymer-free” aux stents actifs avec polymers résorbables ou non-résorbables. RT: randomized trial, PA: pooled
analysis, RT post-hoc: Post-hoc analysis of a randomized trial, FU: Follow-up; ACS: Acute coronary syndrome; MACE: Major adverse cardiac even; DOCE: Device-oriented
composite endpoint.
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Principes Actifs
La premiére génération de DES libérait du paclitaxel (paclitaxel-eluting stent, PES) et du

sirolimus (sirolimus-eluting stent, SES) (Table 1.8). Les premiers résultats de I'étude SIRTAX
(102) et del'étude JDESSERT(103) suggéraient un taux plus faible de MACE avec le SES qu'avec
le PES, respectivement chez des patients non sélectionnés et chez des diabétiques.
Cependant, les essais SIRTAX et SORT OUT 11(104,105) ont tous deux publié des résultats

cliniques sur le taux de MACE a 10 ans, sans différence statistique entre les deux stents.
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Critere de

Critere de

Essai . . A . . .
Année Type Financement Populatlon Groupes Ratio Suivi jugement jugement Résultats Conclusion
1er Auteur d’étude | industriel (n) (n) (mois) | principal |secondaire| principaux | principale
clinique clinique
SS-DP- 6.2%:10.8%,HR=0.56, in favor of
SIRTAX(102) 2005 RT none All (1012) SES(503):SS- 11 12 MACE 1C95% 0.36-0.86 CCDPSES
DP-PES(509) (p=.009) Or
SIRTAX(104) 2016 RT-post none All (895) SES&L&E"—SS- 11 120 MACE 33.79%:33.8% (p=.72) | Smilar clinical
hoc DP-PES(A.147) . o . outcomes
— SS-DP- 9.39%6:11.2%, HR=0.83 | _. .
SORT OUT 2008 RT BO:?S gg'@?““c All (2098) SES(1065):SS- 11 12 MACE IC95% 0.63-1.08 S'ﬁﬂfgoﬂ;r;'ca'
11(106) S DP-PES(1033) (p=.16) s
SORT OUT 2014 RT Boston Scientific All (2098) SESS(f(-)Igg)-'SS- 1:1 60 MACE 22.3%:20.8%, (p=Ns) | Similar clinical
11(107) and Cordis DP-PES(1633) . e outcomes
- SS-DP- T
SORT OUT 2017 RT Boston Scientific All (2098) SES(1065):SS- 1:1 120 MACE 32.5%:33.1%, p=.60 | Similar clinical
11(105) and Cordis DP-PES(1033) outcomes
13.6%:15.8%
ISAR-LEFT unprotected left SS-DP- (RR=0.85 similar clinical
2009 RT main coronary PES(302)-SS- 1:1 12 MACE _ , _
MAIN(108) _ 1C95%=0.56-1.29, p = outcomes
(607) DP-SES(305) 04%)
LIPSIA _ o SS-BP- . 29.7%:31.6% (p=0.86, | i cinical
K 2013 RT Translumina GmbH Diabetics (236) SES(120)-SS- 1:1 60 MACE OR=0.91 outcomes
Yukon(74) DP-PES(116) 1C95%=0.52-1.60)
With DM
19.8%:21.1% (p =
ISAR DESIRE 2014 RT In-SES-restenosis SEg(SZ—Z%';—SS- 11 12 MACE 84) similar clinical
2(109) (450) DP-PES(éZS) . without DM outcomes
19.4%:16.8% (p =
0.84)
] All (3486), SS-DP- 5.7%:8.6% (HR=0.66
DES EJRT 103 2014 RT stratified on SES(1664):SS- 11 12 TVF 1C95%=0.51-0.86, | " fg‘\‘,’é’rrnggEs
SERT(103) diabetic status | DP-PES(1684) p<0.01)
Patients with
_ RT post- SS-DP- - .
J 2014 hoc miﬁde;f?t? Lenal SES(613):SS- 12 TVE 5.7%_a8dlg.1% Slml|;’:1l' (i::nlcal
DESSERT(110) analysis SEJlZ((:)g) cy DP-PES(593) (p=010) outcomes
9.4%:12.2%
SS-DP- N
J- . . . X (HR=0.77, similar clinical
DESsERT(11) | 2°6 RT Diabetics (1705) %'Eféi“ggg;‘ 1 36 MACCE 1C95%=0.57-1.03, outcomes
p=0.08)

Failure; DM: Diabetes mellitus.

Table 1.8: Essais randomisés évaluant les stents actifs au paclitaxel et au sirolimus (PES versus SES). RT: randomized trial, PA: pooled analysis, RT post-hoc: Post-hoc
analysis of a randomized trial, FU: Follow-up; MACE: Major adverse cardiac event; MACCE: Major adverse cardiac & cerebrovascular event; TLF/TVF: Target Lesion/Vessel
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La seconde génération de DES est marquée par l'utilisation d'évérolimus (XIENCE®, Abbott
vascular/PROMUS®, Boston Scientific, via un polymére non résorbable a base de PBMA et de
PVDF-HFP). Les essais comparant les stents a élution d'évérolimus aux stents a base de
paclitaxel ou de sirolimus de la premiére génération sont repris dans les tables 1.9a et 9b,
respectivement. Dans I'étude TUXEDO-INDIA(112-114), un CC-DP-EES était comparé a un CC-
DP-PES chez les patients diabétiques. A un an, le taux de TVF était plus faible avec EES qu'avec
PES, avec des résultats maintenus a deux ans. L'étude COMPARE(115,116) (CC-DP-EES versus
SS-DP-PES) a démontré un taux plus faible de MACE avec EES a 12 mois (6% versus 9%
(RR=0.69 1C95% 0.50-0.95, p=0.02)), avec une différence significative maintenue aprées 60 mois

(18,4%:25,1% (p<0.001)).

Dans les essais SORT OUT IV/DIABEDES, XAMI et RACES-MI(117-121), le CC-DP-EES a été
comparé a des plateformes et polymeéres similaires délivrant du SES. L'essai SORT OUT
IV(122,123) a montré un taux plus faible de MACE a 18 et 60 mois avec EES dans la population
en générale. Les résultats étaient également améliorés dans le sous-groupe des syndromes
coronariens aigus, comme |'ont démontré les essais XAMI| et RACES-AMI(118-121).
Cependant, I'étude DIABEDES(117) (analyse post-hoc planifiée de I'étude SORT OUT IV sur le
sous-groupe de patients diabétiques) a montré des taux similaires de MACE a 4 ans, avec une
tendance a I'amélioration des résultats avec EES (20,4% pour le EES contre 23,8% pour SES (HR
0,84, 1C95% 0.47-1,49 ; p = 0.55)). Un seul stent (Orsiro® ; Biotronik) qui délivre du sirolimus a
donné de meilleurs résultats que les stents a I'EES dans plusieurs études(57,62,63).
Cependant, ce stent libére du sirolimus via un polymere biorésorbable (PLLA), ce qui pourrait

expliquer au moins partiellement ce résultat.
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- Critére de | Critére de
ssal Année Type |Financement | Population | Groupes Ratio Suivi | jugement | jugement Résultats Conclusion
ler Auteur d’étude | industriel (n) (n) (mois) | principal |secondaire principaux principale
clinique clinique
CC-DP-
Abbott vascular, K X 6%:9% (RR=0.69 1C95% In favor of EES
COMPARE(115) 2010 RT Boston Scientific All (1800) EDI|EDS|(D?5957()9§§) 11 12 MACE 0.50-0.95, p=0.02). rather than PES
COMPARE(116) | 2015 RT Abbott vascular, All (1800) EEg(%:_)%';-SS- 11 60 MACE 18.4%:25.1% (p<0.001) | M favorof EES
Boston Scientific DP-PES(§03) : e p<0. rather than PES
CC-DP- )
TUXEDO- - I ac. . 5 Q0 (e in favor of CC-
INDIA(112) 2015 RT Boston Scientific Diabetics (1830) EDIIEDSIg?ElSG()Qii) 11 12 TVF 5.6%:2.9%,(p=.005) DP-EES
CC-DP- . X _ in favor of CC-
TUXEDO- 2016 RTh'g’é’S‘ Boston Scientific | Diabetics (1830) | EES(916):SS- 11 12 TVF |TD/|\r/]|;§.l4T0/S.’\;.9U/E,’5§oo7 DP-EES (ITDM
INDIA(113) DP-PES(914) (p=NS) subgroup)
CC-DP- )
TUXEDO- I— I . . 0f R RO (e in favor of CC-
INDIA(114) 2017 RT Boston Scientific Diabetics (1830) E)E’Sé’?zls?()gii) 1:1 24 TVF 4.3%:6.6%, (p=.03) DP-EES
[CC-DP-
PA (ISAR- ZES(324):CC-
LEFT unprotected left DP- 28.2%:27.5 % (HR 1.03, similar clinical
Cassese S(124) 2016 MAIN, - main coronary EES(326)]:[SS- - 36 MACCE 1C95%=0.83-1.26; teomes
ISAR-LEFT (1257) DP-PES(302)- p =0.86)
MAIN 2) SS-DP-
SES(305)]

Table 1.9a: Essais randomisés comparant les stents a I'évérolimus (EES) aux stents de lere génération libérant du paclitaxel (PES). RT: randomized trial, PA: pooled analysis,
RT post-hoc: Post-hoc analysis of a randomized trial, FU: Follow-up; MACE: Major adverse cardiac event; MACCE: Major adverse cardiac & cerebrovascular event; TLF/TVF:
Target Lesion/Vessel Failure.
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Critere

Essai de Critére de
. Type | Financement | Population . | Suivi |. jugement Résultats | Conclusion
1 Année | ., . . Groupes (n) Ratio . . | jugement . .. .
er d’étude | industriel (n) (mois) .. secondaire | principaux | principale
Aut principal .
uteur . . clinique
clinique
BASKET SS-DP-SES(775):CC-DP- . 2.6% :3.2% : 4.8% similar clinical
PROVE(125) | 200 RT - All (2314) EES(774):CO(765) 111 24 CV death (=NS) o
SS-DP-SES>BMS
RT - ) (HR: 0.31 [CI: 0.11-
BASKET 2014 Planned ) ACSS:";;‘;‘;‘fT' SS-DP-SES(244):CC-DP- 111 " oV death 0.90], p=0.03), CC- | | e~ e
PROVE(126) post-hoc elevation (754) EES(264):CC(246) + DP-EES>BMS (HR:
analysis 0.74 [Cl: 0.44-1.24],
p=0.25)
RESET(127) | 2012 RT Abbott vascular All(3197) CC:DP:EES(n=1597):SS:DP:SES(n=1600) | 1:1 12 CI-TLR 39%:3.9% (p=.2) S"glij'f‘crocr:gisca'
similar clinical
10.1%:11.5%: outcomes but
RT-post noninf.erio;it .P< 601' EES superior to
RESET(128) 2014 hgc Abbott vascular All(3196) CC:DP:EES(n=1596):SS:DP:SES(n=1600) 11 36 CV death anc}, 7| SES regarding
and TLF (8.8%
superiority (P=.19) versus 11.4%:;
P=0.01).
Abbott
Vascular, Boston 7.2%:7.6%, .
S?\?IZC;UT 2012 RT Scientific, Al (2774) CC-DP-EES(1390):SS-DP-SES(1384) 11 18 MACE HR=0.94,1C95% | " fg"P"_'EOE'SCC'
( ) and Cordis, Johnson 0.67-1.31; (p=.01)
& Johnson
Abbott
Vascular, Boston 9.8%:11.1%, L .
SORT OUT 2014 RT Scientific, All (2774) CC-DP-EES(1390):SS-DP-SES(1384) 11 36 MACE HR=0.89, 1C95% S'rgﬂf‘cr Ocr:';'sca'
IV(129) and Cordis, Johnson 0.70-1.12 p=NS
& Johnson
Abbott
Vascular, Boston 14%:17.4%, HR: .
SOI\%%’T 2016 RT Scientific, Al (2774) CC-DP-EES(1390):SS-DP-SES(1384) 11 60 MACE 0.80, 1C95%0.66- | " f"E‘)"P"_’EOE'SCC'
and Cordis, Johnson 0.97, p=.02
& Johnson
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Table 1.9b - suite

Critere de

Critere de

EE] ) Type | Financement | Population . Suivi | jugement | jugement Résultats | Conclusion
Année | ,,, . i Groupes (n) | Ratio X e X . . ..
1er Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal |secondaire| principaux | principale
clinique clinique
CC-DP- N
RT-post i ) . _ similar clinical
XAMI(119) 2015 e Abbott vascular ACS (620) EEsgtEoSo()ézg)-DP- 21 36 MACE 8.0%:10.5%(p=.30) e e
BI . . CC_SP_ . 6.5%:6.6% (p for similar clinical
OSCIENCE(58) 2014 RT Biotronik All (2119) SES(1063):CC-DP- 11 12 TLF non-inferiority outcome
EES(1056) <0-0004) S
CC-BP- 10.9%:9.3% .
BIOSCIENCE(61) 2015 RT Biotronik Diabetics (486) | SES(257):CC-DP- 11 12 TLF (HR=1.19; IC95% S'rgﬂf‘crocr:ig'sca'
EES(229) 0.67-2.10; p=0.56)
3.4%:8.8%
BI ' . CC-IlBP- ) (RR=0.38, IC95% In favor of QC-
OSCIENCE(57) 2016 RT Biotronik ACS (407) SES(211):CC-DP- 11 12 TLF 0.16.0.01 BP-SES in
EES(196) 0=0.024) STEMI patients
cC-BP- 10.5%:10.4% S
BIOSCIENCE(59) | 2016 RT Biotronik Al (2119) SES(1063):CC-DP- | 1:1 24 TLF (RRSLD0,1595% | similar clinical
EES(lOSG) . 77-1.31, outcomes
p=0.979)
ce.BP- 20.2%:18.8% o
BIOSCIENCE(60) | 2018 RT Biotronik All 2119) SES(1063):CC-DP- | 1:1 60 TLF (RRO: s 1% similar clinical
EES(1056) .88-1.31; outcomes
p=0-487)
6%:20.8%,
. . HR=0.75, similar clinical
RACES-MI(120) 2014 RT - ACS (500) EES(250):SES(250) 11 36 MACE IC95%0.6.1 13, e e
(p=.17)
RACES-MI(121) 2016 RT - ACS (500) | EES(250):SES(250) | 1:1 84 MACE 238vs341%, | favor of EES

(p=.028)
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Table 1.9b - suite

- Critéere de | Critére de
ssal . a o a A z A
Année Type |Financement | Population Groupes (n) | Ratio Suivi | jugement | jugement | Résultats | Conclusion
1ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal |secondaire | principaux | principale
clinique clinique
ce.Bp. 6.5% : 8.0% o
BIOFLOW 2015 RT Biotronik Al (452) SES(298):CC-DP- 21 12 TLF (HR=0.82;1C95% | similar clinical
11(83) EES(154) [0.40-1.68], outcomes
p=0.58)
CC-BP- 69%:10% (IC95% [-
BIOFLOW 2017 RT Biotronik All (1334) SES(884):CC-DP- 2:1 12 TLF 6-84 t0 -0-29], n fg\;orscgscc-
V(63) EES(450) p=0-0399) -
DIABEDES CC-DP- 20.4%:23.8% (HR similar clinical
(SORT OUT 2015 RT Diabetics (213) | EES(108):SS-DP- 11 48 MACE 0.84, 1C95% 0.47— B
1IV)(117) SES(105) 1.49; p=0.55)
CC-BP- , .
CENTURY 2016 RT Terumo All (525) SES@77):CC-DP- | 11 12 TLF 6.9%:7.7% similar clinical
11(87) EES(248) (p=0.72) outcomes
CC-BP- N
CENTURY - . 6.3%:6.5% similar clinical
11(88) 2016 RT Terumo ACS (264) SES(ElEzg().lgg) DP 11 24 TLF 0= 0.95) o
PC-BP-
Biotronik, Boston EES(1172):CC- L -
RE B:% 2016 RT Scientific, All (3514) DP- 1:1:1 12 TVF 596:5%:5% (p=NS) 5"23’;"0'0%';2';3'
SORT(86) Medtronic. ZES(1173):CC-
BP-SES(1169)
PA cc-BP- similar TLF, but
Lansky 2016 (DlﬁISISSOA'-%’ E | Micell Technologies | A" (Zg‘gé’r’]‘;zens'w SES(102):CC-DP- 36 TLF 5012 5% reduced CI-TLR
AJ(62) , ) EES(102) (p=0.07) with CC-BP-SES
TEST 4)
DESSOLVE . . CC-BP- 5.8%:6.5% (pnon- similar clinical
2018 RT Micell Technologies All(1398) SES(703):CC-DP- 1:1 12 DOCE NP
111(95) EES(695) inferiority=0-0001) outcomes

Table 1.9b: Essais randomisés comparant les stents libérant de I'évérolimus aux stents libérant du sirolimus de 1ére génération. RT: randomized trial, PA: pooled analysis, RT

post-hoc: Post-hoc analysis of a randomized trial, FU: Follow-up; ACS: Acute coronary syndrome; MACE: Major adverse cardiac event; CV death: Cardio-vascular death;
TLF/TVF: Target Lesion/Vessel Failure; ID/CI-TLR/TVR: Ischemia-driven/Clinically indicated Target Lesion/Vessel Revascularization; DOCE: Device-oriented composite

endpoint.
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Le deuxiéme principe actif introduit dans la seconde génération est le zotarolimus (ENDEAVOR
®, RESOLUTE®, Medtronic). Cette revue de la littérature n'a pas permis d'identifier de
comparaison directe entre PES et ZES (Zotarolimus-eluting stent). Dans I'étude pilote BASKET
SMALL(130), 91 patients ont regu un ZES et 100 un PES dans de vaisseaux de petits calibres
(<3mm de diameétre). Apres deux ans de suivi, le taux de MACE dans le groupe ZES était deux
fois plus élevé que dans le groupe PES, sans toutefois de différence statistique (HR = 2,09, IC
95%:0,70-6,23, p=0,19). Les ZES ont été comparés aux SES dans plusieurs essais (Table 1.10).
Dans le plus important (PROTECT, 8 791 patients) (131,132), CC-DP-ZES s'est révélé non
inférieur a SS-DP-SES a 48 mois en termes de mortalité toutes causes confondues et d'infarctus
du myocarde grave (critéres secondaires). Le taux de thrombose de stent démontrée ou
probable (critére principal) était inférieur dans le groupe ZES (1,6% vs 2,6%[HR 0,63 (95% ClI
0,46-0,85), P = 0,003]). Cependant, ces résultats sont contradictoires a ceux de I'étude SORT
OUT I1I(133), qui visait a comparer le taux de MACE a 9 et 18 mois entre CC-DP-ZES et SS-DP-
SES. Cet essai a conclu a la supériorité initiale du SES sur le ZES a 9 et 18 mois, avec des résultats

cliniques similaires a 5 ans(134).
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- Critere de | Critére de
ssal . a aun a A 2 A
Année Type |Financement | Population Groupes (n) | Ratio Suivi | jugement | jugement | Résultats | Conclusion
1ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal | secondaire | principaux | principale
clinique clinique
cc.op 10%:5%
SORT OUT ) . ol . (HR=2.19, IC95% Superiority of
1(133) 2010 RT Cordis, Meditronic All(2332) élifélElSe(zl)Sﬁ)- 11 18 MACE 156.5.08. oo DP.SES
p<0-0001)
CC-DP- 17.0%:15.6% o
SO”'I?L,?‘UT 2014 RT Cordis, Meditronic All(2332) ZES(1162):SS- 11 60 MACE (OR=1.10, IC95% S”L‘:J";’lcrocr'r']g'sca'
(134) DP-SES(1170) 0.88-1.37, p=.40)
CC-DP- 1-4%:1-8%, similar clinical
PROTECT(131) 2012 RT Medtronic All (8709) ZES(4357):SS- 11 36 stent thrombosis | [HR]=0-81, 95% ClI outcomes
DP-SES(4352) 0-58-1-14 (p=0-22)
CC-DP- 1.6% :2.6%
PROTECT(132) 2014 RT Medtronic All (8709) ZES(4357):SS- 11 48 CV death (HR=063 in favor of ¢C-
DP-SES(4352) ( ovan 3
0.85), (P=.003)
phase 1 = SS-DP-
SES(51):CC-DP-
PRISON ' ZES(46) / phase 2 i _ similar clinical
1(135) 2013 RT Cordis CTO (304) s 11 12 MACE p=NS o
SES(103):CC-DP-
ZES(104)
phase 1 = SS-DP-
SES(51):CC-DP-
PRISON ) ZES(46) / phase 2 X _ similar clinical
11(136) 2015 RT Cordis CTO (304) S de P 11 36 MACE p=NS tComos
SES(103):CC-DP-
ZES(104)
DIRECT 11(89 2016 RT Svelte Medical All (159 sEs(oRCCoP- | 21 12 TVF 6.5%:9.8% similar clinical
(89) Systems (159) (ZES)(Sl) ’ (p=0.524) outcomes
PA (data CC-BP-
- from . . X . 6.7%:13.3% similar clinical
Wijns W(90) 2016 DISSOLVE Micell Technologies All (184) SES(;.ES;)(.&()Z-DP- 2:1 24 MACE (p=0.167) outcomes
1)
ORIENT(94 2017 RT BIOTRONIK Korea All (372 SES gs%‘-gg_c-op- 21 12 TLF 2.4%:3.3% similar clinical
(94) @72) (ZES()izz) . (p=.621) outcomes

Table 1.10: Essais randomisés comparant les stents au zotarolimus (ZES) aux stents au sirolimus (SES) de premiére génération. RT: randomized trial, PA: pooled analysis,
FU: Follow-up; ACS: Acute coronary syndrome; MACE: Major adverse cardiac event; CV death: Cardio-vascular death; TLF/TVF: Target Lesion/Vessel Failure; CTO: chronic
total occlusion.
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Plusieurs essais(137-141) ont comparé directement le CC-DP-ZES au CC-DP-EES (Table 1.11).
Etonnamment, tous ces essais ont conclu & la non-infériorité du ZES sur le EES, alors que
comme démontré précédemment le EES semblait supérieur au SES, lui-méme supérieur au
ZES. Une seule étude(142), initialement congue pour définir la meilleure durée de la double
anti-agrégation plaquettaire entre 6 et 24 mois, a montré un taux cumulatif de MACE inférieur

a 2 ans avec EES (19,2% ; 1C95%:16,0-22,8) par rapport a ZES (27,8% ; 1C95% : 24,1-31,9).
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Essai

Critere de

Critere de

Année Type |Financement | Population Groupes (n) | Ratio Suivi jugement | jugement Résultats | Conclusion
ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal | secondaire | principaux | principale
clinique clinique
RESOLUTE- CC-Dp- 8.29%:8.3% similar clinical
2010 RT Medtronic All(2292) ZES(1140):CC- 1:1 12 TLF PSS
AC(137) DP-EES(1152) (p<.001) outcomes
RESOLUTE- CC-Dp- 15.206:14.6% similar clinical
2014 RT Medtronic All(2292) ZES(1140):CC- 1:1 48 TLF e
AC(143) DP-EES(1152) (p=.68) outcomes
RESOLUTE- CcC-Dp- 35.3%:32.0% similar clinical
AC(144) 2015 RT Medtronic All(2292) ZES(1140):CC- 1:1 50 POCE .P—C.) 1:']_ ! outcomes
DP-EES(1152) =0
RESOLUTE- 2016 RT-post Medtronic ACS (280) ZES(;.:ZCZ-)I'D(?(-Z-DP- B 50 TLE 7.6%:10.4% similar clinical
AC(145) hoc EES(i58) (p=.304) outcomes
8.2%:8.1, dif=0.1
CC-DP- (IC95% -2.8-3.0) L -
Abbott Vascular All except for ACS N . s similar clinical
TWENTE(138) 2012 RT - ZES(697):CC-DP- 11 12 TVF (pnoninferiority =
and Medtronic (1391) EES(694) 0.001, p outcomes
superiority=.94)
Complex patients CC-DP- . L -
RT-post Abbott Vascular ; " 12.1%:12.3% similar clinical
TWENTE(146) 2015 hoc and Medtronic & echL(Ji603n3;)f ACS ZESI(ESEZS()é%EI:)_DP_ - 24 TVF 0=92) oUiCOMES
TWENTE(147 2015 RT-post Medtronic All & exclusion of ZES(ggcz_)PCF:)E:-DP- } 36 TVE 12.1%:13.4% similar clinical
( ) hoc ACS (1381) EES(éSQ) (p=.05) outcomes
Bifurcation CC-DP-
RT-post Abbott Vascular treatment & X 13.6%:12.6% similar clinical
TWENTE(148) 2015 hoc and Medtronic exclusion of ACS ZESI(ElgSQ().l(ég)-DP- ) 36 TVF (p=.78) outcomes
(362)
17.5%:14.3%
ISAR-LEFT unprotected left CC-Dp- ) (RR=1.26; similar clinical
MAIN 2(139) | 2O RT ) men s | e | 12 MACE IC95%=0.85-185; |  outcomes
p = 0.25)
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Table 1.11 - Suite

Critéere de | Critére de
Essai ; . v |l F . a .
J e Type Financement Populatlon Groupes (n) Ratio Suivi jugement | jugement Résultats | Conclusion
1ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal |secondaire | principaux | principale
clinique clinique
S 6%:5% (non- o .
DUTCH Boston Scientific, CC-DP-ZES(906):PC-DP- . AP similar clinical
PEERS(140) 2014 RT Medtronic. All (1811) EES(905) 11 12 TVF 'gi%n(())gé})’ outcomes
DUTCH Boston Scientific, CC-DP-ZES(906):PC-DP- . 8.6%:7.8% (p = similar clinical
PEERS(149) 2015 RT Medtronic. All (1811) EES(905) 11 24 TVF 0.55) outcomes
DUTCH 2016 RT post- Boston Scientific, ACS (817) CC-DP-ZES(421):PC-DP- 24 TVE 7.4%:6.1% (p= similar clinical
PEERS(150) hoc Medtronic. EES(396) .45) outcomes
DUTCH Boston Scientific, CC-DP-ZES(906):PC-DP- . 10.7%:10.3% (p similar clinical
PEERS(151) 2017 RT Medtronic. All(1811) EES(905) 11 36 TVF Log-rank=0.77) outcomes
DUTCH 2017 RTpost- | Boston Scientific, | High ACS risk CC-DP-ZES(481):PC-DP- % TvE 6(:;3(1133'31’)0612 similar clinical
PEERS(152) hoc Medtronic. patients (957) EES(476) (0_71_'1_44') 0.95 outcomes
2.88%:2.88%
HOST Boston Scientific PC-DP-EES(2503)-CC-DP- . (HR=1.00, similar clinical
ASSURE(141) 2014 RT Korea All (3755) ZES(1252) 21 12 TLF 1C95%=0.67— outcomes
1.50, p=0.983)
32.1%(95%Cl:
28.1-36.3):
27.8% (95%CI:
24.1-31.9):26.2%
RT-post BMS(505):CC-DP- 1q. / .
PRODIGY(142) 2014 hoc All (2013) ZES(502) PES(505) EESG01) | 1111 24 MACE (230/20);1.9222; in favor of EES
(95%Cl:16.0-
22.8), (p =
0.00029)
BIO 2016 ot Bi""s"cri‘g;t;gs‘°” Al (3514) PC-BP-EES(1172):CC-DP- 111 " e 596:5%:5% similar clinical
RESORT(86) Medtronié ZES(1173):CC-BP-SES(1169) o (p=NS) outcomes

Table 1.11: Essais randomisés comparant les stents au zotarolimus (ZES) aux stents a I’évérolimus (EES). RT: randomized trial, PA: pooled analysis, RT post-hoc: Post-hoc
analysis of a randomized trial, FU: Follow-up; ACS: Acute coronary syndrome; MACE: Major adverse cardiac event; TLF/TVF: Target Lesion/Vessel Failure; POCE: Patient-
oriented composite endpoint.

53



Les stents a libération de biolimus (biolimus-eluting stents, BES) font également partie de la
deuxiéme génération. Dans les essais NOBORI [(85) et BIOFREEDOM FIM(101), un SS-
DP(ou)PF-BES a été comparé au SS-DP-PES (Table 1.12). Aprés 5 ans, les stents au BES
semblaient non inférieurs aux stents au PES en ce qui concerne la mortalité cardio-vasculaire
ou le taux MACE (criteres secondaires), mais ces études n'ont pas été congues avec la
puissance requise pour ces analyses spécifiques. Plusieurs études ont comparé BES a SES
(Table 1.12). L'essai SORT OUT VII(153,154) a comparé deux stents libérant du BES ou du SES
via des polymeres résorbables. Il a démontré une incidence plus faible de TLF a 12 mois avec
le SES, mais des résultats similaires a 24 mois. Dans une analyse de sous-groupe de |'étude
LEADERS(69) chez des patients atteints de syndrome coronarien aigue (SCA), le taux de MACE
était plus faible a 5 ans avec le SS-BP-BES (18,2 %) qu'avec le SS-DP-SES (25,9 %, RR=0,67, IC95
%=0,47-0,95, p=0,025), ce qui souligne un avantage potentiel du SS-BP-BES dans cette

population, mais qui pourrait tout autant résulter de I'utilisation de BP dans le groupe BES.
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Essai

Critere de

Critere de

) Type |Financement | Population . Suivi jugement | jugement Résultats | Conclusion
Année | ., . . Groupes (n) | Ratio . . . .. .
ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal | secondaire | principaux | principale
clinique clinique
SS-BP- similar clinical
NOBORI (85) 2015 RT All (363) BES(238):SS-DP- 2:1 60 CV death 10.9%:11.2% :
PES(125) outcomes
similar clinical
SS-PF- outcomes of SS-
) BES(60):SS-PF- ) .| PF-BES and Ss-
BIOFREEDOM 2016 RT Blosensors Europe Al (182) BES Low 111 60 MACE PR DP-PES,
FIM(101) dose(62):SS-DP- 3% (P=NS) | jeriority of SS-
PES(60) PF-BES Low
dose
18.7%:22.6%
Biosensors Europe SS-BP- (RR=0.81, similar clinical
LEADERS(68) 2011 RT on Al (1707) BES(857):SS-DP- 11 48 MACE 1C95%=0-66-1-00, T eomos
SES(850) p for non-inferiority
<0-0001)
similar clinical
outcomes on
primary outcome,
but in favor of
) I ) SS-BP- BES in CI-TLR
LEADERS(70) 2015 R post: | Blosensols Burope B'f”rCE’&%’;)'es'O”s BES(258):SS-DP- 11 60 MACE 24(%6236?% (10.1% vs.
SES(239) po- 15.9%,
P =0.0495), and
CITVR (12.0%
vs. 19.2%,
P =0.023)
18.29:25.9%
. SS-BP- In favour of BP-
LEADERS(69) 2015 R post: | Blosensors Europe ACS (573) BES(280):SS-DP- 60 MACE \ 095(5035043-76 o5 | BES versus DP-
SES(293) 0=0.470.99, SES
p=0.025)
similar clinical
outcomes on
. SS-BP- : _ | primary outcome,
LEADERS(71) 2016 R post: | Blosensors EUIOPE | 10 patients (81) | BES(45):SS-DP- 60 MACE 22'2%6318457’;/" (=1 “putin favor of
SES(36) : BES in CI-TLR
(11.1%:33.3%
(p=0.0214)
Terumo and SS-BP-BES . -
SORT OUT 2013 RT Cordis, Johnson & All (2468) (1229):SS-DP- 11 12 MACE p=.06 similar clinical
Vv(78) Johnson. SES(1239) outcomes

55



Table 1.12 - Suite

Essai

Critere de

Critere de

Année Type |Financement| Population Groupes (n) | Ratio Suivi jugement | jugement Résultats | Conclusion
1er Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal | secondaire | principaux | principale
clinique clinique
Terumo and SS-BP-BES 14.8%:15.8%, o .
SORT OUT 2017 RT Cordis, Johnson & All (2468) (1229):SS-DP- 11 60 MACE OR=0.93, IC95% s'm"‘;’” clinical
V(79) Johnson. SES(1239) 0.75-1.16 (p=.53) outcomes
CC-BP- similar clinical
DESTINY(155) 2015 RT Scitech Medical All (170) SES(114):SS-BP- 21 12 MACE 6.3:9.5% (p=0.5)
BES(56) outcomes
SORT OUT 2016 RT Biotronik, Terumo All(2525) SES%](.:Z-glp)-'SS- 11 12 TLF 3.8%:4.6% in favor of CC-
VI(154) ' BP-BES(1264) : (p<.0001) BP-SES
CC-BP- 6.7%:7%, RR 0.94 o
SORT OUT 2018 RT Biotronik, Terumo All(2525) SES(1261):SS- 11 24 TLF 1C95% 0.70-1.28 | Similar clinical
VII(153) BP-BES(1264) (p=.71) outcomes

Failure; CTO: chronic total occlusion.

Table 1.12: Essais randomisés comparant les stents au biolimus (BES) aux stents au paclitaxel (PES) ou au sirolimus (SES). RT: randomized trial, PA: pooled analysis, RT
post-hoc: Post-hoc analysis of a randomized trial, FU: Follow-up; MACE: Major adverse cardiac event; CV death: Cardio-vascular death; TLF/TVF: Target Lesion/Vessel
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Aucun essai n'a été concu pour comparer directement des combinaisons similaires de stents
et de polymeres libérant du BES ou de I'EES (Table 1.13). Par contre, plusieurs essais(72,75,80)
ont comparé SS-BP-BES a CC-DP-EES, avec des résultats cliniques similaires dans tous les cas.
Une méta-analyse(66) de ces essais a révélé des taux similaires d'un critére composite incluant
la mortalité cardiaque et le taux d'infarctus du myocarde lié au vaisseau cible a 36 mois (7,8
% vs 6,7 %, p = 0,07), mais avec un taux significativement supérieur d'infarctus du myocarde

associé au vaisseau cible dans le groupe SS-BP-BES (RR 1,36 ; 1,01-1,82, p = 0,04).
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Critere de

Critere de

Essai . . L. . , .
, Type |Financement | Population . Suivi | jugement | jugement Résultats | Conclusion
Année | ., . X Groupes (n) | Ratio . . . .. ..
1ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal |secondaire | principaux | principale
clinique clinique
SS-BP- similar clinical
NEXT(75) 2013 RT All (3235) BES(1617):CC- 11 12 CI-TLR 39:3% p=NS Lteomes
DP-EES(1618)
7.8%:7.7%,;
SS-BP- difference of 0.14% similar clinical
NEXT(76) 2014 RT All (3235) BES(1617):CC- 11 24 CV death [upper 99.4% Cl, outcomes
DP-EES(1618) 2.5%];
noninferiority P =.003
SS-BP- 9.9%:10.3% P similar clinical
NEXT(77) 2015 RT All (3235) BES(1617):CC- 1:1 36 CV death noninferiority<0.0001 outcomes
DP-EES(1618) P superiority=NS
similar clinical
SS-BP- outcomes
BASKET PROVE 2015 RT All (2291) BES(765):.CC-DP- | 1:1:1 24 MACE 7.6%: 6.8% : 12.79% | Petween DES,
11(80) EES(765):CC(761) but superiority of
: SS-BP-BES to
BMS
ss.Bp. 5.296:4.8% (RR=1.07
Abbott vascular, . X 1C95% 0.75-1.52; p similar clinical
COMPARE 11(72) 2013 RT Boston Scientific All (2707) ng—(éég?;lcz()} 2:1 12 MACE non- outcomes
inferiority<0-0001)
COMPARE 11(73) | 2015 ar Abbott vascular, Al (2707) BEs%lsngsp)_-cc- 1 % MACE 11.9%:11.1 % similar clinical
(73) Boston Scientific DP-EE ’ . (p=0.57) outcomes
-EES(912)
COMPARE 11(93) | 2017 RT Abbott vascular, All (2707) BES(LTORCC- 21 60 MACE 17.3%:15 6% similar clinical
Boston Scientific DP-EES(912) (p=0.26) outcomes
De Novo Native SS-BP-
Long Coronary A X 16.7% :16.5% similar clinical
LONG DES V(81) 2014 RT Terumo Korea Artery Lesions BESI(52E4§()£§)-DP- 11 12 MACE (P=.94) outcomes
(500)
Abbott Vascular, BVS-EES(78):PC- similar clinical
EVERBIO 11(49) 2017 RT Biosensor Int, All (238) DP-EES(80):SS- 1:1:1 24 DOCE 21%:16%:9% (p=NS) outcomes
Boston Scientific BP-BES(80)
in favor of CC-
PANEXT SS-BP- 5.6%:4.5% (HR 1.36; DP-EES
Vlachojannis(66) 2017 COMPARE Terumo Europe All (5942) BES(3412):CC- 36 CV death |C_95%1.01—1.82, TV-MI rates
DP-EES(2530) p=0.04) v .
1 were higher with
BP-BES

Device-oriented composite endpoint.

Table 1.13: Résultats des essais randomisés comparant les stents libérant du biolimus et de I'évérolimus (BES vs EES). RT: randomized trial, PA: pooled analysis, FU: Follow-
up; MACE: Major adverse cardiac event; CV death: Cardio-vascular death; ID/CI-TLR/TVR: Ischemia-driven/Clinically indicated Target Lesion/Vessel Revascularization; DOCE:
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Deux essais ont comparé le BES au ZES sur des plateformes différentes (SS-BP-BES et CC-DP-

ZES) (Table 1.14). L'étude SORT OUT VI(64,65) portant sur 2999 patients a montré des résultats

similaires en termes de TLF a 12 mois et de MACE a 36 mois entre ces deux stents.
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Cette revue de la littérature a permis d'identifier quatre autres molécules thérapeutiques
(Table 1.15). La premiére est une combinaison de probucol et de SES, délivrée via un stent en
SS sans polymere (SS-PF-SPES, stent Dual®, groupe ISAR). Il a été comparé a un stent de
deuxiéme génération (CC-DP-ZES) dans l'essai randomisé ISAR TEST 5(97,100) avec un taux
similaire de DOCE a 12 et 60 mois. Dans I'essai EXCELLA 11(156), un stent en CC délivrant du
novolimus (NES, un métabolite du sirolimus) via un polymere non-résorbable a été comparé
a CC-DP-ZES chez 210 patients. Le critere d'évaluation principal de I'étude était la TAT évaluée
par coronarographie quantitative (QCA) a neuf mois, mais les patients étaient suivis jusqu'a
cing ans avec un taux de POCE inférieur dans le groupe NES (23,7 % vs 40,8 %, RR 0,53, 1C95
% : 0,32-0,87, p = 0,013). Dans I'étude randomisée BIONICS(157), un autre analogue de la
rapamycine, le ridaforolimus (RES), a été comparé a une stent similaire libérant du ZES chez
1919 patients. Aprés 12 mois, le taux de TLF était similaire dans les deux groupes et le RES
était considéré comme non inférieur au ZES. Enfin, dans I'essai REMEDEE-OCT(158), une stent
en SS délivrant du SES associé aux anticorps CD34 (SS-DP-AntiCD34-SES) a été comparé au CC-
DP-EES chez 60 patients. Le principal résultat de cette étude était le pourcentage de mailles
non-endothélialisées qui restait moindre dans le groupe CC-DP-EES (14,7% vs 7,7% ; p = 0,04).
A 12 mois, le taux de MACE était similaire entre les deux stents, mais I'étude n'était pas assez

puissante pour conclure sur ce parameétre.
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Critere de

Critere de

Essai Année Type | Financement | Population | Groupes Ratio Suivi | jugement | jugement Résultats Conclusion
1ler Auteur d’étude | industriel (n) (n) (mois) | principal |secondaire principaux principale
clinique clinique
ISAR TEST SS-PF- 13.1%:13.5% ( similar clinical
597) 2011 RT All (3002) SPES(2002)-CC- 2:1 12 DOCE noninferionity<0 086) R eomes
DP-ZES(1000) =
ISAR TEST 2016 ar Al@ooy) | sPEsoon.ce. | 21 6o bocE 23.8%:24.2% (HR=098 | similar clinical
5(98) DP-ZES(1000) . 1C95%=0.84-1.15 p=0.80) outcomes
ISAR TEST 2017 RT post- ACS (311) SPEg(Sé:'L:g):CC- 60 bocE 18.3%:20.1% (HR=0.87, | similar clinical
5(100) hoc DP-ZES(96) 1C95%=0.50-1.51 p = 0.62) outcomes
ISAR TEST 2016 RT post- Diabeics (670) SPE2(35'7PSF)'_CC_ 6o bocE 32.9%:33.4% (HR=0.98, | similar clinical
5(99) hoc DP-ZES(295) 1C95%=0.76-1.26, p=0.88) outcomes
cc-DP In favour of
EXCELLA . ' oy . 23.7%:40.8% (HR 0.53, NES, but not
11(156) 2016 RT Elixir Medical Corp All (210) N§§(§§§’(7°§ 2:1 60 POCE ICOB%: 0.32-0.87, p=0,013) | powered for a
clinical outcome
BIONICS(157 2017 RT Medinol Ltd All (1919 RES(E88)CC- 11 12 TLF 5.4%: similar clinical
( ) ! ( ) DP-%ES()E')Gl) . 5.4% (Pnoninferiority=0.001) outcomes
SS-DP-
REMEDEE- OrbusNeich AntiCD34- . . _ similar clinical
0CT(158) 2017 RT Modical ACS (60) SES(29):CC.DP- 11 12 MACE 0%:3.3% (p=1.0) R comas
EES(31)

Patient-oriented composite endpoint.

Table 1.15: Essais randomisés comparant de nouveaux principes actifs. RT: randomized trial, PA: pooled analysis, RT post-hoc: Post-hoc analysis of a randomized trial, FU:
Follow-up; ACS: Acute coronary syndrome; MACE: Major adverse cardiac event; TLF/TVF: Target Lesion/Vessel Failure; DOCE: Device-oriented composite endpoint; POCE:
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2.2.2.  Artere fémorale superficielle (Superficial femoral artery, SFA)
Seuls quatre essais randomisés consacrés a |'évaluation des DES dans la SFA ont été identifiés

(Table 1.16). La majorité des patients inclus dans ces études souffraient de claudication, et

une plus faible proportion d'ischémie critique.

L'essai ZILVER PTX(159,160) a comparé un stent en NiTiNOL auto-expansible sans polymere
(Ni-PF-PES) a Il'angioplastie transluminale standard (PTA) avec implantation de stent
métallique nu si échec de PTA. A un an et cing ans, le taux de survie sans événement (défini
comme l|'absence de déces, d'amputation majeure, d'ischémie du membre cible nécessitant
une intervention chirurgicale ou une réparation chirurgicale du vaisseau cible et d'une
détérioration du score de Rutherford d'au moins 2 classes ou d'un passage a la classe 5 ou 6)

était significativement plus faible avec le DES.

Dans I'étude IMPERIAL(161), un nouveau stent en Ni-DP-PES (Eluvia®, Boston Scientific) était
comparé au Ni-PF-PES (Zilver PTX®, Cook Medical) avec une hypothése de non infériorité.
Aprés 12 mois, le critére composite incluant toutes les causes de déces, I'amputation majeure
et le TLR présentait des taux similaires dans les deux groupes (94-9% contre 91-0%, p non-

infériorité <0,0001).

Deux essais (RELINE et VIASTAR)(162,163) ont évalué un stent en NiTiNOL auto-expansible
recouvert de polytétrafluoroéthyléne expansé (ePTFE) et libérant de I'héparine via un
polymére durable (polyéthyléneimine, PEI), désigné comme Ni-DP-HEP. Dans |'essai RELINE,
I'efficacité du Ni-DP-HEP a été comparée a celle du PTA sur le taux de RIS. Le principal résultat
était le taux de perméabilité primaire a 12 mois, qui était grandement amélioré dans le groupe
Ni-DP-HEP. Cependant, le succés clinique, défini comme une amélioration d'au moins une
catégorie sur I'échelle de Rutherford par rapport a la classification antérieure a l'intervention,

était similaire dans les deux groupes (93,6% dans le groupe Ni-DP-HEP contre 87,8% dans le
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groupe PTA (p=NS)). Dans I'étude VIASTAR(163,164), le Ni-DP-HEP était comparé a un BMS
similaire chez des patients présentant des lésions de novo. Aprés 24 mois, le taux de
perméabilité primaire (critére de jugement primaire) était significativement meilleur avec le
Ni-DP-Hep qu'avec le BMS (63,1 (95 % IC 0,52-0,76) contre 41,2 % (95 % 1C 0,29-0,57 ; log-rank
p = 0,04), mais avec des résultats cliniques similaires (amélioration du classement Rutherford

>1, 78% contre 75 % respectivement, p=NS).
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- Criterede | Critere de
ssal Année Type |Financement| Population Groupes (n) | Ratio Suivi | jugement | jugement Résultats Conclusion
ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal | secondaire principaux principale
clinique clinique
ZILVER . Ni-PF-PES . X oo in favor of Ni-
PTX(159) 2011 RT Cook Medical Rutherford>2 (474) (236):PTA(238) 11 12 EFS - 90.4%:82.6%; P=0.004 PE-PES
ZILVER RT-post . Ni-PF-PES . . _ similar clinical
PTX(165) 2014 hoc Cook Medical Rutherford>2 (474) (236):PTA(238) 11 24 EFS - 92.0%:85.0% (p=0.61) outcomes
. 81.4%:70.1% (Kaplan- . .
ZILVER . Ni-PF-PES . ; . in favor of Ni-
PTX(160) 2016 RT Cook Medical Rutherford>2 (474) (236):PTA(238) 1:1 60 EFS - Me|eé:)<egtgnl';\tes) PF-PES
RELINE(162) 2015 RT R“thelgg‘zsza'f with HEP(Q';‘)PPPT‘ A44) 11 12 Clinical success* | 93.6%: 87.8% (p=NS) Sirgﬂf‘crocr:giga'
i-DP- . Rutherford . _ similar clinical
VIASTAR(163) 2013 RT Rutherford 2:5 (141) | ep75) Bs(69) 11 12 mprovment > 1 84.0%:84.0% (p=NS) R comes
Ni-DP- X Rutherford . - similar clinical
VIASTAR(164) 2015 RT Rutherford 2-5 (141) | 1£p72-B1s(69) 1:1 24 improvment > 1 78%:75 % (p=NS) DUtCOmoS
IMPERIAL(161) | 2018 RT Boston Scientific | Rutherford 2-4 (465) PES(’:;I(i)-E?)FI\-Ii-PF- 21 12 All death, major . 94-9%:91:0% (p non- | similar clinical
( ) PES(1.56) . amputation, TLR inferiority<0.0001) outcomes

Table 1.16: Essais randomisés évaluant les stents actifs dans I'artére fémorale superficielle (SFA). RT: randomized trial, RT post-hoc: Post-hoc analysis of a randomized trial,
FU: Follow-up; EFS, event-free survival included major adverse events (death, amputation, CI-TLR, target limb ischemia requiring surgical intervention, or surgical repair of the
target vessel) and worsening of the Rutherford score by 2 classes, or to class 5 or 6. (*) Clinical success was defined as 21 category improvement in the Rutherford scale
compared with the pre-procedure classification.
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2.2.3.  Arteres sous le genou (below-the-knee, BTK)

Deux essais ont porté sur les résultats de la premiére génération de DES dans les Iésions sous-
gonale (table 1.17). Dans I'étude ACHILLES(166,167), un SS-DP-SES (Cypher®, Cordis) a été
comparé a une PTA standard chez des patients atteints d'ischémie critique des membres
(critical limb ischemia, CLI). A un an, la survie estimée sans décés et/ou TLR,
pontage/amputation et classification dans une catégorie Rutherford >4 était significativement
plus élevée dans le groupe SS-DP-SES. Bien que non significatif, il est intéressant de souligner
qgue les taux de mortalité (10,1 vs 11,9 %, p = 0,822), de TLR sur arguments cliniques (10,0 vs
16,5 %, p = 0,257), d'amputation des membres index (13,8 vs 20,0 %, p = 0,307) étaient
toutefois tous inférieurs dans le groupe SS-DP-SES avec un taux de cicatrisation supérieur (72,3

% vs 56,5 %, p =0,132).

L'étude PADI(168,169) a comparé un SS-DP-PES (Taxus®, Boston) au PTA avec stenting si
besoin par stents métalliques nus chez des patients en CLI. Aprés 2 et 5 ans, les taux
d'amputations majeures étaient plus faibles dans le groupe SS-DP-PES mais sans différence

significative.
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S Critére de Critére de
ssal ) Type | Financement | Population .| Suivi | jugement jugement Résultats Conclusion
Année | ,,, . X Groupes (n) | Ratio i . . . . ..
1ler Auteur d’étude | industriel (n) (mois) | principal secondaire principaux principale
clinique clinique
Freedom from death,
. SS-DP- X _ in favor of SS-
ACHILLES(166) 2012 RT Cordis CLI (200) SES(99):PTA(101) 1:1 12 - bypass/amputation, (p=0.028) DP-SES
Rutherford=4
similar clinical
SS-DP outcomes, but
ACHILLES(167) 2016 RT Cordis CLI (200) SES(99)'-PT/-\(101) 11 12 Wound closure - 72.3%:56.5% (p=0.132) trend to less
. major amputation
with DES
SS-DP- 11.4%(95%Cl, 4.0%— similar clinical
PADI(168) 2016 RT - CLI (137) PES(74):PTA+/- 11 24 - major amputation 18.8%):20.5%(95%Cl, t
BMS(67) 10.5%30.5%) (p=0.066) outcomes
similar clinical
SS-DP- maior outcomes, but
PADI(169) 2017 RT CLI (137) PES(74):PTA+/- 1:1 60 am u:ation - 19.3%:34.0% (p=0.091) trend to less
BMS(67) P! major amputation
with DES
Table 1.17: Essais randomisés étudiant I'impact des stents actifs dans les lésions artérielles sous le genou. RT: randomized trial; FU: Follow-up; CLI: Crirical limb ischemia; TLR:
target lesion revascularization.
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2.3. Discussion
La premiere génération de stents actifs a démontré une réduction significative du risque de

RIS par rapport au BMS, le sirolimus ayant démontré des résultats plus favorables que le
paclitaxel en ce qui concerne l'infarctus du myocarde et les thromboses tardives de
stents(170). Les préoccupations soulevées par I'augmentation du taux de TAT et la nécessité
d'une double antiagrégation plaquettaire prolongée ont mené au développement de la
deuxiéeme génération de DES. Les polymeéres biocompatibles, résorbables ou non, ont
démontré leur supériorité par rapport aux polyméres non-résorbables de premiére
génération(171). Il est intéressant de noter qu'il n'existe aucune preuve claire de la supériorité
des polymeres résorbables sur les polyméres biocompatibles non-résorbables de deuxiéme
génération(67,171). Le stent avec le plus haut niveau de preuve en termes de sécurité et
d'efficacité (Xience®, Abbott Vascular/Promus®, Boston Scientific) est d'ailleurs basé sur un
polymére non-résorbable (PBMA et PVDF-HF libérant de I'évérolimus). En effet, une méta-
analyse(172) comparant un BP-EES (Synergy®, Boston Scientific) a ce DP-EES et a un DP-ZES a
révélé un taux similaire de MACE aprés un an. De plus, les plates-formes sans polymere
actuellement disponibles, qu'elles liberent du sirolimus ou du paclitaxel, n'ont pas démontré
de supériorité par rapport au CC-DP-EES. Cela suggere que 'efficacité et l'innocuité d'un DES
sont obtenues par une combinaison optimale de polymére et de principe actif plutot que par

la nature du polymeére.

A la suite des lecons apprises de la premiére génération, le paclitaxel a presque complétement
disparu des générations suivantes (au niveau coronaire) avec une préférence pour la famille
des limus. Les stents a élution d'évérolimus, comme nous l'avons mentionné plus haut,
présentent actuellement le niveau de preuve le plus élevé en matiere d'innocuité et

d'efficacité(171,173). Le Zotarolimus, d'autre part, a montré des résultats controversés et en
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particulier de maniére inconstante sa non-infériorité a la premiere génération de DES(131—
133). Etonnamment, dans plusieurs essais(137—-140), le ZES a été jugé non inférieur au EES.
Toutefois, plusieurs méta-analyses réalisées a partir de ces essais(173-175) ont révélé que
I'innocuité et l'efficacité de I'évérolimus étaient supérieures a celles du zotarolimus. Le
biolimus a présenté des résultats prometteurs, mais dans une large méta-analyse publiée par
Kang et al.(176), on constatait son infériorité a CC-DP-EES et CC-BP-SES en termes de
thrombose de stent, probable ou confirmée, a un an. Trois des autres agents thérapeutiques
identifiés dans cette revue de littérature (probucol+sirolimus, novolimus, ridaforolimus) ont
été trouvés non inférieurs au zotarolimus, mais non malheureusement pas été comparés a
I'évérolimus. Le stent Combo Dual® (OrbusNeich Medical), libérant des anticorps CD34 et du
sirolimus était le seul stent comparé a ce gold-standard, mais était jugé inférieur au CC-DP-
EES sur le pourcentage de mailles non-endothélialisées a un an, avec cependant des taux de

MACE équivalents(158).

Les résultats actuels de la troisieme génération n'atteignent pas les attentes initiales. Bien
gu'ils répondent a toutes les préoccupations théoriques soulevées par la premiére génération,
les stents résorbables ABSORB® (Abbott Vascular) chargés d'évérolimus ont démontré un taux
de thrombose de stent supérieur au CC-DP-EES(176). L'une des raisons possibles serait que les
mécanismes de résorption qui sont liés a une réponse inflammatoire conduisent a un cercle
vicieux se terminant par un risque accru de RIS et de thrombose aigué tardive. De plus, ces
structures en polymeére n'ont pas une force radiale comparable aux stents métalliques
classiques, ce qui imposent de conserver une épaisseur de maille beaucoup plus importante
(157um pour les ABSORB® et 170um pour les NeoVas®), augmentant les traumatismes de la

paroi artérielle et le risque de resténose(177).
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Comme le démontre cette revue de littérature, il existe un écart important entre les
technologies actuellement disponibles aux membres inférieurs et en coronaire, les chirurgiens
vasculaires et radiologues interventionnels ayant commencé a utiliser des DES une décennie
aprés les cardiologues interventionnels. A la suite du succés rencontré par les DES en
cardiologie, quelques stents ont été concus spécifiqguement pour la SFA afin de prévenir la RIS.
Le premier était un stent auto-expansible a élution de sirolimus (S.M.A.R.R.T, Cordis). Cette
endoprotheése a été évaluée dans les études SIROCCO(178,179), mais méme si son innocuité
et son efficacité ont été démontrées, elle n'a pas démontré sa supériorité par rapport aux
BMS. Un stent auto-expansible a élution d'évérolimus (DYNALINK-E, Abbott Vasculaire) a
également été mis au point et implanté chez 104 patients dans le registre STRIDES(180).
Cependant, a 12 mois, la perméabilité primaire n'était que de 68 + 4,6 %, et aucune autre
étude randomisée n'a été effectuée. Le stent suivant était le Zilver PTX® (Cook Medical), une
plateforme NiTiNOL auto-expansible libérant du paclitaxel. Le paclitaxel est un médicament
hautement lipophile qui possede la propriété intéressante "d'adhérer" aux matériaux
métalliques ou plastiques, ce qui explique son utilisation importante dans les DES ou dans les
ballons actifs (drug-eluting balloon, DEB). Le Zilver PTX® a démontré des résultats améliorés
et soutenus en termes de perméabilité primaire et de survie sans événement (event-free
survival, EFS, incluant les événements indésirables majeurs (décés, amputation, CI-TLR,
ischémie du membre cible nécessitant une intervention chirurgicale ou réparation chirurgicale
du vaisseau cible) et I'aggravation du score Rutherford par 2 classes ou par classe 5ou 6) a1
et 5 ans par rapport au PTA avec implantation de stent métallique nu en cas d'échec(159,160).
Un deuxieme stent a élution de paclitaxel (Eluvia®,Boston Scientific) sur une plateforme en
nitinol mais via cette fois un polymére non-résorbable (PBMA et PVDF-HFP, comme pour les

stents Xience® et Promus®) a été développé. Dans I'étude IMPERIAL(161), Eluvia® s'est révélé
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non inférieur a Zilver PTX® a un an sur un critére composite associant la mortalité toutes

causes confondues, le taux d'amputations majeures et le TLR.

Le paclitaxel a démontré des résultats décevants en cardiologie, surtout lorsqu'on le
compare a d'autres DES. Il est donc surprenant que la plupart des stents actifs développés
pour la SFA soit a base de paclitaxel. Pour ajouter a la controverse, en décembre 2018,
Katsanos et al. publiaient une méta-analyse(181) sur la sécurité des technologies a base de
paclitaxel dans la SFA et dans |'artere poplitée. Bien que les DES et DEB a base de paclitaxel
aient montré des taux de perméabilité primaire supérieurs a l'angioplastie ou aux BMS, les
résultats de cette méta-analyse ont montré une relation significative entre |'utilisation de
stents ou de ballons éluant du paclitaxel et la mortalité globale aprés 2 ans, ce qui, en accord
avec le niveau de preuve actuel et le principe de précaution, devrait amener chirurgiens

vasculaires et radiologues interventionnels a une utilisation prudente de ces technologies.

Un autre point troublant vient de la nature des agents thérapeutiques actuels qui sont
employés dans la deuxieme et troisieme génération de DES. Il est bien admis que le principe
actif idéal devrait avoir des propriétés pro-cicatrisantes (c'est-a-dire inhiber les SMC tout en
favorisant la prolifération des EC pour restaurer une paroi vasculaire fonctionnelle).
Cependant, presque tous les DES actuellement disponibles utilisent du paclitaxel ou des
analogues du sirolimus, dont les propriétés antiprolifératives ont été identifiées comme un
mécanisme sous-jacent de TAT. L'une des explications possibles est que les colts de
développement et d'évaluation d'un DES qui libérerait un agent thérapeutique totalement
nouveau (non encore approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) ou la Commission

européenne) seraient exorbitants, et qu'il est plus rentable pour un industriel de positionner
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sur le marché un produit équivalent (non-inférieur) au gold-standard actuel dont les

composants ont déja été validés par la FDA ou la Commission européenne.

2.4. Conclusion
Les DES ont permis une amélioration significative de la prise en charge des patients en

cardiologie. Les phénomeénes de thrombose aigue tardive ont été limités par la seconde
génération de DES, mais cette derniere ne répond pas a toutes les problématiques soulevées
par la premiere génération. Les résultats cliniques de la troisieme génération de DES sont
décevants, etiln’yaal’heure actuelle aucun stent pro-cicatrisant visant a restaurer la fonction

endothéliale.

3. Pistes de recherche et voies de développement

3.1 Les plateformes résorbables
Les nouvelles méthodes de production comme les techniques de fabrication additive, et en

particulier lI'impression 3D, apparaissent comme des technologies-clés pour la production
future de supports vasculaires résorbables, en polymére ou en métal. L'évaluation in-vivo du
premier stent imprimé en 3D, concu en PLGA/PEG, a révélé une libération progressive de
sirolimus sur 30 jours avec une diminution significative de la prolifération néointimale (20,7%
vs 35,9%) et des dépots de fibrine (score 1,8 vs 2,5) comparativement aux stents nus
classiques(182). Outre les techniques de fabrication citées ci-dessus, d’autres technologies
actuellement évaluées, telles que le dépot couche par couche (layer-by-layer),
I'électrospinning ou le dépot électrostatique de poudre, pourraient donner plus de souplesse

aux propriétés mécaniques des stents.
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Structures métalliques
L'acier et le magnésium ont été utilisés pour la conception de stents résorbables. L'acier

présente une résorption trop lente et a rapidement été abandonné(183). Le magnésium,
matériau métallique résorbable, présente une excellente biocompatibilité et
hémocompatibilité. De plus, il libére en se dégradant des charges électronégatives qui
pourraient avoir un effet anti-thrombogéene(20). Il est cependant difficile de trouver un
compromis entre la qualité des propriétés mécaniques, la vitesse de résorption et I'épaisseur
des mailles. En effet, les premiéeres études cliniques ont confirmé une résorption trop rapide
(1-2 mois) avec une perte précoce des propriétés mécaniques(184). Plusieurs modifications
dans la composition de I'alliage de magnésium ont permis d’améliorer ce probleme, méme si
les résultats restent limités (183). A I’heure actuelle, plusieurs traitements de surface des
stents en magnésium (plasma, anodisation, dépo6t par électrophorése, ...) sont a I'étude et
permettraient d’améliorer la résistance a la corrosion et de préserver les propriétés
mécaniques(185). Une autre possibilité serait de combiner cette technologie avec un

polymére de surface afin de ralentir sa dégradation, comme le PLLA(186).

Structures polymériques
Outre le PLLA, utilisé pour la conception des stents résorbables ABSORB® d’Abbott, d'autres

polyméres résorbables ont été étudiés tel que les polycarbonates dérivés de la tyrosine
(ReSolve/ReZolve, REVA Medical) ou encore les polyméres d'acide salicylique (IDEAL,

Xenogenics) avec des résultats peu encourageants(187).

Parmi les polyméres non résorbables, le polyuréthane (PU), déja utilisé dans de nombreux
dispositifs médicaux, présente une bonne biocompatibilité et hémocompatibilité, ainsi que
des propriétés mécaniques intéressantes. Des 2008, il a été étudié en combinaison avec le

polycaprolactone (PCL) (70/30, PU/PCL) pour concevoir un stent a mémoire de forme qui
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semble présenter une biocompatibilité correcte in-vitro(188). Cette piste n’a pas fait I'objet
de nouvelles recherches depuis et semble avoir était abandonnée. L'équipe de Guerra et al. a
toutefois suggéré en 2017 que l'association de PCL et d’acide poly-lactique (PLA) pouvait
apporter a un biomatériau des caractéristiques mécaniques proche de celles requises par un

stent vasculaire(189).

3.2. Les polymeres bioinspirés
Comme évoqué précédemment, le caractere résorbable ou non des polymeres utilisés ne

semblent pas déterminant dans le contréle de la réaction inflammatoire et de la RIS. La
biocompatibilité du polymere reste en revanche un facteur essentiel. Ainsi, certains polyméres
non-résorbables et synthétiques, comme le Poly(butyl methacrylate) (PBMA) utilisé pour le

stent XIENCE®/PROMUS® ont fait preuve de résultats cliniques tout a fait satisfaisants.

Une autre voie intéressante et celle ouverte par les polyméres bioinspirés. Parmi les
polyméres prometteurs, 'amidon tient une place de choix. Ce polymére naturel présente une
faible réponse inflammatoire, de bonne propriétés mécaniques et une excellente intégration
tissulaire(190). Il a été utilisé dans la fabrication de stents pour le traitement des conduits

salivaires(191).

En 2007, Lee et al.(192) proposait une approche biomimétique de fonctionnalisation d’une
large gamme de matériaux, notamment métalliques comme I’acier 316L, le titane ou le CoCr,
a partir d’'un processus d’auto-polymérisation de la dopamine, inspiré de la composition du
mucus secrété par les moules pour adhérer aux surfaces humides. Ce polymere, appelé
polydopamine (PDA), présenterait également in-vitro des propriétés pro-cicatrisantes sur la
paroi artérielle, c’est a dire qu’il régulerait la prolifération des SMC, tout en favorisant la
prolifération des cellules endothéliales(193,194). Récemment, notre groupe a exploité cette

couche adhésive de PDA pour permettre I'immobilisation d'un systéme de libération contrélée
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de principe actif a base de polycyclodextrine (PCD) sur un stent vasculaire en CrCo(223) et sur

des surfaces en titane(224).

3.3. Les systémes « polymer-free »
Outre les DES a base de paclitaxel, dont les propriétés lipophiles permettent son adhésion sur

les surfaces métalliques sans utilisation de polymeére, une autre stratégie basée sur la
conception de réservoirs a été développée. Ces réservoirs correspondent a des micro- ou
nano-cavités de surface qui permettent de stocker du principe actif. On retrouve dans cette
catégorie, les stents Yukon (Translumina) et BioFreedom (Bisosensor) (195), libérant
respectivement du sirolimus et du biolimus par I'intermédiaire de microporosités, ou encore
les stents Nano+ (Lepu) libérant du sirolimus et Bicare (Lepu) (196) libérant du sirolimus et du

probucol, dont les surface ont été retravaillées pour présenter des nanoporosités.

Certains stents disposent de cavités plus importantes, traversantes, comme le Conor Stent et
le NEVO Stent (J&J), ou uniquement pariétales comme le JacktaxStent (Boston Scientific) et le
Cre8 (CID) (197). La plupart de ces stents utilisent en réalité des polyméres résorbables qui
recouvrent uniquement la surface des réservoirs pour contrbler I'immobilisation et la

libération de principes actifs.

Une autre stratégie est de déposer sur la surface métalliqgue un revétement minéral,
I’hydroxyapatite, dont la microporosité permet de capter du sirolimus (VESTASyn®, MIV

Therpeutics)(198).

3.4, Les principes actifs innovants et la thérapie ciblée
Plusieurs pistes sont a I'étude pour I'évaluation de principes actifs non-cytotoxiques. Parmi

celles-ci, on retrouve des molécules habituellement administrées par voie systémique telles
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qgue les héparines(199) et autres anticoagulants, les antiagrégants plaquettaires, les statines
et leurs dérivés(200), les antagonistes des récepteurs de l'angiotensine ainsi que le

cilostazol(201) mais également des médicaments anti-inflammatoires ou anti-oxydants.

Les statines semblent tenir une place de choix pour lutter contre la resténose par
I'intermédiaire de leur effet pléiotrope. In vitro et in vivo, elles ont montré une réduction de
la réaction inflammatoire, de I'adhésion plaquettaire et de la formation de néointima,
notamment via une inhibition sélective de la prolifération des SMC(202—-204). Elle possede
également un effet bénéfique sur la fonction endothéliale en favorisant localement la
production de monoxyde d'azote (NO). L’évaluation clinique d’un stent libérant de la
simvastatine (SIMVASTENT) versus le Xience® chez 42 patients a cependant montré une
prolifération néo-intimale plus importante a 6 mois en angiographie et en IVUS dans le groupe
SIMVASTENT(205). Actuellement, la pitavastatine semble présenter les résultats les plus
prometteurs sur I'inhibition des SMC. Dans une étude préclinique chez le porc(206), des stents
libérant de la pitavastatine ont démontré une prévention de la RIS similaire au SES, sans défaut

de réendothélialisation des mailles.

Les stents imprégnés d’héparine ont montré une réduction de leur thrombogénicité dans des
modeles précliniques, mais peu d’'impact sur la réendothélialisation et la RIS(207). L’Abciximab
(anti-GPllIbllla) a montré dans une étude clinique randomisée versus stent nu sur 96 patients
une réduction de la RIS (37.9+/-6.25% pour les BMS vs. 18.9 +/- 5.54% pour les stents a

I’Abciximab, p=0.008) et du taux de MACE sans thrombose aigué de stent a 1 an(208).

Le stent Catania (CeloNova BioSciences, Newnan, Georgia) en CoCr est enduit d’'une fine
couche de Polyzene-F. Le Polyzene F est un polymeére biocompatible possédant des propriétés

anti-inflammatoires, bactério-résistantes et pro-cicatrisantes. Dans une cohorte de 300
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patients, il a montré a 12 mois un taux de MACE de 8,8% et un taux de thrombose de 0,7%
[138]. Il a récemment été comparé au Xience® dans un essai randomisé iranien incluant 83
patients. Il n’a pas été mis en évidence de différence significative entre les deux stents sur la

mortalité, le TLR ou le taux d’infarctus du myocarde, mais le suivi n’était que de 3 mois(209).

D’autres travaux, notamment au sein de notre laboratoire dans le cadre des travaux de thése
de B. Maurel, ont porté sur I'évaluation in-vivo d’'une drogue possédant un effet pro-
cicatrisant, I’"hémine, administrée par voie systémique (210). Cette drogue, substrat et
activateur de I'Héme-Oxygénase 1 (HO-1), est connue pour son role essentiel dans la
protection cardio-vasculaire au stress biologique, notamment par i) inhibition des mécanismes
protéiques de prolifération cellulaire (211), ii) recrutement de progéniteurs endothéliaux
circulants (212), iii) effet anti-inflammatoire par sécrétion de monoxyde de carbone (CO)
endogene (213) et iv) effet antiprolifératif des SMC de ses produits de dégradation
(biliverdine) (214). Les travaux de Maurel et Hyvelin (210) ont permis de démontrer que
I’'administration systémique d’hémine permettait de réduire significativement la RIS tout en
favorisant la réendothélialisation des mailles. Cependant, I'administration d’hémine chez
'Homme n’est possible que par voie intraveineuse, a bas débit, et a montré des effets

hépatotoxiques a forte dose.

D'autres pistes étudient ['utilisation de thérapies géniques ou de cellules souches pour un
traitement personnalisé et adapté aux spécificités de chaque patient(215). La thérapie
génique, par transmission locale de plasmides, d’ARN ou d’ADN(216,217) via un stent, offre
de nombreuses opportunités. Dans un modele porcin, des stents libérant un gene promoteur
du VEGF et du paclitaxel ont démontré une réendothélialisation compléte a un mois, avec une

réduction significative de la RIS par rapport au TAXUS®(218). Sharif et al.(219) ont également
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proposé la transfection d’'un géne promoteur de la synthése de NO (eNOS) via des vecteurs
d’adénovirus exprimés a la surface d’un stent. lls ont démontré une réduction significative de
la RIS a 1 mois dans un modele de lapins hypercholestérolémiques. Plusieurs microARNs ont
également été identifiés comme impliqués dans la RIS(220). Muthiah et al.(221) ont ainsi

développé un stent libérant du microARN-145 qui in-vitro limiterait la prolifération des SMC.

Hwang et al. ont également proposé I'immobilisation de cellules souches capables de
synthétiser des facteurs paracrines sur un stent pour limiter la RIS. Les premiers essais chez le
miniporc n’ont démontré aucune occlusion, thrombose ou rejet auto-immun apres 7

jours(222).

4. Hypotheses de travail
La fonctionnalisation d’un stent par PDA, polymére bioinspiré, pourrait permettre

d’administrer localement une drogue sans étre confronté aux effets toxiques de type
hypersensibilité. L'administration locale d’hémine via un stent pourrait permettre de limiter
la prolifération des SMC, et donc la RIS, tout en favorisant la cicatrisation de la paroi vasculaire
par réendothélialisation des mailles, et ainsi prévenir du risque de TAT. Le but de ce travail est
de développer et d’évaluer |'efficacité d’un nouveau concept de stent actif pro-cicatrisant sur
une plateforme en chrome-cobalt, alliant un polymére bioinspiré et biocompatible, la
polydopamine, a un principe actif pro-cicatrisant, ’'hémine. Il est le fruit d’une collaboration
étroite entre I'’équipe « Ingénierie des Systémes Polymeres » de 'UMET (CNRS, UMR 8207,
Université de Lille), le « Groupe de Recherche sur les Biomatériaux » de I'unité INSERM U1008

et le Service de Chirurgie Vasculaire de I’hdpital cardiologique du CHRU de Lille.
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CHAPITRE 2: UN POLYMERE BIOISNPIRE ET BIOCOMPATIBLE, LA
POLYDOPAMINE

1. Introduction

La polydopamine (PDA) est un polymere inspiré du mucus adhésif sécrété par la moule
marine. L'étude de ce mucus, qui lui permet de se fixer a tout type de surface, a permis
d’identifier la présence majoritaire de deux protéines : la 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (ou
DOPA) et la lysine. L'effet synergique de la fonction catéchol présente sur la DOPA et de la
fonction amine présente sur la lysine est a I'origine des capacités adhésives observées. Partant
de ces constations, Lee et al. (192) ont émis I’hypothése que la dopamine, possédant a la fois

fonctions catéchol et amine, pouvait mimer les propriétés adhésives du mucus sécrété par les

moules (Figure 2.1).
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Figure 2.1: Moule marine (A). Adhésion du mucus par l'intermédiaire de mefp-5 (B), qui forme un
réseau exprimant des fonctions catéchols et des fonctions amines (C). Ces fonctions proviennent de la
DOPA et de la Lysine (D), qui sont toutes deux également présentes dans la molécule de dopamine (E).
D’apres Lee et al. (192).
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En raison de ses fortes propriétés d'adhérence, de sa facilité d'utilisation et de sa
biocompatibilité, la PDA a suscité un grand intérét comme revétement biomimétique pour la

fonctionnalisation d'une large gamme de matériaux.

La PDA a également été utilisée dans le cadre d'applications vasculaires sur I'acier inoxydable
316L(225,226) ou les alliages de magnésium(226). Il a été démontré in-vitro qu’un revétement
de PDA pourrait favoriser la prolifération des cellules endothéliales tout en inhibant la
prolifération des cellules musculaires lisses(194,225), proposant ainsi un effet pro-cicatrisant

théorique sur la paroi vasculaire.

De plus, la PDA présentent une réactivité latente envers les nucléophiles tels que les amines
et les thiols qui peut étre exploitée pour ancrer d’autres principes actifs sur la surface du stent
pour un effet synergique. Des études in vivo ont rapporté I'efficacité de divers médicaments
immobilisés par la polydopamine(227-231) tels que la sélénocystamine, les CU-MOFs (cadres
organiques métalliques a base de cuivre), I’Akt1-siRNA ou le VEGF sur la prolifération myo-
intimale dans des modeles de rat, chien ou lapin. Cependant, aucune étude n'a rapporté un
effet propre de la polydopamine in-vivo alors que son effet pro-cicatrisant in-vitro est bien
décrit. L'objectif de ce chapitre est (i) d'étudier si la fonctionnalisation a la PDA selon le
procédé utilisé dans notre laboratoire retrouve les propriétés pro-cicatrisantes rapportées in-
vitro dans la littérature et (ii) d'évaluer in-vivo I'effet pro-cicatrisant de stents enduits de PDA

dans un modele de rat dédié a la RIS.
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2. Produits, Matériels et Méthodes

2.1. Produits
Chrome-Cobalt
De par leur excellente résistance a la corrosion en milieux biologiques, les alliages de chrome-

cobalt (CrCo) (en particulier le Vitalium, le Wisil et le L605) sont utilisés de longue date dans
la fabrication des dispositifs médicaux implantables. De plus, ils offrent des propriétés
mécaniques intéressantes, notamment en ce qui concerne leurs résistances a la déformation
et a I’élongation, ainsi qu’'une bonne cytocompatibilité. Leurs densités élevées assurent
également une bonne radio-opacité. Ce sont des alliages de choix pour la constitution de
stents vasculaires, en particulier par rapport aux aciers précédemment employés. Dans ce
travail, nous avons utilisé des pastilles de CrCo répondant a la norme ISO 5832-12 (Co 66.00%,
Cr 27.34%, Mo 5.19%, Mn 0.56%, Si 0.39%, fournisseur Bhler-Edelstahl, Allemagne) pour les
expérimentations in-vitro et des stents vasculaires en CrCo (Diameétre 2,25-2,75 mm, longueur

8-18mm, Multi-Link®, AbbotVascular, AbbottPark, IL) pour les expérimentations in-vivo.

Dopamine
La dopamine utilisée dans ce travail était fournie par Sigma Aldrich (SaintLouis, USA), avec un

poids moléculaire (PM) de 189.64 g.mol-1.

2.2. Matériel et Méthodes

2.2.1. Fonctionnalisation de surface

Préparation des échantillons de CrCo
A partir d’un tube plein en CrCo de 14.5 mm de diamétre (normes ISO 5832-12), des pastilles

de 3 mm d’épaisseur étaient découpées a I'aide d’'une tronconneuse munie d’un disque 20525
(Struers Inc., Strongsville, OH, USA) puis d’'une micro-tronconneuse munie d’un disque
A001043 (Presi Inc., Brié et Angonnes, France). Les pastilles obtenues étaient ensuite polies
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mécaniquement (Polisseuse automatique PHOENIX 4000, (Buehler, Germany), avec des
disques a épaisseurs de grain dégressives (600, 1200 puis 2400)). Une finition dite « miroir »
était réalisée a I'aide d’un polissage ultime par un disque supra5 et une solution colloidale de
carbure de silicium (SPM 1/10 um). Les échantillons obtenus étaient ensuite nettoyés dans
des bains successifs d’acétone, d’éthanol, puis d’eau déionisée aux ultrasons. La surface

efficace d’une pastille était considérée équivalente a 1,54cm?.

Oxydation de surface
L'oxydation du CrCo permet I'apport de fonctions hydroxyles en surface, qui assureront une

accroche durable de la PDA sur la surface métallique par I'intermédiaire des catéchols (232).
Le traitement dit « Piranha » a été décrit par Vetrone (233) pour I'oxydation de surface en
titane (mélange 1:1 d’eau oxygénée (H,0,) (a 30%) et d’acide sulfurique (H2S04) (a 96%)). Il a
ensuite été repris, et adapté au traitement de surface en chrome-cobalt (234), puis ses
parameétres ont été optimisés dans le cadre de travaux précédemment conduits au sein de
notre laboratoire (235) pour donner le protocole suivant : Immersion des échantillons 60
heures dans une solution contenant 30% d’H,0, et 70% d’H,SO4 a température ambiante. Les
échantillons étaient ensuite rincés aux ultrasons par 4 bains successifs de 30 minutes dans

I’eau déionisée, afin d’éliminer les résidus, en particulier les sulfites.

Fonctionnalisation par polydopamine
Conformément au protocole utilisé dans notre laboratoire(235), chaque échantillon était

plongé dans 5 mL de tampon Tris a 10mM, contenant 2mg/mL de dopamine, ajusté a pH 8.5,
a I'abri de la lumiére, a température ambiante et sous agitation (400 rotations par minute,

rpm) pendant 12 heures. Les échantillons étaient ensuite rincés a I'eau déionisée afin
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d’éliminer le surplus de dopamine non greffée, puis placés a 150°C pendant une heure. Ces

échantillons sont dénommeés ultérieurement dans le manuscrit CrCo-PDA.

Une variante de fonctionnalisation inspirée des travaux de Yang (193) était également utilisée,
puisque c’est avec ce protocole de fonctionnalisation que les effets pro-cicatrisant in-vitro de
la PDA ont été identifiés. Il consistait a immerger 3 fois les échantillons dans la solution de
dopamine selon les mémes conditions. Aprés chaque immersion, les échantillons étaient
rincés aux ultrasons 3 fois 10 minutes dans de I’eau déionisée. Enfin, les échantillons étaient
placés a 150°C pendant une heure. Ces échantillons sont dénommés ultérieurement dans le

manuscrit CrCo-PDAmM.

Stérilisation
Si nécessaire, la stérilisation des échantillons était réalisée par simple immersion dans un bain

d’éthanol a 70% pendant une minute. Les échantillons étaient ensuite séchés sous hotte

stérile avant utilisation.

Caractérisation de surface
Les analyses ont été réalisées par microscopie électronique a balayage (MEB) sur un

microscope Hitachi S-4700 avec FEG (Field Emission Gun). Les échantillons étaient préparés
par déposition d’un film de carbone, au moins deux heures avant acquisition des images. Les
acquisitions étaient réalisées entre 1.5 et 5 kV, de face, et a 45° d’angulation. Une rayure était
pratiquée en surface de I’échantillon par une aiguille fine afin d’apprécier I'épaisseur du

revétement.
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2.2.2. Evaluation biologique in-vitro

Prolifération cellulaire
L'évaluation in-vitro de la cytocompatibilité du revétement de PDA était réalisée

conformément a la norme I1SO 10993-5 avec des cultures primaires de cellules endothéliales
vasculaires ombilicales humaines (HUVEC, Promocell, GmbH, Heidelberg, Allemagne) et de
cellules musculaires lisses artérielles ombilicales humaines (HUASMC, Promocell, GmbH,
Heidelberg, Allemagne). Les HUVEC étaient cultivées dans un milieu de croissance cellulaire
pour cellules endothéliales (Promocell GmbH, Heidelberg, Allemagne) enrichi avec un
supplément de croissance cellulaire endothélialMix (Promocell, GmbH, Heidelberg,
Allemagne) et de la gentamicine (40 pug/mL, Panpharma, Luitré, France). Les HUASMC étaient
cultivées dans un milieu de croissance pour cellules musculaires lisses (Promocell GmbH,
Heidelberg, Allemagne) enrichi avec un Smooth Muscle Cell Growth SupplementMix
(Promocell, GmbH, Heidelberg, Allemagne) et de la gentamicine (40 pg/mL). Les cellules
étaient cultivées a 37°C dans un incubateur a CO; (MCO-17Al, Sanyo, Osaka, Japon) avec 5%

de CO; et un taux d'humidité relative de 100%.

Des disques de CrCo (@ 14.5 mm) préalablement décrits, fonctionnalisés a la PDA (CoCr-PDA
et CoCr-PDAm) étaient placés au fond de plaques de culture cellulaire de 24 puits (COSTAR®,
Starlab) et 10 000 cellules dans 1 mL de milieu de culture étaient ensemencées dans chaque
puits. Un et 3 jours aprés I'ensemencement des cellules, la prolifération cellulaire était évaluée
par une méthode non destructrice grace au bleu alamar (UptiBlueTM, Interchim),
I'augmentation du métabolisme du bleu alamar étant un reflet de la prolifération cellulaire.
Brievement, le milieu de culture était retiré de chaque puit et remplacé par 500 pL de bleu
alamar dilué. Aprés 3 h d'incubation, 150 pL de cette solution étaient transférés sur une

plague de 96 puits (Nunc®, Polylabo) pour mesure de la fluorescence (fluorimetre Twinkle
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LB970TM (Berthold, France)) a une longueur d'onde d'excitation de 530 nm et a une longueur
d'émission de 590 nm. Les données sur l'intensité de fluorescence étaient normalisées et
exprimées en pourcentage moyen + écart-type par rapport au témoin (CoCr nu, 100 %).

L’expérimentation était réalisée en triplicata.

Analyse du cytosquelette en microscopie confocale
L’étude du cytosquelette des différentes populations cellulaires sur les revétements de PDA

était réalisée en microscopie confocale aprés coloration des filaments d'actine. Aprés 1 et 3
jours de culture sur échantillons dans les conditions décrites ci-dessus, les cellules étaient
fixées au paraformaldéhyde 2% a température ambiante, puis perméabilisées dans un tampon
phosphate (PBS) et du Triton X-100 avant d’étre bloquées dans du PBS a 1% de sérum
albumine bovine (BSA). Les filaments d'actine étaient marqués avec 1,2 pg/mL
d'isothiocyanate de fluorescéine (FITC)-phalloidine et les noyaux étaient colorés a I'aide de
4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) a 1 ug/mL. Aprés ringage au PBS, les échantillons étaient
fixés dans un milieu de montage PBS-glycérol-DABCO, puis examinés au microscope confocal
inversé a balayage laser LSM 710 (Carl Zeiss, Jena, Allemagne). Tous les réactifs utilisés pour

cette expérience étaient fournis par Sigma-Aldrich, UK.

Test d"hémolyse
Des échantillons de sang étaient prélevés sur donneurs sains (apres obtention du

consentement) dans des tubes citraté BD Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company). Les
échantillons étaient pré-conditionnés dans 6mL de solution de chlorure de sodium a 0,9 %
(p/v) pendant 30 minutes a 37°C. Le chlorure de sodium était utilisé comme témoin négatif et
le carbonate de sodium, Na;COs, a 0,1 % comme témoin positif. Soixante pL de sang total
étaient déposés sur les différents échantillons et incubés a 37°C pendant 60 minutes, sous

agitation a 80 rpm. Les solutions étaient récupérées puis centrifugées pendant 10 minutes a
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3250 rpm, a température ambiante. L'absorbance était mesurée a 540 nm a l'aide d'un lecteur
de microplaques pour déterminer le taux d'hémoglobine libérée par les globules rouges lysés.

L'expérimentation étaient conduites en triplicata.

Le taux d'hémolyse était calculé comme suit : R = (A-C1)/(C2-C1) x 100%, avec R : rapport
d'hémolyse (%), A : absorbance de I'échantillon (optical density, OD), C1 : absorbance des

témoins négatifs (OD), C2 : absorbance du témoin positif (OD).

Test d’adhésion plaquettaire
A partir de sang humain récupéré comme préalablement décrit, du plasmariche en plaquettes

(PRP) était préparé par centrifugation (centrifugeur Allegra X12-R, Beckman Coulter, Fullerton,
CA) a 300 G et 25°C pendant 5 minutes. Cent uL de PRP frais étaient ajoutés sur chaque
échantillon et incubés pendant 45 minutes a 37°C. Les plaquettes non adhérentes étaient
retirées en ringant doucement I'échantillon deux fois avec une solution de NaCl a 0,9 %. La
guantification des plaquettes adhérentes était déterminée en mesurant |'activité de la lactate
déshydrogénase (LDH) avec un kit LDH (Roche Life Sciences, Meylan Cedex, France) selon les
recommandations du fabricant. L'absorbance était mesurée a 490 nm pour chaque échantillon
al'aide d'un lecteur de microplaques. Une gamme-étalon de I'activité de la LDH était préparée
a partir de concentrations plaquettaires connues pour estimer le nombre de plagquettes

correspondant a la densité optique mesurée.

2.2.3.  Evaluation in-vivo

Toutes les expérimentations animales étaient réalisées conformément aux recommandations
pour le soin et l'utilisation des animaux de laboratoire(236) et a la réglementation du

Ministére francais de I'Agriculture, et ont été approuvées par le Comité local de soin et
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d'utilisation des animaux en établissement (N° CEEA 212011). Toutes les interventions

chirurgicales étaient effectuées par deux opérateurs entrainés.

Modele animal et technique d’implantation des stents
Des rats Wistar males adultes (350-400 g, Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France) étaient

achetés et nourris avec un régime normal pendant une semaine. Le jour de l'implantation, les
rats étaient répartis au hasard en deux groupes (CoCr ou CrCo-PDA) de 10 rats dans chaque
groupe. Les rats étaient anesthésiés par injection intrapéritonéale de kétamine a 130 mg/kg
(Virbac, Carros, France) et de xylazine a 14 mg/kg (Dechra, Northwich, Royaume-Uni). L'aorte
infra-rénale était exposée par laparotomie médiane et une héparinisation systémique (300
Ul/kg) était effectuée par injection directe dans la veine cave inférieure avant le clampage
aortique (Figure 2.2a). Les stents (@ 2,5 mm x longueur 12 + 4 mm, vasculaire d'Abbott) étaient
introduits par une aortotomie transversale, apres avoir été ressertis sur leurs cathéters a
ballonnet (figure 2.2b), puis dilatés a la pression nominale (8 atm) avec un
surdimensionnement de 30% comparé a I'aorte native (figure 2.2b). La longueur des stents

était répartie uniformément entre les groupes.

Figure 2.2: L’aorte est approchée par laporotomie médiane et clampée apres héparinisation
(injection dans la veine cave inférieure) (Figure 2.2a). Le stent, serti sur ballonnet, est introduit
par une aortotomie transversale (Figure 2.2b), et déployé avec un oversizing de 30% (Figure
2.2C).
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A 7 et 28 jours apres l'implantation des stents, les animaux étaient anesthésiés ; apres
héparinisation, les animaux étaient sacrifiés par injection intraveineuse de T61 (MSD,

Courbevoie, France).

Au 7e jour, les artéres stentées étaient prélevées et congelées a -28°C pour l'analyse de

I'expression des protéines chez 4 animaux de chaque groupe.

Au 28e jour, les artéres stentées étaient prélevées chez les 6 animaux restant dans chaque
groupe et incluses en résine pour analyse histomorphométrique (5 rats) et analyse au

microscope électronique (TEM) (1 rat).

Analyses histomorphométriques
Les aortes stentées étaient fixées dans une solution de PBS et de paraformaldéhyde a 4%,

déshydratées, incluses dans une résine de polymethyl-méthacrylate (Technovit 9100 new,
Heraeus, Allemagne) et conservées une semaine a -20°C. Des coupes de 60 um d'épaisseur
étaient réalisées le long des aortes incluses. Pour chaque échantillon, 15 a 25 coupes étaient
sélectionnées au hasard sur la longueur stentée, puis colorées a I'hématoxyline/éosine (HE) et
examinées au microscope optique (Leika DMIL, Allemagne) avec un grossissement de x10,
numérisées et enregistrées avec une caméra vidéo (AxioCam ERc 5s, Carl Zeiss Microscopy,
Allemagne). Le degré de resténose était évalué a partir du rapport des surfaces mesurées
entre la néointima et la média (rapport n/m). Deux opérateurs indépendants, en aveugle,
effectuaient les mesures a I'aide d'un algorithme de planimétrie microscopique numérique
informatisé (Imagel). Les résultats étaient exprimés sous forme de moyenne de toutes les

sections par stent + écart-type.
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Analyse de la réendothélialisation
Les aortes sténtées étaient fixées dans une solution tampon de paraformaldéhyde a 4% et de

phosphate de glutaraldéhyde a 1% (pH 7,2) avant d'étre incluses dans une résine Epon (Epoxy
embedding medium kit, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA). Des coupes ultrafines (75 nm) étaient
réalisées et teintes a |'acétate d'uranyle et au citrate de plomb avant d'étre examinées au
microscope électronique Jeon 1100 (Tokyo, Japon) équipé d'une caméra numérique Gatan
pilotée par le logiciel Digital Micropgraph (Gatan, Pleasanton, USA). Ces analyses permettaient

d'évaluer la qualité de la réendothélialisation des mailles.

Western-Blots
Les voies de signalisation activées ou inhibées aprés I'implantation des stents étaient étudiées

par Western blot sur les aortes stentées de rat congelées prélevées au 7e jours apres
implantation (pic de la réponse inflammatoire dans ce model). Les analyses portaient plus
spécifiqguement sur les voies d'activation de la prolifération des cellules musculaires lisses
médiée par les Phospho-Kinases AktSER et MAP-Kinase P42/44; et la voie d'inhibition de la
prolifération médiée par la MAP-Kinase P38. Les anticorps étaient achetés chez Cell Signaling
(Danvers, USA). Les segments aortiques stentés étaient placés dans un tampon de lyse et le
stent était soigneusement retiré. Les tissus vasculaires étaient homogénéisés et centrifugés
(10 000 G pendant 20 min a 4°C) pour obtenir le surnageant contenant les protéines. Pour
chaque échantillon, la concentration en protéine était déterminée par la méthode BCA
(dosage colorimétrique des protéines, basé sur l'acide bicinchonique). Vingt a 30 pg de
protéines étaient séparés sur un gel d'électrophorése (a 10% de dodécylsulfate-
polyacrylamide de sodium), puis transférés sur des membranes de nitrocellulose. Les
membranes étaient bloquées avec du lait en poudre écrémé a 5 %, avant d'étre incubées avec
des anticorps anti-Phospho-Kinase AktSER (1 : 1000), anti-MAP-Kinase P38 (1 : 1000) ou anti-

MAP-Kinase P42/44 (1 : 1000) pendant 16 h a 4°C avec agitation légére. Aprés ringage, les
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membranes étaient incubées avec des anticorps secondaires (IgG anti-lapin conjuguées a la
peroxydase de raifort, 1:2000) pendant 1 h a 20°C. Pour permettre la détection par
chimioluminescence, les membranes étaient traitées avec un réactif ECL pendant 1 min, puis
exposées a un hyperfilm ECL (Western Lightning® Plus-ECL, PerkinElmer, France) pendant 1-2
min. La densité de bande de la protéine d'intérét était quantifiée par le logiciel Multi Gauge
V3.0 (FUJIFILM Graphic Systems France S.A.S., Bussy-Saint-Georges, France). Les résultats

étaient exprimés sous forme de rapport de la forme active (phosphorylée) sur la forme totale.

Analyses statistiques
Les variables quantitatives étaient exprimées en moyenne avec écart-type (ET) ou en médiane

avec interquartile. Les variables qualitatives étaient présentées en pourcentage et en valeur
absolue. En ce qui concerne les variables continues, la comparaison de deux échantillons
indépendants a était effectuée avec un test t de Student si la normalité était vérifiée, sinon
avec un test de Mann-Whitney. La comparaison de plus de deux échantillons était effectuée
avec un test non paramétrique de Kolmogorov-Smirnov compte-tenu des effectifs. Une valeur
de p <0,05 était considérée comme significative. Toutes les analyses statistiques étaient
effectuées avec le logiciel SPSS (SPSS Statistics pour Windows, version 20.0., IBM Corp.,

Armonk, NY).
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3. Résultats

3.1. Caractérisation de surface
L'analyse par MEB des surfaces fonctionnalisées de CrCo révélait des morphologies différentes

entre les échantillons PDA et PDAm. En effet, les images de la couche PDAm montrait la
présence d'une grande quantité d'agrégats sur la surface du CrCo. Cette couche semblait plus
rugueuse que le PDA qui montraient des agrégats moins nombreux mais plus larges. De plus,
I'épaisseur de la couche de PDAm estimée par le test de la rayure semblait plus importante
(~100 nm) que pour le PDA (~50 nm) (Figure 2.3). Ces résultats sont en accord avec les
résultats des travaux précédemment conduits au sein de notre laboratoire concernant le

revétement PDA sur les surfaces CrCo(235).

Figure 2.3: Aspect en MEB des surfaces enduites par la PDA et la PDAm.

3.2. Expérimentations in-vitro

L'évaluation in vitro de la prolifération cellulaire sur les différents revétements au 1*" et 3¢
jours (Figure 2.4 A-B) révélait une augmentation de la vitalité des HUVEC sur les revétements

PDA et PDAm par rapport au CoCr nu (p<0,05). Aucune différence significative (p>0,05) n'était
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observée entre les revétements PDAm et PDAm, sauf au premier jour ou la vitalité cellulaire
sur PDA était légérement supérieure a celle sur PDAm. En revanche, au ler et 3e jours (figure
2.4 C-D), la vitalité des HUASMC était significativement diminuées (p<0,05) sur les
revétements PDA et PDAm par rapport au CoCr nu, sans qu'aucune différence (p>0,05) ne soit
observée entre les deux revétements a base de PDA au ler jour. Au 3e jour, on observait

cependant une inhibition de la prolifération des HUASMC plus importante sur PDAm que sur

PDA.
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Figure 2.4: Vitalité cellulaire des populations HUVEC et HUaSMC aux ler (A,C) et 3e jours
(B,D) sur échantillons PDA et PDAm (37 °C, 5% CO2, 100% RH), sans renouvellement du
milieu de culture (n=6). *, différence significative (p < 0.05) entre les échantillons testés et le
groupe contrdle (Cobalt-chrome, CoCr). HUVEC : Human umbilical vein endothelial cell,
HUASMC: Human Umbilical Artery Smooth Muscle Cells.
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Malgré les différences évoquées ci-dessus entre HUVEC et HUASMC, en microscopie confocale
(Figure 2.5) les filaments d'actine étaient organisés en un réseau de longues fibres bien
définies, couvrant I'ensemble du corps cellulaire, ce qui témoignait d'un bon fonctionnement
du cytosquelette, et donc d'un bien-étre des différentes populations cellulaires sur les

différents échantillons.

HUVEC D1 HUVEC D3 HUASMC D1 HUASMC D3

CrCo

PDA

PDAmM

Figure 2.5: Aspect des lignées cellulaires HUVEC et HUASMC sur les différents supports par
rapport au témoin (Chrome-cobalt nu) en microscopie confocale au ler (D1) et 3e (D3) jours,
avec marquage des filaments d’actine a la phalloidine (vert), et des noyaux au dapi (bleu).
HUVEC : Human umbilical vein endothelial cell, HUASMC: Human Umbilical Artery Smooth
Muscle Cells.

Le test d'hémolyse montrait I'absence d'hémolyse pour tous les échantillons testés. Aucune
différence entre le témoin négatif (NaCl) et les échantillons de disque (CrCo, PDA et PDAm)

n'était observée (figure 2.6).
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Figure 2.6: Le test d’hémolyse ne mettait pas en évidence de différence entre le témoin négatif
(NaCl) et les différents échantillons testés, en comparaison au témoin positif (NaCO3).

Le taux d'adhérence plaquettaire (figure 2.7) sur les échantillons de CrCo était semblable a
celui des échantillons enrobés de PDA ou de PDAm, méme s'il semblait |égerement plus élevé

sur PDA que sur PDAm (p>0,05).
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Figure 2.7: Test d’adhésion plaquettaire (évaluée par la quantité de LDH libérée par la lyse des
plaquettes immobilisées sur les différents revétements) entre les différents supports.
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3.3. Evaluation in-vivo

Un rat dans chaque groupe décédait dans la période postopératoire. Par conséquent, les
analyses histomorphométriques au 28e jours apres l'implantation de stents n’étaient

conduites que sur 4 (au lieu de 5) rats par groupe. Elles révélaient une réduction significative

0,480,26)

(p<0,001) de la RIS aprés implantation d'un stent PDA (rapport n/m

comparativement au CoCr (rapport n/m = 0,8310,42) (figure 2.8).

Neointima/media ratio
o e o °
T 4 2 %

4
-

°

CrCo PDA

Figure 2.8: Evaluation de la resténose intra-stent, estimée par le rapport neointima/media, dans le
groupe de rats PDA (ayant regu des stents CrCo-PDA) par rapport au groupe contrdle (a). Aspect
histologique typique d’une aorte au 28e jour aprés implantation d’un stent en Chrome-Cobalt nu (b)
et en chrome-cobalt fonctionnalisé par un revétement PDA (c).

L'analyse de la réendothélialisation TEM révélait une néointima plus mince recouvrant les
mailles du stent dans le groupe PDA (figure 2.9b) comparativement au groupe CoCr (figure
2.9a), ce qui est conforme a l'analyse histologique ci-dessus. L'architecture des cellules faisant
face a la lumiére artérielle était similaire entre stents nus et stents fonctionnalisés a la PDA
(Figure 2.9c-d), avec présence de cellules aplaties a jonctions serrées caractéristiques des

cellules endothéliales.
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Figure 2.9: Analyse en Microscopie Electronique a transmission (MET) de la couverture de la maille
entre les stents CrCo (a, c) et PDA (b,d) aprés implantation chez le rat.

Sur les analyses en Western-blot réalisées au 7e jour apres I'implantation des stents, aucune
différence n’était observée sur les voies d'activation de la prolifération des cellules
musculaires lisses, puisque les taux de formes activées d'Akt(SER) (figure 2.10 a) et p42/44
(figure 2.10b) sur leurs formes totales entre les groupes PDA et CoCr étaient similaires.
Cependant, I'analyse de la voie d'inhibition de la prolifération des SMC vasculaires, médiée
par la MAP-Kinase P38, démontrait une tendance non significative a une activation plus élevée
avec les stents PDA qu’avec les stents nus (Figure 2.10c). Ces résultats suggérent que la
réduction observée sur la RIS en présence d’un revétement PDA pourrait étre liée a une

inhibition de la prolifération des SMC par activation de la voie médiée par la MAP-Kinase p38.
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Figure 2.10: Analyses en Western-blot des voies d’activation de la prolifération des cellules
musculaires lisses (SMC), médiées par les phospho-kinases Akt(SER) (a) et p42/44 (b). Analyse de la
voie d’inhibition de la prolifération des SMC médiée par la MAP-Kinase p38 (c).
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4. Discussion

Les DES ont été développés pour pallier au principal probléeme rencontré suite a
I"utilisation des stents nus : la resténose. Les premiers DES (Cypher et Taxus) ont révolutionné
la cardiologie interventionnelle, mais ont montré leurs limites en termes de résultats cliniques
avec les phénomenes de TAT. De nombreuses stratégies ont été élaborées pour améliorer les
résultats des deuxieme et troisieme générations de DES. De maniere général, les DES donnent
de meilleurs résultats que les BMS en termes de RIS. Toutefois, méme si la 2éme génération
de DES a partiellement surmonté les problemes de TAT rencontrés avec la 1ere génération, la
3éme génération, elle, et en particulier les stents résorbables ou « polymer-free », n'a pas
démontré sa supériorité par rapport au gold standard de la 2éme génération (CC-DP-EES). De
plus, il n’existe toujours pas, a I'heure actuelle, de stents commercialisés proposant un

principe actif visant a restaurer I'intégrité et le fonctionnement de la paroi vasculaire.

Yang et al(225) et Zhong et al(194) ont rapporté in vitro un effet pro-cicatrisant potentiel des
surfaces de PDA, avec inhibition sélective du SMC et promotion de la prolifération des ECs.
Dans ces études, les surfaces PDA sont obtenues par trois bains successifs de dopamine, avec
une étape intermédiaire de sonification (eau désionisée), et une étape finale de séchage (une
heure a 150°C). Les revétements de surface obtenus par leur méthode sont généralement plus
épais et plus rugueux que ceux obtenus par notre protocole standard consistant en une
couche de PDA, comme nous avons pu le constater par MEB (Figure 2.3) (223). De plus, ces
protocoles tendent a former de petits agrégats (237) en surface de la polydopamine attribués
a des trimeéres cytotoxiques (DHI)2/PCA qui pourraient diminuer la cytocompatibilité. Notre
hypothése est qu'une seule couche de PDA est suffisante pour observer un effet pro-
cicatrisant in-vitro et in-vivo, méme si les surfaces semblent morphologiquement différentes.
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Ainsi, parallelement au protocole standard (PDA), nous avons reproduit le protocole
précédemment publié par Yang et al(225) pour obtenir les trois couches de PDA (PDAm) et

comparer in-vitro les potentiels de ces deux surfaces.

Comme précédemment décrit par Yang et al(225), Hee Ku et al(238) et Luo et al(239), le
revétement PDA semblait favoriser la prolifération EC in-vitro dans ce travail. Néanmoins,
aucune différence significative en termes de prolifération des HUVEC au 3e jour n'était
observée entre le PDA et le revétement PDAm, ce qui confirme notre hypothése selon laquelle
une simple couche serait effectivement suffisante pour améliorer la prolifération des EC. Ainsi,
comme le suggérent Luo et al(239), les stimuli chimiques apportés par la couche de PDA
sembleraient avoir plus d'impact sur la prolifération EC que la topologie de surface en elle-
méme (micro- ou nano-structurée). Parallélement, I'inhibition de la prolifération des SMC
était améliorée avec les échantillons de PDAm au 3e jour, par rapport a la PDA. Selon Ding et
al(240), des modifications dans le procédé de synthése du revétement (essentiellement dans
la concentration initiale de la solution en dopamine) induiraient un rapport différent entre les
groupes quinone/catéchol exposés sur les surfaces de polydopamine. D’aprés les travaux
menés par cette équipe, il semblerait qu'une plus grande concentration de groupe quinone
augmenterait le taux d'absorption des protéines (en particulier de la fibronectine) et
favoriserait ainsi la prolifération des EC en régulant leur adhérence. D'autre part, les groupes
catéchol pourraient étre impliqués dans l'inhibition des SMC par leurs propriétés
antioxydantes. Par ailleurs, la réalisation d’un traitement thermique a 150°C apres dépot de
la couche de PDA a montré une augmentation significative de la proportion de quinones(241),
ainsi que du taux d'absorption des protéines et de la prolifération des cellules endothéliales

in-vitro.
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Wang et al.(231) ont proposé une méthode d’électropolymérisation de la dopamine (ePDA),
qui permettrait d'obtenir des surfaces plus lisses. Ces revétements ePDA posséderaient une
cytocompatibilité et une reproductibilité accrues par rapport a la PDA, tout en conservant une
forte réactivité pour les groupes amines. Cette technique pourrait étre utilisée pour améliorer

les résultats retrouvés dans ce travail.

L'hémocompatibilité est un probléme majeur avec les dispositifs vasculaires. Les précédentes
publications sur les revétements de PDA et leurs impacts sur I'adhésion plaquettaire font état
de résultats contradictoires. Ding et al. ont signalé un taux d'adhésion plaquettaire plus élevé
sur les surfaces de titane revétues de polydopamine(240), mais ils supposent que les fortes
propriétés de d’absorption de la polydopamine envers les protéines non adhésives, comme la
sérum-albumine entraineraient une passivation de surface in-vivo. Yang et al.(225) ont de leur
coté démontré que I'adhésion plaquettaire était significativement diminuées sur des
échantillons d'acier 316L revétus de polydopamine. Pour ces auteurs, méme si I'absorption de
fibrinogéne était plus élevée sur les surfaces revétues de PDA que sur métal nu (ce qui devrait
induire des taux d'adhésion plus élevés), le fibrinogéne absorbé sur la polydopamine était
dénaturé et conduisait donc a une adhésion plaquettaire moindre. Dans notre étude, les
revétements PDAm (similaires a ceux utilisés par Yang et al.) ont montré une tendance a une
diminution de I'adhésion plaquettaire, mais aucune différence n'a été observée entre les
échantillons de CrCo nu et de PDA. Sur la base de ces résultats, on peut avancer qu’une couche
simple de polydopamine, si elle ne diminue pas I'adhésion plaquettaire, n’altére au moins pas
I'hémocompatibilité in-vitro. Par ailleurs, le taux d'hémolyse était négligeable entre les

différents échantillons et ne différait pas de celui du groupe témoin (sérum salé).
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Comme aucune différence majeure n'était observée in-vitro entre les revétements PDA et
PDAm, les études in-vivo étaient conduites uniguement selon le procédé standard de synthese
du revétement de PDA de notre laboratoire, afin de réduire le nombre d’animaux nécessaire
aux expérimentations. Le ratio néointima/média était utilisé comme indicateur pour estimer
la RIS. Au 28e jour apres I'implantation des stents, la RIS était significativement plus faible avec
les stents fonctionnalisés par une couche de polydopamine qu'avec les stents nus. De plus,
I'analyse en TEM, effectuée pour évaluer la qualité de la réendothélialisation et de Ia
couverture des mailles, montrait une monocouche de cellules avec des jonctions étroites du
coté luminal évoquant des EC. Ces résultats suggerent que l'effet pro-cicatrisant de la
polydopamine évoqué par plusieurs études in-vitro serait maintenu in-vivo et pourrait étre un

atout en situation clinique.

Plusieurs cascades de signalisation cellulaires régulent la croissance des SMC, parmi lesquels
on retrouve des membres de la famille des MAP-Kinases tels que p42/44 et p38, ou encore la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et son effecteur d’aval Akt. La MAPK p42/44 semble jouer
un réle central dans la cascade de signalisation de la prolifération(242). Au contraire, p38
MAPK semble avoir des effets antiprolifératifs sur les SMC vasculaires(243). Les surfaces
modifiées par PDA sont déja connues pour améliorer I'adhésion, la prolifération et la migration
des HUVEC, la libération d'oxyde nitrique (NO) (225) et diminuer I'adhésion et la prolifération
des HUASMCs in-vitro. D’apres les résultats de notre étude, il semble exister in-vivo une
tendance a I'activation de la voie d’inhibition des SMC médiée par la MAPK p38 lorsque des

stents PDA sont implantés, ce qui suggere un effet protecteur contre la resténose.

En plus de ses propriétés intrinséques pro-cicatrisantes, la polydopamine présente une

réactivité latente envers les nucléophiles tels que les amines et les thiols qui a été exploitée
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pour le greffage d'agents thérapeutiques ou de polymeéres (199,241,244) sur la surface de
stents afin de promouvoir une re-endothélisation ou réduire la RIS. La couche de
polydopamine présente également quelques groupes amino réactifs, déja utilisés au sein du
laboratoire pour le greffage d'un polymére a base de cyclodextrine permettant la libération
controlée de paclitaxel pour prévenir la RIS(235). Dans cette étude, nous avons évalué la
densité des fonctions amines sur les couches PDA et PDAm pour d'autres applications. Il est
intéressant de noter que les titrages colorimétriques des groupes amines sur les différentes
surfaces ont révélé plus de fonctions NH; (amines) disponibles sur les surfaces PDA que sur les
surfaces PDAm (respectivement 1,62 +/- 0,34 vs 0,73 +/- 0,1 ug/cm?, p =0,1) (Figure 2.11) Ces
fonctions pourraient étre utilisées pour le greffage ultérieur de plus grandes quantités de
molécules thérapeutiques offrant un effet pro-cicatrisant synergique avec la polydopamine,

ouvrant la voie a de nouvelles perspectives dans le domaine cardio-vasculaire.
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Figure 2.11: Titrations colorimétriques a 1’acide orange II des groups amines disponibles sur
des surfaces de PDA et de PDAm (p=0,1).
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5. Conclusion intermédiaire

Cette étude confirme l'effet pro-cicatrisant in vitro du revétement de PDA par une
diminution de la prolifération des cellules musculaires lisses et une amélioration de la
prolifération des cellules endothéliales. Il est intéressant de noter que cet effet in vitro est
conservé in vivo avec une réduction de la resténose apres 28 jours d'implantation chez le rat.
Ce polymere biocompatible de PDA pourrait donc jouer un réle clé dans la prévention de la

resténose in-stent et les nouvelles générations de DES.

De plus, la PDA a de nombreuses fonctions chimiques réactives dans sa structure (quinone,
amines) qui pourraient étre exploitées pour immobiliser des molécules thérapeutiques sur la
surface du stent pour un effet synergique. Le greffage d'une molécule antiplaquettaire et/ou
antithrombotique sur la surface d’un stent pourrait également étre envisagée, notamment
dans le cadre du développement d’'une nouvelle gamme de stents actifs liés aux pathologies

veineuses.
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CHAPITRE 3 : VERS UNE PLATEFORME VERSATILE

1. Introduction

Comme évoqué précédemment, la PDA posséde une réactivité latente pour les
molécules exprimant des fonctions amines ou thiols, ce qui permet par exemple d'immobiliser
a sa surface des protéines via leur extrémité N-terminale(245,246). Elle exprime également
des groupements amines de surface qui peuvent étre utilisés pour immobiliser de maniére
covalente d’autres molécules, exprimant par exemple des fonctions carboxyliques, via des
liens amides. C'est cette stratégie qui a été étudiée au sein de notre laboratoire dans les
travaux de J. Sobocinski pour immobiliser une couche de polycyclodextrine (PCD) sur la
PDA(235). Ces travaux suggérent cependant que la quantité de fonctions amines disponible
(environ 5nmoles/cm?) en surface de la PDA est faible, et ne permettrait de greffer

directement (sans I'intermédiaire de la PCD) qu’une petite quantité de principe actif.

Pour pallier a ce probleme, plusieurs stratégies ont été évoquées dans la littérature, soit en
transformant ou en encapsulant le principe actif pour que la molécule ou le complexe
formé(229) exprime des fonctions amines, soit en ajoutant une molécule riche en amine en

phase de polymérisation (co-polymérisation)(247).

Nous avons émis I’"hypothése gu’il était possible d’enrichir la surface du polymeére de PDA en
fonctions amines libres via le greffage de molécules riches en amines. Dans cette section,
I’efficacité de diverses molécules possédant de nombreuses fonctions amines pour enrichir la
PDA en fonctions amines a donc été évaluée. Deux stratégies ont également été comparées,

celle des « couches successives » ou la molécule riche en amines est ajoutée secondairement
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sur une couche de PDA préalablement formée, et celle dite « one-pot », ou cette molécule est

ajoutée directement a la solution de dopamine pour participer a la polymérisation.

2. Produits, Matériels et Méthodes

2.1. Produits
2.1.1. Polyéthylénimine (PEl)

Il s’agit d’un polymere dont le squelette est composé d’un groupement amine et d’une chaine
aliphatique carbonée. La PEI (Figure 3) utilisée dans ce travail est linéaire (poids moléculaire,
PM, compris entre 423 et 800 g/mol), ou ramifiée avec un poids moléculaire élevé, PM :

~25000 g/mol, viscosité 13000- 18000cps, <1% d’impuretés (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA).

n

Figure 3.1a : Formule de la polyéthylénimine ramifiée
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Figure 3.1b : Formule de polyéthylénimine linéaire

2.1.2. bNH»-PEG
Il s’agit d’'un polyéthylene glycol linéaire présentant une fonction amine a chaque extrémité

(0,0'-Bis(2-aminopropyl) polypropyléne glycol-block-polyéthyléene glycol-block-
polypropyléne glycol), fourni par Sigma Aldrich,(Saint-Louis, USA PM: env. 600 g/mol, viscosité

72 ¢St (20 °C), densité 1,035 g/mL).
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Figure 3.2: Formule de la bNH,.PEG

2.1.3. L-cystéine
Il s’agit d’un acide-a-aminé naturel qui posséde un groupement amine ou thiol, fourni par

Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA.

HS OH
NH>

Figure 3.3: Formule de la L-cystéine

2.2. Matériel et Méthodes

Préparation des échantillons
Des pastilles de CrCo étaient préparées selon le protocole mentionné Chapitre 2.

Conformément au protocole d’oxydation préalablement décrit, elles étaient immergées 60
heures dans une solution contenant 30% d’H,0, et 70% d’H,SOa, puis rincées aux ultrasons

par 4 bains successifs de 30 minutes dans I'eau déionisée.
Deux procédés de fonctionnalisation étaient ensuite utilisés :

Stratégie des « couches successives » : La premiére étape consistait en une fonctionnalisation
a la PDA selon le protocole préalablement rapporté (immersion 12 heures dans une solution
a 2mg/mL de dopamine, ajusté a pH 8,5, ringage et recuit 1 heure a 150°C). Les échantillons

étaient ensuite immergés 12 heures dans différentes solutions de donneurs d’amines. Ces
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solutions étaient préparées a partir d’'un tampon Tris 10 mM (121mg/100 mL) dans lequel
était ajouté 25g/L pour la L-cystéine et 50g/L pour les différentes PEl ou pour le bNH>-PEG. Le
pH des solutions de L-cystéine et de bNH,-PEG était ajusté a 8,5 avec HCl 1M (sous hotte). Le

pH des solutions de PEI était ajusté a 8,5 a I'aide d’"HCl 12M (sous hotte).

Stratégie « one-pot » ou stratégie de copolymérisation : Apres préparation des pastilles selon
le protocole « piranha » et ringage, les échantillons étaient directement immergés dans des
solutions de dopamine auxquelles étaient ajouté les donneurs d’amines. En pratique, on
ajoutait 2mg/mL de dopamine a des solutions préparées a partir d’'un tampon Tris 10 mM
(121mg/100 mL) dans lesquelles étaient ajoutés 25g/L de L-cystéine, ou 50g/L pour les
différentes PEIl ou pour le bNH,-PEG. Le pH était ajusté a 8,5 pour toutes les solutions. Le
temps d’'immersion des échantillons dans les différentes solutions était de 36 heures, en
partant de I’hypothése que la présence d’une autre molécule pouvait ralentir la réaction de

polymérisation de la dopamine.

Dans les deux stratégies, les échantillons étaient ensuite rincés par immersion simple dans un

tampon Tris et séchés a I'étuve, a I'abri de la lumiére.

Dosage des fonctions amines
Le dosage des fonctions amines disponibles en surface était réalisé par quantification

colorimétrigue selon le test de I’Acide orange Il (AOIl). En pratique, chaque échantillon était
immergé dans 20 ml d’une solution d’AOIl 4 2,5.102 M, ajustée a pH 3 a 'aide d’une solution
d’acide chlorhydrique (HCl) a 1 M, durant 2 heures, sous agitation (80rpm) et a température
ambiante. L’AOIl non complexé au substrat était éliminé a I'aide de 2 ringcages successifs par
immersion dans 20 ml d’eau acidifiée (pH 3) pendant 20 min sous agitation (80 rpm). La

désorption de I’AOIl complexé au substrat était réalisée par immersion de la pastille dans 2 ml
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d’eau a pH=12, pendant 12h sous agitation (80 rpm) a température ambiante. Chaque solution
était ajustée a pH=3 a l'aide d’HCl 0,1 M pour un dosage UV a 485 nm (248) avec un
spectrometre UV-Vis (UV-1800, Shimadzu). Pour chaque groupe, les échantillons étaient

préparés en triplicata.

Caractérisation de surface
Analyse de la construction en Résonnance Plasmonique de surface (SPR)
La SPR est une technique mesurant l'indice de réfraction d'un faisceau lumineux sur une

surface métallique. Cet indice de réfraction varie lorsqu’on immobilise une molécule sur la
surface métallique et peut donc étre utilisé comme témoin du dépot d’une couche de
polymére par exemple. L'or est ici utilisé en remplacement du CrCo car sa surface est riche en
électrons libres, ce qui augmente la résonance du faisceau incident et donc l'intensité du

faisceau réfléchi détecté.

Des pastilles d’or étaient fonctionnalisées par un revétement de PDA (immersion dans la
solution de dopamine réduite a 1h afin d’obtenir une fine couche de PDA non opaque) (249).
Une solution tampon était utilisée (PBS 10mM, pH7,4) pour irriguer les échantillons. Aprés
stabilisation du signal, 50uL de solution tampon contenant de la PEl étaient injectés sur la
surface et le signal était enregistré pendant 15 minutes. Par la suite, un ringage par 2 fois
500uL de solution tampon de PBS était effectué, suivi d’'un enregistrement du signal pendant
3 minutes. Les manipulations ont été réalisées a I'aide d’un systéme SPR Springle Autolab (Eco

Chemie, Pays-Bas).

Angle de goutte
La mouillabilité des échantillons était déterminée a partir de la mesure de I'angle de contact.

Trois gouttes distinctes d'eau ultra-pure étaient placées sur la surface de chaque disque (CrCo,
CrCo-PDA et CrCo-PDA-PEl) et l'angle de contact était mesuré a l'aide d'une caméra
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numeérique(250). Les images numériques étaient acquises avec le logiciel DIGIDROP (Contact

angle meter, GBX scientific instruments, France). Les mesures étaient réalisées en triplicata.

Cytocompatibilité
La cytocompatibilité était évaluée a I'aide d’une lignée de cellules endothéliales HPMEC

(Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells). Le milieu de culture utilisé était de type
ECGM MV (Endothelial Cell Growth Medium MV, Promocell GmbH, Heidelberg, Germany)
enrichi en facteurs de croissance (Endothelial Cell Growth SupplementMix, Promocell GmbH,
Heidelberg, Germany), en streptomycine (0,1 g/l) et pénicilline (100 IU/ml). Les cultures
étaient réalisées a 37°C dans un incubateur a CO, (CB 150/APT line/Binder, LabExchange,
Paris, France) réglé a 5% de CO2 pour 95% d’atmosphére et un pourcentage d’humidité a
100%. Les analyses étaient réalisées en triplicata dans des puits distincts pour chaque groupe

(CrCo, CrCo-PDA, CrCo-PDA-PEI et CrCo-PDA-PEI-Hemine).

Apreés avoir stérilisé les différents échantillons dans I’alcool pur pendant 1 minute, les pastilles
étaient séchées a I’étuve a 37°C. Dans une plaque 24 puits (Costar®, Starlab), on déposait un
échantillon par puits. Les puits libres correspondaient au témoin de prolifération « Tissue
Culture PolyStyréne » (TCPS). Un volume de 0,9 mL de milieu était déposé dans chaque puits.
Un volume de 0,1 mL correspondant a 7000 cellules était déposé délicatement au centre du
puits goutte a goutte. La plaque reposait pendant 4 minutes afin que les cellules adhérent au
support puis elle était déposée délicatement a I’étuve a 37 °C pendant 3 ou 6 jours au terme

desquels le milieu était retiré et les cellules rincées par une solution de NaCl (0,9%m/V).

Test de viabilité cellulaire au bleu Alamar
Le test de vitalité cellulaire était effectué directement sur les cellules ensemencées. Aux 3e ou

6e jour, le milieu était remplacé par 0,5 mL de milieu de culture contenant du bleu Alamar (10
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%). Les cellules étaient entreposées a 37°C, 2 heures, a I'abri de la lumiére. Puis 150 uL étaient
transférés dans une plaque 96 puits a fond noir (Nunc, Polylabo) en dupliqua. La fluorescence
était mesurée a I'aide d’un fluorimétre a 590 nm (Multiskan FC®, Thermo Scientific). Deux
puits étaient utilisés pour effectuer le blanc avec 150 uL de la solution de bleu Alamar a 10 %.

Les résultats étaient exprimés en pourcentage par rapport au témoin (CrCo nu).

Test de prolifération cellulaire
Le milieu de culture a 10% de bleu alamar était retiré des puits. Les cellules étaient ensuite

traitées par 300 pL de trypsine (0,05%m/V) pendant 10 minutes a 37°C. Le volume de 300 pL
était récupéré dans un pot non stérile (acuvette), puis le puits était rincé a I'aide de 7,7 mL
d’une solution de NaCl (0,9%). Le comptage était effectué par un détecteur de particules
Coulter Z1 (Coulter Electronics) sur un volume prélevé de 0,5 ulL, détectant toutes les
particules ayant un diameétre supérieur a 9 um. Les résultats étaient exprimés en pourcentage

par rapport au témoin (CrCo nu).

Analyses statistiques
Les variables quantitatives étaient exprimées en moyenne avec écart-type (ET) ou en médiane

avec interquartile. Les variables qualitatives étaient présentées en pourcentage et en valeur
absolue. En ce qui concerne les variables continues, la comparaison de deux échantillons
indépendants a était effectuée avec un test t de Student si la normalité était vérifiée, sinon
avec un test de Mann-Whitney. La comparaison de plus de deux échantillons était effectuée
avec un test non paramétrique de Kolmogorov-Smirnov compte-tenu des effectifs. Une valeur
de p <0,05 était considérée comme significative. Toutes les analyses statistiques étaient
effectuées avec le logiciel SPSS (SPSS Statistics pour Windows, version 20.0., IBM Corp.,

Armonk, NY).
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3. Résultats
3.1. Choix du donneur d’amines et de la stratégie d’enrichissement

Le test a I'AO Il confirmait la présence d’environ 5nmoles/cm? d’AO Il sur les pastilles
fonctionnalisées au PDA selon la méthode traditionnelle. Avec la méthode des couches
successives, I'ajout de L-Cystéine permettait de doubler les fonctions amines disponibles
(11,7+1,5 nmoles/cm?). L'utilisation de bNH>-PEG ou de PEI linéaire de PM 423 ou 800 g/mol
donnaient des résultats similaires (respectivement 23,0+5,9; 29,8+3,5 et 28,3t4,6
nmoles/cm?). La PEI ramifiée donnait les meilleurs résultats avec une concentration moyenne

de 37,15,1 nmoles/cm? (Figure 3.4).

* p =0,013
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Figure 3.4: Histogramme représentant la quantité d’AOIl immobilisée en nmoles/cm2 sur les différents
donneurs d’amines en technique « couches successives ». CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine,
bNH2-PEG : polyéthylene glycol diamine, PEI : Polyéthylenimine.

La technique « one-pot » ne permettait pas d’obtenir de résultats pertinents, en dehors de la
copolymérisation dopamine/bNH2-PEG qui permettait de tripler la quantité de fonctions
amines en surface, mais avec une grande variabilité (16,6%5,9 nmoles/cm?, p=0,013 par

rapport a la PDA seule) (Figure 3.5).
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Figure 3.5: Histogramme représentant la quantité d’AOIl immobilisée en nmoles/cm? sur les différents
donneurs d’amines en technique « one pot ». CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, bNH,-PEG :
polyéthyléene glycol diamine, PEI : Polyéthylénimine.

Sur la base de ces résultats, la suite des expérimentations de cette section était réalisée en

ajoutant des fonctions amines par une couche additionnelle de PEI ramifiée (PM 25000 g/mol).

3.2. Caractérisation de surface
Analyse SPR
L'analyse en SPR permettait de confirmer le greffage de la PEl sur les supports CrCo-PDA-PEI
(Figure 3.6). En effet, I’'ajout de PEI sur une surface métallique (Au) sans PDA (Figure 3.6A)
conduisait a une augmentation du signal SPR (fleche noire) mais celui-ci revenait a la ligne de
base apres ringage (R), démontrant I'absence de greffage de la PEl a la surface métallique nue.
En revanche, le rincage n’entrainait qu’une faible diminution du signal sur la surface enduite

de PDA, témoignant d’un greffage de la PEIl a la surface enduite de PDA (Figure 3.6B).
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Figure 3.6 : Sensorgrammes SPR enregistrés lors d’'injection de PEIl sur une surface d’or nue (A) ou
fonctionnalisée par PDA (B). Les fleches correspondent au temps d’injection des échantillons et « R »
au temps de ringage. Au : Or, PDA : Polydopamine, PEl : Polyéthylénimine, SPR : surface plasmon
resonance.

Angle de goutte

L'impact des processus de fonctionnalisation sur la mouillabilité des surfaces de CoCr était
étudié grace a des mesures statiques de I'angle de contact avec I'eau. Comme le montre la
figure 3.7, la surface de CoCr présente un angle de contact de 75,1 + 1,2°(251). Cette surface
devenait plus hydrophile apres modification avec de la polydopamine (66,7+2°, p <0,001),
probablement grace au greffage des fonctions catéchols et quinones(252). Cette valeur
diminuait encore a 55,5+2,5° (p <0,001) aprés la fonctionnalisation avec la PEl, ce qui

témoignait de I'ajout des groupes amines hydrophiles a la surface du CoCr.
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Figure 3.7: Evolution des mesures de I'angle de contact de I'eau tout au long des processus de
fonctionnalisation (* p<0,001). CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEI : Polyéthylénimine.

3.3. Cytocompatibilité

Les tests de cytocompatibilité (conduits avec des lignées cellulaires HPMEC) ne mettaient pas
en évidence de différences significatives sur la prolifération ou la vitalité cellulaire a J3 entre
les échantillons CrCo-PDA et CrCo-PDA-PEI (Figure 3.8). En revanche, la prolifération semblait
moins bonne, et la vitalité réduite, sur les échantillons CrCo-PDA que sur les échantillons CrCo-

PDA-PEl a J6.
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Figure 3.8 : Prolifération et vitalité des HPMEC sur les différents supports par rapports au CrCo nu. On
ne retrouvait pas de différence significative en termes de prolifération a J3 (p=0,058) ou J6 (p=0,059).
La vitalité cellulaire était significativement diminuée sur les supports fonctionnalisés, sans toutefois
identifier de différence entre eux (J3, CrCo vs CrCo-PDA, p=0,007, CrCo vs CrCo-PDA-PEI, p=0,011 ; J6,
CrCo vs CrCo-PDA, p<0,01). CrCo: Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEl: Polyéthylénimine,
HPMEC : Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells.

4. Discussion

La présence d’une concentration conséquente de fonctions amines en surface de la PDA est
un enjeu important dans I'optique d’immobiliser un principe actif via une liaison amide. Dans
les travaux réalisés préalablement au sein du laboratoire par Sobocinski et al.(235), I'impact
du traitement thermique de la couche de PDA sur I'expression de fonctions amines en surface
avait été étudié par la méthode de I’AOIL. Il avait été montré qu’apres traitement thermique
1 heure a 150°C de la couche de PDA, la quantité de fonctions amines en surface était divisée
par 4. En pratique, il semblerait que le traitement thermique entraine une réticulation de la
PDA avec consommation des fonctions amines et formation de dérivés indoles(239). Ceci
n’avait pas altéré le greffage de la PCD, qui en polymérisant formait une couche uniforme sur
la surface de PDA, mais s’est révélé problématique lors des tentatives initiales

d’immobilisation de I’"hémine (travaux de Master 2 d’A. Hertault, non présentés). Toujours
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dans les travaux réalisés par Sobocinski et al.(235), I'importance de ce traitement thermique
avait été démontré puisque les échantillons sans recuits montraient une dégradation rapide
de la couche de PDA apres immersion dans le PBS, contrairement aux échantillons avec
traitement thermique dont la couche semblait encore visuellement intacte apres 6 jours. De
plus, il semblerait que ce traitement thermique favorise in-vitro la cytocompatibilité et la
croissance des cellules endothéliales(239). Au vu de ces éléments, nous avons choisi
d’élaborer une stratégie permettant d’enrichir la surface en fonctions amines, plutét que

d’éliminer I'étape de traitement thermique.

Dans la littérature, plusieurs stratégies de co-déposition de la dopamine avec une autre
molécule riche en amines ont été proposées(247). Parmi ces stratégies, on retrouve I'ajout de
polyéthylénepolyamine pour la création de membranes séparant eaux/huiles(253), de poly(2-
methyl-2-oxazoline) hydrolysée pour des surfaces anti-fouling(254), d’acides aminés pour la
régénération osseuse(244) ou encore d’'un composé de poly(éthylene imine)(PEl)-
Poly(éthyléne glycol)(PEG) pour la culture cellulaire(255). Yang et al. ont également proposé
la synthese d’un polymeére de dopamine riche en fonction amines par I'ajout d’'une diamine,
I’'hexaméthylénediamine (256). Partant de ces résultats, nous avons identifié la L-cystéine,
acide aminé présentant a la fois une fonction amine et une fonction thiol pouvant tous les
deux interagir avec la dopamine, le bNH,-PEG, molécule diamine présentant des
caractéristiques proches de I’hexamethylénediamine mais plus simple a manier, et différentes

poly(éthyléne imine)s comme molécules d’intérét.

Liu et al. ont proposé une stratégie de copolymérisation directe entre des catéchols et la PEI
pour créer un polymére mimant la PDA(257). Nous avons tenté d’appliquer cette stratégie

avec une copolymérisation de dopamine et de différentes PEl, mais les différents coatings
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obtenus ne démontraient pas d’enrichissement significatif en fonctions amines. De plus, dans
les travaux de Liu et al. (257), le revétement obtenu ne semblait pas favoriser la prolifération
des cellules endothéliales (HUVEC) comparativement a l'acier nu, et ne démontrait donc pas

I’effet pro-cicatrisant identifié avec la PDA.

Les autres stratégies de co-polymérisation (figure 3.5) ne permettait pas non plus d’enrichir
de maniere significative la couche de PDA en fonction amines, en dehors de celle utilisant le
bNH-PEG. La quantification a I’AO Il retrouvait une concentration en amines de 16,6+5,9
nmoles/cm?, ce qui n’a malheureusement pas pu étre comparé aux résultats obtenus par Yang
et al.(256) avec I'hexaméthylenediamine, la concentration en fonctions amines sur les
surfaces n’ayant pas été évaluée dans cette publication. L'ajout d’une couche de molécules
riches en amines s’avérait étre dans ce travail une stratégie bien plus intéressante (Figure 3.4)
avec I'obtention d’une surface significativement plus riche en amines avec I'utilisation de PEI
ramifiée (concentration moyenne de 37,1+5,1 nmoles/cm?). Nous avons donc retenu cette

stratégie pour la suite de nos travaux.

Les tests de mouillabilité par mesure de I'angle de goutte témoignaient d’une surface plus
hydrophile (angle de goutte a 55,5° pour les surfaces CrCo-PDA-PEI versus 66,7° pour CrCo-
PDA, p<0,01). Ceci peut étre interprété comme un élément indirect confirmant
I’enrichissement en fonctions amines de la surface, ces groupes fonctionnels étant connus

pour augmenter I’hydrophilie et la biocompatibilité(258).

Les tests de cytocompatibilité conduits dans ce travail avec des lignées HPMEC retrouvaient
des résultats similaires en termes de prolifération et de vitalité cellulaire entre les surfaces
CrCo-PDA et CrCo-PDA-PEI, ce qui suggérent que cette étape supplémentaire n’altérait pas la

biocompatibilité du revétement. On remarquait cependant que I'effet pro-cicatrisant des
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surfaces de PDA confirmé in vitro au Chapitre 2 avec des cultures primaires d’"HUVEC n’était
pas retrouvé avec les HPMEC. Ces différences s’expliquent probablement en partie par une
perte du phénotype endothélial dans la lignée HPMEC, avec perte des capacités de synthése
du monoxyde d’azote et de prostaglandine 12. Ces caractéristiques sont conservées dans la
culture primaire de cellules HUVEC, et seraient impliquées dans |'effet pro-cicatrisant de Ia

PDA (193).

Dans les travaux réalisés dans le cadre du master de N. Bricout au sein de notre laboratoire
(travaux en cours de publication), la prolifération et la vitalité des lignées primaires d’"HUVEC
semblaient diminuer sur les supports CrCo-PDA-PEI (Figure 3.9 A-B). Li et al.(259) ont
également observé une diminution de la prolifération des HUVEC sur une surface modifiée
avec un copolymeére PDA/PEI, ce qui pourrait étre d{i a des groupes amines trop abondants
sur les surfaces obtenus selon les auteurs. Cette explication est discutable, dans la mesure ou
la plupart des auteurs s’accordent a penser que I'’enrichissement de surface en fonctions
amines augmente généralement I’adhésion cellulaire et la cytocompatibilité(256). La PEI est
d’ailleurs régulierement utilisée pour enduire les fonds des puits de culture cellulaire.
Quoiqgu’il en soit, ces résultats sous-entendent que I'ajout de PEIl pourrait entrainer une
altération des propriétés pro-cicatrisantes de la PDA in-vitro, mais ceci doit encore étre
confirmé par des expérimentations dédiées, notamment en évaluant I'impact de ce

traitement de surface sur le comportement des SMC (avec une culture primaire d'HUASMC).
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Figure 3.9: Prolifération (A) et viabilité au bleu Alamar(B) de lignées HUVEC sur CrCo et CrCo-PDA-PEI
alletl)3(37°C, 5% CO2, 100% d’humidité relative), sans renouvellement du milieu de culture. CrCo :

Cobalt-Chrome, PDA: Polydopamine, PEIl:
endothelial cell.

Polyéthylénimine, HUVEC: Human umbilical vein
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5. Conclusion intermédiaire

L'ajout d’une couche de PEI ramifiée (25000 kD) sur la PDA est une méthode efficace pour
enrichir la surface en fonction amines. Cette méthode permet également d’augmenter le
caractére hydrophile des surfaces, ce qui théoriqguement augmente leur biocompatibilité et
diminue leur thrombogénicité. L’ajout de PEl ne semble pas altérer la cytocompatibilité des
surfaces in-vitro, mais d’autres travaux conduits au sein de notre laboratoire suggérent que
cette étape pourrait altérer I'effet pro-cicatrisant intrinseque a la PEl, en limitant la
prolifération et la vitalité des cellules endothéliales. Cette hypothése devra étre testée dans

des expérimentations dédiées.
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CHAPITRE 4: UN STENT PRO-CICATRISANT A L'HEMINE

1. Introduction

Dans le cadre des travaux de Thése d’Université de Blandine Maurel, il a été démontré
gue chez le rat stenté en position aortique, I'injection intrapéritonéale d’hémine permettait
une réduction significative de la RIS avec une réendothélialisation de la maille(210) via une
activation de I’heme-oxygénase | (HO-1), en comparaison au placebo. En effet, ’hémine est
un activateur et substrat de I'HO-1, par laquelle elle est dégradée en monoxyde de carbone
(CO) endogeéne, heme et biliverdine. Le CO est un gaz vasodilatateur, connu pour inhiber la
prolifération des SMC(260). L'heme et la biliverdine agissent eux comme anti-
oxydants(261,262). Elle stimulerait également la production de monoxyde d’azote (NO) via
I'activation de la synthase de NO endothéliale (eNOS), ce qui favoriserait la prolifération des

cellules endothéliales(263).

L'hémine semble donc démontrer un effet pro-cicatrisant par administration
systémique(210,263). Cependant, I'administration d’hémine chez ’lhomme n’est possible que
par voie intraveineuse lente, avec des concentrations élevées et un risque majeur
d’hépatotoxicité. Le but de cette section est de développer une stratégie permettant
I’administration locale d’hémine via un stent, tout en controlant la cinétique de libération pour

couvrir les pics de réponse inflammatoire et de prolifération myo-intimale a I'origine de la RIS.

L’'hémine posséde par ailleurs une autorisation de mise sur le marché (AMM) comme
thérapeutique intraveineuse dans le traitement des crises de porphyrie aiglie sous
I'appellation Normosang® (Il s’agit d’un arginate d’hémine pour assurer la solubilité a pH

physiologique).
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Les fonctions acides carboxyliques présentes sur I’'hémine n’interviennent pas dans la
reconnaissance de la molécule par I’'HO-1 et peuvent donc étre utilisées pour immobiliser la
molécule sur une surface(264). Plusieurs stratégies ont été évaluées pour immobiliser
I’hnémine sur une surface en CrCo en amont de ce travail dans le cadre de mon Master 2 (non
présentées). Au final, nous avons fait le choix d’immobiliser I’'hémine sur les surfaces CrCo-
PDA-PEI préalablement décrites, par la création d’un lien amide entre les fonctions amines
exprimées sur la surface du revétement, et les groupes carboxyliques de ’lhémine.

2. Produits, Matériels et Méthodes
2.1. Produits

L’hémine

L’hémine est une protoporphyrine IX ferrique (Figure 4.1). Il s’agit d’un produit dérivé du sang.
Elle est pratiquement insoluble dans la plupart des solvants, aqueux ou organiques, sauf en
remplacant l'ion chlorure présent sur le fer par un hydroxyde en conditions basiques. La

molécule obtenue est traditionnellement appelée hématine (265).

Figure 4.1 : Hémine chloride (a) et Hématine (b)

Pour ce travail, nous avons utilisé ’hémine-chloride d’origine bovine ((Sigma Aldrich, Saint-

Louis, USA), pureté >90%, PM: 651.94 g/mol).
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2.2. Matériel et Méthodes

2.2.1. Préparation des échantillons
Les échantillons (pastilles ou stents en CrCo) étaient préparés selon la méthode exposée au

Chapitre 3. Une fois le stade CrCo-PDA-PEI atteint, on préparait une solution a 1mg/mL
d’hémine dans une fiole de 100mL avec un tampon PBS 50mM a pH 12. L’hémine n’étant
solubilisée qu’a pH basique, pH auquel la création spontanée de liens amides est peu
probable, des agents de couplage étaient utilisés pour optimiser la réaction. Ainsi, on ajoutait
a cette solution 100mg de carbodiimide (EDC) et 50mg de N-Hydroxysuccinimide (NHS), puis
le pH était ajusté a 8 a I'aide d’HCI molaire. Les échantillons CrCo-PDA-PEI étaient immergés
12 heures dans 5mL de la solution obtenue, a 4°C, sous agitation (400rpm) a I'abri de la
lumiére. Les échantillons obtenus (CrCo-PDA-PEI-Hémine) étaient rincés au PBS 50mM et

séchés a I'étuve a 37°C.

Les différentes étapes de fonctionnalisation permettant d’aboutir a la plateforme CrCo-PDA-

PEI-Hémine sont représentées Figure 4.2.
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Figure 4.2 : Représentation des différentes étapes de fonctionnalisation permettant d’aboutir au
greffage de I’hémine sur le CrCo. CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEI : Polyéthylenimine,
EDC : Carbodiimide, NHS : N-Hydroxysuccinimide.
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2.2.2. Validation de I'immobilisation d’"hémine
Test au Luminol
Le test au Luminol est fréquemment utilisé en médecine légale pour rechercher des traces de

sang invisibles a I'ceil nu, grace a une réaction chimique entre le fer de ’lhémoglobine et le
luminol, responsable d’une fluorescence bleue marquée en présence d’eau oxygénée.
L’hémine présentant une structure similaire a I’'héme de I’"hémoglobine, avec un atome de fer
en son centre, il est théoriguement possible d’observer une réaction équivalente. Les
échantillons fonctionnalisés avec de I’"hémine étaient donc brievement immergés dans une
solution contenant du luminol et de I'’eau oxygénée (50:50). L'observation d’une fluorescence

bleue permettait de confirmer la présence d’hémine en surface du revétement.

Validation indirecte par dosage colorimétrique des fonctions amines libres
Le dosage des fonctions amines disponibles en surface était réalisé par quantification

colorimétrique selon le test de I’Acide orange Il (AOIl). En pratique, chaque échantillon était
immergé dans 20 ml d’une solution d’AOIl a 2,5.10-2 M, ajustée a pH 3 a I'aide d’une solution
d’acide chlorhydrique (HCl) a 1 M, durant 2 heures, sous agitation (80rpm) et a température
ambiante. L’AOIl non complexé au substrat était éliminé a I'aide de 2 rincages successifs par
immersion dans 20 ml d’eau acidifiée (pH 3) pendant 20 min sous agitation (80 rpm). La
désorption de I’AOIl complexé au substrat était réalisée par immersion de la pastille dans 2 ml
d’eau a pH=12, pendant 12h sous agitation (80 rpm) a température ambiante. Chaque solution
était ajustée a pH=3 a l'aide d’HCl 0.1 M pour un dosage UV a 485 nm (248) avec un
spectrometre UV-Vis (UV-1800, Shimadzu). Pour chaque groupe, les échantillons étaient

préparés en triplicata.

L'objectif de cette expérimentation était de démontrer la saturation des fonctions amines sur

le revétement CrCo-PDA-PEI-Hémine comparativement aux surfaces CrCo-PDA-PEI.
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MEB-EDS (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy - Spectroscopie a rayons X a dispersion d'énergie)
Les analyses ont été réalisées par microscopie électronique a balayage (MEB) sur un

microscope Hitachi S-4700 avec FEG (Field Emission Gun). Les échantillons étaient préparés
par dépot d’un film de carbone, au moins deux heures avant acquisition des images. Les
acquisitions étaient réalisées entre 1.5 et 5 kV, de face, et a 45° d’angulation. Le spectre EDS

permettait de déterminer la composition atomique en surface des échantillons.

Spectrométrie Photoélectronique X — XPS
La caractérisation de surface par spectroscopie photoélectronique aux rayons X (XPS) était

conduite sur un appareil PHI 5000 VersaProbeScanning ESCA Microprobe (ULVAC-PHI, Japon/
USA) a une pression de base inférieure de 5 x 10 mbar. Les spectres étaient acquis a une
énergie de passage de 23,5 eV et une valeur de pas de 0,1 eV. Tous les spectres étaient acquis
avec un angle de 90° entre la source de rayons X et I'analyseur et avec |'utilisation d'électrons
de faible énergie et d'ions argon de faible énergie pour la neutralisation des charges. L’analyse
XPS permettait de rechercher I'apparition de I'atome de fer de I’"hémine sur les échantillons

CrCo-PDA-PEI-Hémine, en comparaison aux autres échantillons.

Analyse en TOF-SIMS
Une caractérisation de surface en TOF-SIMS était conduite. Elle permettait d’objectiver

I'apparition de I'atome de fer de I'hémine sur les échantillons CrCo-PDA-PEI-Hémine, en

comparaison aux autres échantillons.

Les données du ToF-SIMS ont été acquises a l'aide d'un instrument ToF-SIMS5 (ION-TOF
GmbH, Allemagne) équipé d'un canon a ions bismuths métalliques liquides. Des jeux d'images
hyperspectrales étaient acquis pour I'ensemble du spectre et pour chaque pixel. Pour cela, on
utilisait du Bi3+ avec une énergie ionique primaire de 25 keV, 0,25 pA. Les effets de charge
dus au faisceau d'ions primaires étaient compensés au moyen d'un canon a électrons pulsés

a basse énergie (20 eV). Les échantillons étaient analysés sur des surfaces de 500 x 500 pm?.
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La dose totale du faisceau d'ions primaires pour chaque zone analysée était maintenue en

dessous de 1012 ions cm™, afin d'assurer des conditions statiques.

2.2.3. Quantification de I’hémine greffée
Par Méthode ELISA
Deux échantillons CrCo-PDA et deux échantillons CrCo-PDA-PEI-Hémine étaient préparés. La

guantification était réalisée apres désorption compléte des revétements par immersion des
échantillons 120 heures dans 1 mL de PBS 10mM a pH 12, a 37°C sous agitation a 80 rpm. Les
dosages ELISA étaient réalisés selon les recommandations du kit Abcam® (HeminAssay Kit
ab65332). lls reposaient sur la détection par un anticorps des produits de dégradation de
I’'hémine par une peroxydase. lls fournissent une réponse semi-quantitative, mais aussi
qualitative (puisque I'hémine doit étre biodisponible pour pouvoir étre dégradée), sur
I'activité thérapeutique in-vitro. Schématiquement, une gamme-étalon, dont les
concentrations allaient de 0 a 200 fmol d’hémine par puits, était préparée. Dans une plaque
96 puits, on déposait 50uL d’échantillon (issu des désorptions complétes) par puits, avant
d’ajouter la peroxydase, puis I'anticorps et le niveau était complété jusqu’a 100uL par un
tampon. Apres 60 minutes d’incubation, les lectures étaient réalisées a 570nm sur un lecteur

ELISA (Multiskan FC®, Thermo Scientific).

2.2.4. Expérimentations in-vitro - Cytocompatibilité
La cytocompatibilité était évaluée a I'aide d’une lignée de cellules endothéliales HPMEC

(Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells). Le milieu de culture utilisé était de type
ECGM MV (Endothelial Cell Growth Medium MV, Promocell GmbH, Heidelberg, Germany)
enrichi en facteurs de croissance (Endothelial Cell Growth SupplementMix, Promocell GmbH,
Heidelberg, Germany), en streptomycine (0,1 g/l) et pénicilline (100 IU/ml). Les cultures
étaient réalisées a 37°C dans un incubateur a CO, (CB 150/APT line/Binder, LabExchange,
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Paris, France) réglé a 5% de CO; pour 95% d’atmosphére et un pourcentage d’humidité a
100%. Les analyses étaient réalisées en triplicata dans des puits distincts pour chaque groupe

(CrCo, CrCo-PDA, CrCo-PDA-PEI et CrCo-PDA-PEI-Hemine).

Apres avoir stérilisé les différents échantillons dans I'alcool pur pendant 1 minute, les pastilles
étaient séchées a I’étuve a 37°C. Dans une plaque 24 puits (Costar®, Starlab), on déposait un
échantillon par puits. Un volume de 0,9 mL de milieu était déposé dans chaque puit. Un
volume de 0,1 mL correspondant a 7000 cellules était déposé délicatement au centre du puits
goutte a goutte. La plaque reposait pendant 4 minutes afin que les cellules adhérent au
support puis elle était déposée délicatement a I'’étuve a 37 °C pendant 3 ou 6 jours au terme

desquels le milieu était retiré et les cellules rincées par une solution de NaCl (0,9%m/V).

Test de viabilité cellulaire au bleu Alamar
Le test de vitalité cellulaire était effectué directement sur les cellules ensemencées. Aux 3e ou

6e jours, le milieu était remplacé par 0,5 mL de milieu de culture contenant du bleu Alamar
(10 %). Les cellules étaient entreposées a 37°C, 2 heures, a I’abri de la lumiere. Puis 150 pL
étaient transférés dans une plaque 96 puits a fond noir (Nunc, Polylabo) en dupliqua. La
fluorescence était mesurée a l'aide d’un fluorimétre a 590 nm (Multiskan FC®, Thermo
Scientific). Deux puits étaient utilisés pour effectuer le blanc avec 150 uL de la solution de bleu
Alamar a 10 %. Les résultats étaient exprimés en pourcentage par rapport au témoin (CrCo

nu).

Test de prolifération cellulaire
Le milieu de culture a 10% de bleu alamar était retiré des puits. Les cellules étaient ensuite

traitées par 300 pL de trypsine (0,05%m/V) pendant 10 minutes a 37°C. Le volume de 300 pL
était récupéré dans un pot non stérile (acuvette), puis le puits était rincé a I'aide de 7,7 mL

d’une solution de NaCl (0,9%). Le comptage était effectué par un détecteur de particules
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Coulter Z1 (Coulter Electronics) sur un volume prélevé de 0,5 ulL, détectant toutes les
particules ayant un diameétre supérieur a 9 um. Les résultats étaient exprimés en pourcentage

par rapport au témoin (CrCo nu).

2.2.5. Expérimentations in-vivo
Toutes les expérimentations animales étaient réalisées conformément aux recommandations

pour le soin et l'utilisation des animaux de laboratoire(236) et a la réglementation du
Ministére francais de I'Agriculture, et ont été approuvées par le Comité local de soin et
d'utilisation des animaux en établissement (N° CEEA 212011). Toutes les interventions

chirurgicales étaient effectuées par deux opérateurs entrainés.

Analyses histomorphologiques — Modele de lapin hypercholestérolémique
Des lapins blancs Néo-Zélandais adultes males, d’environ 3-3,5kg (SEGAV, St Mars-D’Egrenne,

France) étaient utilisés. Aprés une semaine d’acclimatation (cage individuelle, piece dédiée a
température et lumiere contrélée) et une alimentation standard, les lapins bénéficiaient d’une
alimentation enrichie en cholestérol a 1% et en huile de noix de coco a 4,9% pendant 7
semaines, puis a nouveau d’un régime normal pendant 6 semaines (SSNIFF, Soest, Allemagne).
Pendant les 13 semaines de protocoles, un traitement par Kardegic 20 mg/jour était
administré aux animaux par I'intermédiaire de I'’eau de boisson. L’alimentation et I'eau était

données ad libitum.
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Figure 4.3 : Schéma récapitulatif du déroulement des expérimentations chez le lapin hypercholestérolémique
(d’apres les travaux de J. Mougin) pour 1’évaluation in-vivo des stents pro-cicatrisants. PO : per-os

Au terme de la premiére semaine de régime hypercholestérolémique, une Iésion endothéliale
était réalisée au ballon au niveau de chaque artéere iliaque primitive. En pratique, chaque
animal recevait 1 mL de Xylazine (20 mg) et de 1 mL de Kétamine (100mg) en IM, puis
I'anesthésie générale était entretenue par de l'isoflurane 2,5% associé a de I'oxygéne au

masque pendant toute la durée du geste (1L/min).

Une incision longitudinale en regard de la trachée (Figure 4.4A) était pratiquée. Les tissus sous
cutanés étaient sectionnés dans I'axe de l'incision cutanée, la veine jugulaire réclinée en
dedans et la carotide gauche disséquée (Figure 4.4B). Un introducteur 4Fr (Radifocus TIF TIP®,
TERUMO Tokyo, Japon) était mis en place, avant héparinisation par voir générale (héparine
non fractionnée, 100 Ul/kg). L’aorte thoracique était cathétérisée grace a une sonde BERN 4Fr
(TEMPO, Cordis, Milpitas, Californie, USA) et un guide souple TERUMO en J 0,035”
(Radifocus®, TERUMO, Tokyo, Japon). Une aortographie distale (DSA) par injection manuelle
de 5mL de produit de contraste iodé (Xenetix 300, Guerbet, Villepinte, France) était réalisée
(Figure 4.4C). Les artéres iliagues étaient cathétérisées I'une apres I'autre a I'aide d’un guide

0,018 (V18, BostonScientific) et un ballon de 2,75 mm x 18 mm était gonflé a 9 atm puis retiré
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gonflé jusqu’au niveau de la bifurcation aortique (266) dans chacune des 2 arteres iliaques
afin de créer une lésion intimale (Figure 4.4D). L’ensemble du matériel était ensuite retiré et
I'artere carotide ponctionnée ligaturée. Les différents plans en avant de l'artére étaient
refermés au vicryl 2/0 et fil a peau 3/0. Les animaux bénéficiaient d’une injection IM de 0,3mL

Buprénorphine, répétée quotidiennement pendant 3 jours au décours de la procédure.

Figure 4.4 : Création de lésions intimales iliaques primitives au ballon. (A) Exposition de la zone pré-trachéale,
(B) Dissection de la carotide gauche, (C) artériographie de 1’aorte terminale et des axes iliaques primitives et (D)
lésion artérielle au ballon des axes iliaques.

Huit semaines apres la lésion intimale, les animaux bénéficiaient de I'implantation d’un stent
(Figure 4.5) au niveau de chaque artere iliaque primitive (un stent fonctionnalisé CrCo-PDA-

PEI-Hémine, un stent témoin CrCo, longueurs et diametre appariés, chaque animal agissant
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comme son propre contrdle; Stents Multi-Link VISION®, Abbott Vascular, diametres compris

entre 2,5 et 2,75 mm et longueurs comprises entre 12 et 38 mm) par abord fémoral bilatéral.

En pratique, 'anesthésie générale était conduite selon le protocole préalablement exposé, de
méme que |'analgésie postopératoire. Les arteres fémorales étaient exposées par abord
transversaux au niveau des plis inguinaux, avant la mise en place d’introducteurs 4Fr
(Radifocus TIF TIP®, TERUMO Tokyo, Japon), puis héparinisation (100 Ul/kg d’héparine non
fractionnée en intra artériel). Une artériographie permettait de repérer I'artére iliaque
primitive avant positionnement du stent. Chaque animal recevait 2 stents, un dans chaque
artere iliaque primitive répartis de la fagon suivante : un stent nu implanté a droite et un stent
fonctionnalisé a gauche. Les stents étaient positionnés de maniére protégée, c’est-a-dire que
les |ésions artérielles étaient préalablement franchies avec les introducteurs 4Fr afin de
positionner les stents sans risque de dessertissage. Les stents étaient déployés sous controle
scopique a 8 atmosphéres (pression nominale). Un controle artériographie (injection manuelle
de 5mL de Xenetix 300 via I'introducteur 4Fr) était réalisé aprés I'implantation de chaque
stent. Les arteres fémorales communes étaient ensuite liées, puis les abords refermés comme

préalablement décrit au niveau cervical.
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Figure 4.4: Illustration de la technique d’implantation des stents en position iliaque chez le lapin
hypercholestérolémique. (A) Contrdle des artéres fémorales communes, (B) artériographie avant stenting, (C)
artériographie post stenting

Au terme de la 13éme semaine, les lapins étaient anesthésiés selon le protocole
suivant. Sous anesthésie générale, une laparotomie médiane xypho-pubienne était réalisée et
I'aorte sous rénale ainsi que les axes iliaques étaient exposés (Figure 4.5A). L’aorte sous rénale
était ponctionnée a l'aide d’un cathlon 22G, une héparinisation par voie générale était
réalisée, puis une artériographie (injection manuelle de 5mL de Xenetix 300) des axes iliaques
permettait de vérifier la perméabilité des stents (Figure 4.5B). L'aorte sous rénale était
ligaturée et 'ensemble de la bifurcation aorto-iliaque, incluant les segments stentés, était

alors prélevée. Une dose |éthale de phénobarbital était injectée en intracardiaque. La zone
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stentée était secondairement disséquée et recoupée environ 5mm au-dessus et en-dessous

du stent, rincée au sérum physiologique et conservée dans du paraformaldéhyde a 4% (PAF).

Aorta

Right iliac artery

Inferior vena cava

Figure 4.5 : lllustration du prélevement des arteres iliaques sténtées lors du sacrifice des animaux au terme de la
13e semaine. (A) Dissection du carrefour aortique, (B) Artériographie avant explantation des arteres stentées

Les prélevements étaient ensuite déshydratés dans des bains successifs et de concentrations
croissantes d’alcool puis mis en résine dans un polymére de methylmethacrylate
(Technovit®9100, Heraeus Kulzer, Allemagne - polymérisation a -20°C durant 5 jours, puis 4°C
8 jours). Les échantillons étaient ensuite coupés a différents niveaux du stent a I'aide d’un
ultramicrotome (Micro-tronconneuse (Strues Acutom 100) afin d’obtenir des coupes de
200um. Les coupes étaient colorées a I’hématoxyline/éosine puis examinées au microscope

optique (zoom x10) et enregistrées sous format numérique.

L’analyse histomorphologique était réalisée sur 5 coupes sélectionnées aléatoirement le long
du stent a l'aide du logiciel ZEN (ZEN 2 version blue pour Windows) par estimation du rapport

néointima/média (n/m) selon la méthode décrite Chapitre 2 et représentée Figure 4.6.
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Photo 4.6: Analyse histomorphométrique des artéres iliaques de lapin hypercholestérolémique stentées. (A) Coupe
transversale caractéristique d’artére iliaque stentée de lapin numérisée (x10), (B) agrandissement de la zone
encadrée. (C) Délimitation des principales aires d’intérét (lumiére artérielle, néointima et média) permettant de
définir le rapport de surfaces de la néointima sur la média.

Cette expérimentation était réalisée sur 10 animaux.

Analyses mécanistiques
Les analyses mécanistiques étaient conduites par Western Blot sur le modeéle de rat stenté en

position aortique exposé au Chapitre 2, avec sacrifice et préléevement au 7e jour apres
I'implantation. Quatre animaux étaient utilisés pour chaque groupe (CrCo, CrCo-PDA et CrCo-

PDA-PEI-Hémine).

Les anticorps primaires utilisés étaient : anti-Phospho-p38 et anti-p38, anti-Phospho-p44/42
(Erk1/2) et anti-p44/42, antiPhospho-Akt(Ser) et anti-Akt(Ser), achetés chez Cell Signaling

Technology®.
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De plus, I'expression des principales protéines impliquées dans la réponse inflammatoire était
évaluée via un kit commercial (Kit Proteome Profiler, R&D Systems®, n=1, résultats moyennés
sur deux tests, échantillons de broyats aortiques prélevés aléatoirement sur un rat de chaque

groupe) selon les recommandations du fabricant.

2.2.6. Analyses statistiques
Les variables quantitatives étaient exprimées en moyenne avec écart-type (ET) ou en médiane

avec interquartile. Les variables qualitatives étaient présentées en pourcentage et en valeur
absolue. En ce qui concerne les variables continues, la comparaison de deux échantillons
indépendants a était effectuée avec un test t de Student si la normalité était vérifiée, sinon
avec un test de Mann-Whitney. La comparaison de plus de deux échantillons était effectuée
avec un test non paramétrique de Kolmogorov-Smirnov compte-tenu des effectifs. Une valeur
de p <0,05 était considérée comme significative. Toutes les analyses statistiques étaient
effectuées avec le logiciel SPSS (SPSS Statistics pour Windows, version 20.0., IBM Corp.,

Armonk, NY).
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3. Résultats

3.1. Analyse qualitative indirecte du greffage de ’lhémine

Le test a l'acide orange Il (Figure 4.7) était utilisé pour quantifier le nombre de fonctions
amines exprimées en surface des différents revétements. Trois groupes (n=3 par groupes)

étaient constitués : CrCo-PDA, CrCo-PDA-PEI et CrCo-PDA-PEI-Hémine.

On constatait que I'adjonction de la PEl permettait d’exprimer environ trois fois plus de
fonctions amines en surface du revétement, en comparaison au support CrCo-PDA, ce qui
rejoint les résultats décrit Chapitre 3. Une fois I'hémine ajouté, il existait significativement
moins de fonctions amines disponibles en surface, témoignant indirectement du greffage de

I’hémine sur le support.

nid'a0 Il f cm?

Crlo-POd

Figure 4.7: Dosage des fonctions amines en surface des différents supports par le test a I'acide orange
II. (* = p<0,05). CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEI : Polyéthylénimine, AOII : Acide Orange
II, nM : nanomoles.

3.2. Analyse qualitative directe du greffage
Le test au luminol était négatif pour les échantillons CrCo, CrCo-PDA, CrCo-PDA-PEI et positif

pour les échantillons CrCo-PDA-PEI-Hémine, confirmant la présence de fer en surface du

revétement CrCo-PDA-PEI-Hémine, témoin indirect de la présence d’hémine.
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Les analyses en MEB-EDS sont présentées Figure 4.8. Le couplage EDS permettait de détecter

un pic correspondant a la présence du fer en surface des échantillons CrCo-PDA-PEI-Hémine.

Pulses/eV

! . y X S T | B e L
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 L.40

Figure 4.8: Aspect du revétement CrCo-PDA-PEI-Hémine sous divers grossissements (a, b, c). Recherche
en EDS de la présence de fer (pic violet Fe). CrCo: Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEI:
Polyéthylénimine. C: Carbone, N : Azote, Cr : Chrome, O : Oxygéne, Fe : Fer, Co: Cobalt, EDS : Energy
Dispersive X-ray Spectroscopy.

L'analyse en XPS des différents échantillons (Table 4.1) permettait de confirmer une
augmentation de quantité d’azote et de carbone en surface entre les supports CrCo et CrCo-
PDA (témoignant de la fonctionnalisation a la PDA) et entre les supports CrCo-PDA et CrCo-
PDA-PEI (témoignant de I’enrichissement en amines par la PEIl). Enfin, on voyait apparaitre la

présence de fer sur les échantillons CrCo-PDA-PEI-Hémine, ce qui confirme la présence

d’hémine.
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% en surface C1ls O1s Cr2p Co 2p Mo 3d Fe2p N1s
CrCo 35.38 36.63 18.23 7.90 1.86 - -
CoCr-PDA 74.23 18.41 - - - - 7.36
CoCr-PDA-PEI 75.15 11.24 - - - - 136
CoCr-PDA-PEI-Hémine 81.04 8.14 - - - 1.28 9.55

Table 4.1 : Analyses XPS des différents échantillons. Résultats exprimés en pourcentage de I'ensemble
des atomes retrouvés en surface. CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEI : Polyéthylénimine,
C: carbone, O : Oxygene, Cr : Chrome, Co : Cobalt, Mo : Molybdéne, Fe : Fer, N : Azote.

La cartographie TOF-SIMS des échantillons CrCo-PDA-PEI-Hémine (Figure 4.9) permettait de

constater la présence d’atomes de fer en surface du revétement, répartis de maniére

homogene. L’hémine étant la seule molécule contenant du fer sur I’'ensemble du processus de

fonctionnalisation, ceci permettait de confirmer un greffage homogene de I’"hémine sur le

revétement.
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Figure 4.9: A gauche, cartographie globale de I’échantillon CrCo-PDA-PEI-Hémine en TOF-SIMS.
Recherche spécifique des atomes de fer en surface a droite (chaque atome de fer apparait en rouge).
CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEI : Polyéthylénimine.
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3.3. Analyse quantitative du greffage de I'hémine
La quantification par ELISA (Figure 4.10, kit Abcam®, n=2/groupe, avec 3 mesures différentes

(3 puits) par échantillons) permettait d’objectiver une quantité moyenne d’hémine greffée sur

les supports CrCo-PDA-PEI-Hémine de 10,8ng/cm? (£3,1ng/cm?).

16
14
12

10

Quantité d'hémine greffée (ng/cm?)
(o]

CrCo-PDA CrCo-PDA-PEI-Hémine

Figure 4.10: Dosage de I'hémine par kit Abcam®. On ne retrouve pas d’hémine en surface des
échantillons CrCo-PDA. La quantité greffée sur les supports CrCo-PDA-PEI-Hémine est de I'ordre de 10
ng/cm?. CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEI : Polyéthylénimine.

3.4 Expérimentations in-vitro
Les tests de vitalité et de prolifération conduits avec une lignée HPMEC ne mettaient pas en
évidence de différence significative entre les différentes surfaces fonctionnalisées, a J3
comme a J6 (Figure 4.11). On remarquait cependant une diminution significative de la vitalité
cellulaire entre CrCo et les autres groupes, a J3 et J6. Ces résultats avaient déja été observés
au Chapitre 3, et il n’y avait pas de différence entre les supports CrCo-PDA-PEI et CrCo-PDA-

PEI-Hémine.
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Figure 4.11: Tests de prolifération et de vitalité cellulaire au bleu Alamar (lignée HPMEC) sur les
différents échantillons a J3 (bleu) et a J6 (orange). Il n’existe pas de différence significative entre les
différents échantillons a J3 (p=0,058) et J6 (p=0,093) sur la prolifération, mais celle-ci semble diminuer
sur les échantillons fonctionnalisés par rapport au CrCo. La vitalité est similaire a J3 et J6 sur les
échantillons fonctionnalisés, mais elle est significativement diminuée par rapport au support nu (J3,
CrCo vs CrCo-PDA, p=0,015, CrCo vs CrCo-PDA-PEI, p=0,037, CrCo vs CrCo-PDA-PEI-Hémine, p=0,01 ;
16, CrCo vs CrCo-PDA, p=0,001, CrCo vs CrCo-PDA-PEI-Hémine, p=0,006). CrCo : Cobalt-Chrome, PDA :
Polydopamine, PEI : Polyéthylénimine, HPMEC : Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells.

Concernant les échantillons CrCo et CrCo-PDA, on constatait que les résultats obtenus par les
tests de cytocompatibilité avec la lignée cellulaire HPMEC étaient différents de ceux retrouvés
avec la culture primaire HUVEC (pas d’amélioration de la prolifération des EC) au Chapitre 2.
Ces différences s’expliquent probablement en partie par une perte du phénotype endothélial
dans la lignée HPMEC, avec perte des capacités de synthése du monoxyde d’azote et de
prostaglandine 12. Ces caractéristiques sont conservées dans la culture primaire de cellules
HUVEC, et seraient impliquées dans I’effet pro-cicatrisant de la PDA (193). L’ajout de PEl ou

d’hémine ne semblait pas diminuer la cytocompatibilité des revétements.

142



3.5. Expérimentations animales
Analyses histomorphologiques
Quatre lapins décédaient lors de I'expérimentation, dont deux de cause infectieuse avant

I'implantation des stents (une péritonite et une otite). Pour un autre lapin, les stents utilisés
étaient trop longs (34 mm) par rapport aux iliaques primitives, entrainant la nécessité de les
déployer en kissing dans I'aorte terminale. Cette manceuvre s’est compliquée d’une rupture
aortique entrainant le décés de I'animal. Enfin, le quatriéme lapin présentait des plaies au
niveau des pattes arriéres avec des signes de souffrance. Une euthanasie a donc été décidée.
L’autopsie n’a pas retrouvé d’argument pour une origine vasculaire, et en particulier pas de

thrombose des stents mis en place.

Au terme de I'expérimentation, les six lapins restants étaient sacrifiés conformément au
protocole. L’analyse histomorphologique (Figure 4.12) retrouvait des résultats discordants en
fonction des animaux, avec toutefois une tendance a I'augmentation du rapport n/m en

présence d’hémine, comparativement aux stents nus.
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Figure 4.12 : Analyses histomorphométriques apres implantation de stents nus en chrome-cobalt
(CrCo) et fonctionnalisés a I’hémine (CrCo-PDA-PEI-Hémine) en position iliaque primitive chez des
lapins hypercholestérolémiques. Résultats exprimés en rapport des surfaces de la néointima (n) sur la
média (m) sur cing coupes choisies aléatoirement le long de chaque stent. CrCo : Cobalt-Chrome, PDA :
Polydopamine, PEI : Polyéthylénimine.

Analyses mécanistiques

Un rat décédait précocement de complications chirurgicales dans le groupe hémine. En
Western Blot, I'analyse de I'activation de la Kinase p38 (impliquée dans la régulation de la
prolifération des SMC) dans le tissu aortique 7 jours apres I'implantation des stents, révélait
une augmentation de la forme active de cette protéine (non significative) dans les groupes
CrCo-PDA et CrCo-PDA-PEI-Hémine en comparaison au groupe témoin. Il n’existait cependant
pas de différence significative de I'activation de p38 apres adjonction de I’hémine (Figure

4.13), ce qui signifierait que I'effet observé soit principalement lié a la PDA.
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Figure 4.13 : Analyse par Western Blot de I'activation de p38 dans le tissu aortique stenté. Chaque
puits représente un rat. CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEl : Polyéthylénimine, SMC :
smooth muscular cells.

L’analyse des voies cellulaires impliquées dans la prolifération des SMC (P42/44 et Akt(Ser))
montrait une tendance a une activation moins prononcée en présence d’hémine, par rapport
aux groupes CrCo et CrCo-PDA-PEI-Hémine (Figure 4.14), ce qui pourrait témoigner d’une
conservation de |'effet inhibiteur de ’hémine sur la prolifération des SMC identifié lors de son
administration systémique(210), méme si ce phénoméne apparait moins marqué avec

I’administration locale.
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Figure 4.14: Analyse par Western Blot des voies de prolifération des SMC. L'activation des voies de
prolifération médiées par p42/44 et de Akt(Ser) semblait diminuer en présence d’hémine. Chaque
puits représente un rat. CrCo : Cobalt-Chrome, PDA : Polydopamine, PEl : Polyéthylénimine, SMC :
Smooth Muscular Cell.

Par ailleurs, I'étude des différentes cytokines impliquées dans la réponse inflammatoire
identifiait une surexpression de la plupart des cytokines entre le stent CrCo nu et le stent
fonctionnalisé a la PDA (Figure 4.15). L'expression de ces cytokines pro-inflammatoires
semblaient a l'inverse globalement diminuer entre le stent CrCo-PDA et le stent CrCo-PDA-
PEI-Hémine, sans toutefois retrouver les niveaux obtenus avec le stent nu. Ce résultat suggére
gue I’hémine pourrait entrainer une réduction des phénomenes inflammatoires locaux apres
implantation d’un stent, tout comme aprés administration systémique. On constatait
également que I'expression de VEGF (facteur de croissance endothélial) était plus importante
chez les rats CrCo-PDA et CrCo-PDA-Hémine. L'interprétation de ces résultats doit bien

entendu étre réalisée avec précaution puisqu’un seul animal était représenté par groupe.
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Figure 4.15 : Analyse par Western Blot (Kit Proteome Profiler, R&D Systems®) des mécanismes
inflammatoires aprées I'implantation des différents stents (n=1, lecture moyennée sur deux tests).
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4. Discussion

L'une des principales problématiques liées a I'utilisation de I’hémine est la difficulté a
déterminer une méthode efficace d’évaluation des quantités ou concentrations, en solution
ou en surface. Notre premiere approche a consisté en une tentative de dosage direct de
I’hnémine libérée dans les milieux d’extraction en spectrométrie UV/Vis. En effet, les molécules
de la famille des porphyrines, dont fait partie I’'hémine, possedent la propriété d’avoir une
zone d’absorption intense dans la partie bleu-violette du spectre visible, appelée Bande de
Soret. La bande de Soret vient d'un mouvement de dipble électronique qui permet
une transition n-t*, commune chez les porphyrines. Usuellement situé aux alentours de 400
nm, le maximum d'absorption du pic de Soret dépend du solvant utilisé (et notamment de sa
polarité). Cette technique s’est malheureusement révélée non réalisable du fait d’une

interférence importante avec le spectre de la PDA.

Dans les milieux physiologiques, susceptibles de contenir de nombreuses interférences UV
dans la bande de Soret du fait du contenu protéique (267), il a été proposé de complexer
I’'hémine avec la pyridine au niveau des deux sites de liaisons disponibles sur le fer. Le
complexe créé est dit hémochromogene, c'est-a-dire qu’il associe une molécule d'heme avec
une base azotée ou avec une protéine autre que la globine et posséde la particularité de
rehausser I'absorption du complexe. Du fait de l'interférence avec la dopamine, nous avons
tenté d’introduire de la pyridine dans nos échantillons afin rehausser le seuil de détection de
I’hémine (résultats non présentés). Cependant, cette méthode a été abandonnée du fait de sa

complexité, de son manque de reproductibilité et de la toxicité importante de la pyridine.

Nous avons également tenté de mettre au point une méthode de dosage par

Chromatographie Haute Performance en Phase Liquide (HPLC) d’aprés les travaux rapportés
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par Bauer et Fornnarino (265). Plusieurs phases mobiles associant différentes concentrations
méthanol:acétonitrile:DMSO ont été testées (HPLC LC-2010AHT (Schimadzu), colonne
microporeuse Chromolith® Performance, pré-colonne Chromolith®, débit 0.5 a 3mL/min,
couplage spectromeétre UV/Vis, (Lambda 25, Perkin), lecture a 385 nm). La détection d’hémine
était possible pour des quantités faibles de I'ordre de quelques nM lorsgu’elle était seule en
solution. Cependant, aucune des méthodes ou phases mobiles testées n’a permis de séparer
correctement les pics de I'hémine et de la dopamine, et donc de réaliser une analyse

quantitative.

Afin de confirmer la présence d’hémine sur les supports CoCr, nous avons donc décidé dans
un premier temps de vérifier indirectement que les fonctions amines disponibles en surface
des supports CrCo-PDA-PEI étaient occupées aprées l'ajout d’hémine, grace a un dosage
colorimétrique a I’AOII. Ce test étant concluant, nous avons utilisé diverses méthodes visant a
déterminer la présence de fer en surface de nos échantillons (test au luminol, XPS et TOF-
SIMS), I’'hémine étant le seul donneur de fer au travers des différentes étapes de
fonctionnalisation. Ceci nous a permis de prouver la présence de fer sur nos échantillons, et
donc a priori d’hémine. La seule méthode de quantification de ’lhémine que nous avons pu
identifier est le dosage par ELISA. Elle posseéde un excellent seuil de détection, et offre la
possibilité de fournir une information qualitative supplémentaire (la réaction imposant que
I’hémine puisse étre reconnue par son enzyme de dégradation). Cependant, le recours a cette
technique est limité par son co(t et par sa difficulté de réalisation. Toutefois, elle nous a

permis d’évaluer la quantité d’hémine greffée sur les supports a environ 10 ng/cm?.

Les analyses histomorphométriques n’ont pas permis de mettre en évidence une limitation de

la RIS avec les stents fonctionnalisés a I’hémine. Malgré les résultats démontrant I'effet
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bénéfique de I'administration systémique d’hémine sur la resténose(210), la concentration
minimale pour obtenir un effet similaire par application locale reste indéterminée. Il est
possible que les quantités d’hémine greffées avec notre protocole soient insuffisantes pour
limiter la RIS. De méme, la cinétique de libération de I’hémine (par dégradation du
revétement) n’a pas pu étre étudiée compte-tenu des difficultés de dosage, et il est possible
gue I’'hémine immobilisée ne soit pas disponible pour interagir avec I’'HO-1 et entrainer une
réponse au niveau cellulaire. Des premiers éléments de réponse pourraient étre obtenus en
étudiant I'impact de surfaces CrCo-PDA-PEI-Hémine in-vitro sur des cultures primaires

d’"HUVEC et d’'HUASMC, ce qui n’a pas été réalisé dans ce travail.

Dans les travaux de These de B. Maurel, I'étude des mécanismes protéiques mis en jeu apres
administration intra-péritonéale (IP) d’hémine toutes les 48 heures a révélé une diminution
de I'expression de Ki-67 et des protéines impliquées dans la prolifération des cellules
musculaires lisses (p42/44, Akt,..). Dans ce travail, nous avons retrouvé une tendance
comparable, mais moins marquée et non significative, par administration locale d’hémine via
un stent. En effet, nous avons constaté une diminution des formes phosphorylées (activées)
de p44 MAPK/p42 MAPK (ERK1/2), connues pour former un complexe avec les facteurs de
transcription Elk-1 et Sap-1, qui se lie au promoteur de génes tel que c-fos, pour entrainer la
prolifération, le changement de phénotype et la migration des SMC. Nous avons également
identifié une diminution de I'expression de la forme active de Akt, Akt(Ser), qui se lie au
récepteur cible de la rapamycine (mTOR) pour déclencher la prolifération cellulaire. Ces deux
voies sont connues pour étre les principales responsables de la prolifération et de la
différenciation des SMC. De plus, il semble exister une activation de la voie associée a la
MAPKinase-p38, dont la forme phosphorylée a été identifiée comme régulant de la

prolifération des SMC (268). Nous avons tenté d’analyser par western-blot I’activation de HO-
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1 dans les broyats aortiques aprés implantation de stents fonctionnalisés, mais la sensibilité
de notre technique était insuffisante pour observer une différence entre nos échantillons
(sous le seuil de détection, résultats non présentés). La détection d’hémine dans le tissu
aortique par d’autres méthodes s’avere complexe, compte-tenu des similitudes entre cette

molécule et I’'héme, présente en concentrations importantes.

Par ailleurs, toujours dans les travaux de B. Maurel, 'administration IP d’hémine chez le rat
stenté en position aortique avait conduit a une diminution de I'expression des principales
protéines impliquées dans la réponse inflammatoire (figure 4.16) dans le broyat aortique.
Dans notre travail, ces protéines sont surexprimées aprés I'implantation d’un stent CrCo-PDA,
et méme si une diminution de leur expression était constatée dans le groupe CrCo-PDA-PEI-

Hémine, les valeurs observées restaient toujours supérieures au groupe stent nu.

A B 1: fractalkine
w 71 2: sICAM-1
2 | 3 IFN-g
w 6 Fl1a
£ 51 5 IL-2
o 6113
& 47 7: 14
@ 3- 8: IL-6
N 9: IP-10
T 27 10: L-selectin
2 11: MIP-1a

1 12: MIP-3
0 1 3: RANTES

1 23 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 14 TNFa

Figure 4.16 : Expression des cytokines inflammatoires chez le rat stenté en position aortique a 7 jours
avec administration intra-péritonéale quotidienne d’hémine (barres noires) ou de placebo (barres
blanches). Issu des travaux de these de B. Maurel.

On peut donc supposer qu’une quantité de 10ng/cm? d’hémine immobilisée sur un stent n’est
pas suffisante pour obtenir une réponse similaire a celle obtenue par I'administration en plus
grande quantité d’hémine par voie systémique sur les voies d’inhibition de la prolifération des

SMC et la réponse inflammatoire.
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L’effet pro-cicatrisant identifié chez le rat avec les stents CrCo-PDA au Chapitre 2 n’est plus
retrouvé chez le lapin hypercholestérolémiques avec les stents CrCo-PDA-PEI-Hémine, ce qui
laisse supposer que I'adjonction d’hémine (ou de PEI) pourrait inhiber I'effet pro-cicatrisant
des surfaces de PDA. Cette hypothése devra étre explorée, notamment en étudiant I'impact
des supports CrCo-PDA-PEI et CrCo-PDA-PEI-Hémine comparativement a CrCo-PDA chez le rat

stenté en position aortique.

152



5. Conclusion intermédiaire

Il est possible de greffer I’'hémine de maniére covalente sur une surface fonctionnalisée
par polydopamine, en utilisant une polyéthylénimine comme intermédiaire. L'immobilisation
d’hémine a pu étre confirmée sur les surfaces CrCo-PDA-PEI-Hémine, avec une quantité
évaluée a 10ng/cm?. La cytocompatibilité des échantillons CrCo-PDA-PEI et CrCo-PDA-PEI-
Hémine ne semble pas différer de celle des échantillons CrCo-PDA de maniére significative.
Les stents enduits a I'hémine semblent entrainer in-vivo une inhibition des voies de
prolifération des cellules musculaires lisses, et I'effet inducteur de la polydopamine sur
I'activation de la voie inhibitrice de la prolifération de cette méme population cellulaire
semble maintenu. Les stents CrCo-PDA-PEI-Hémine n’ont malheureusement pas montré
d’efficacité sur la resténose dans le modéle de lapin hypercholestérolémique. Plusieurs
éléments suggérent que ceci pourrait étre lié a une quantité trop faible de principe actif greffé
ou libéré. Par ailleurs, I'effet pro-cicatrisant retrouvait in-vivo précédemment avec la
polydopamine seule n’était plus constaté aprés ajout de polyéthyléenimine et d’hémine. Cette
stratégie d’'immobilisation de ’lhémine via un polymére de polydopamine ne semble donc pas

efficace en termes de prévention de la resténose.
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DICUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons confirmé que I'effet pro-cicatrisant
de la polydopamine observé in-vitro était retrouvé in-vivo dans un modele de rat. Ces résultats
sont encourageants, mais plusieurs éléments restent a éclaircir. En effet, les mécanismes sous-
jacents a cet effet pro-cicatrisant restent a déterminer. En western-blot, nous avons pu
observer une tendance a l'inhibition des voies de prolifération des cellules musculaires lisses
(voies médiées par la MAP-Kinase p42/44 et la Phospho-Kinase Akt). Nous n’avons toutefois
pas réussi a identifier de mécanismes favorisant la prolifération des cellules endothéliales.
Plusieurs publications d’'une méme équipe(194,225,239) suggerent que ce mécanisme serait
médié par une augmentation de la synthése de monoxyde d’azote (NO) endogéne et de
prostaglandine I, (PGI2)en présence de PDA. Nous avons conduit plusieurs tests in-vitro sur
cultures d’HUVEC sur supports CrCo ou CrCo-PDA (dosage du NO au réactif de Griess, dosage
de la PGI2 en ELISA compétitive (kit commercial)) pour confirmer cette hypothése, mais sans
succés. Une alternative pourrait étre d’analyser directement I'activation de I'enzyme eNOS
(Nitric Oxyde Synthase) par immunomarquage des HUVECs sur CrCo et CrCo-PDA in vitro, ou

par western-blot in-vivo.

Le modele animal de resténose chez le rat est facilement disponible et permet I'analyse des
mécanismes moléculaires impliqués dans les réponses observées en Western Blot. Il présente
cependant certaines limites. Les animaux utilisés sont jeunes et sains, et le rat est connu pour
développer peu d’athérome. De plus, pour des raisons anatomiques, I'implantation des stents
ne peut étre réalisée qu’en position aortique. Cependant, les caractéristiques de la paroi
vasculaire varient entre l'aorte, qui a une composante majoritairement élastique, et les

artéres coronaires ou périphériques, qui ont une composante musculaire prédominante.
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L'analyse histomorphométrique semble plus pertinente dans le modele d’artere iliaque
pathologique de lapin hypercholestérolémique, mais ce modele est fragile et soumis a une
variabilité importante (environ 20% des lapins sont non-répondeurs au régime et ne
développent pas d’athérome). Ce modeéle animal fait actuellement I'objet d’optimisation dans

le cadre des travaux de these de J. Mougin.

Le stent CrCo-PDA pourrait ensuite étre comparé au gold-standard actuel, c’est-a-dire une
plateforme en CrCo libérant de I'évérolimus (Xience®, Abbott Vascular) afin de déterminer si

son potentiel est au moins équivalent a ce dernier.

L’ajout de PEI selon notre protocole semble annuler I’effet pro-prolifératif des surfaces
enduites de PDA sur les cultures primaires d’"HUVEC. Il est nécessaire d’évaluer si I'inhibition
de la prolifération des SMC est maintenue avec les surfaces CrCo-PDA-PEI pour comprendre si
un effet pro-cicatrisant peut toujours étre attendu apres cette étape. Ceci devra étre réalisé
en étudiant 1) le comportement d’une culture primaire d’"HUASMC sur des supports CrCo-
PDA-PEI comparativement aux surfaces CrCo-PDA et 2) I'activation de la voie cellulaire

inhibitrice médiée par la MAP-Kinase p38 aprés implantation de stents CrCo-PDA-PEI in-vivo.

Les parametres de greffage de la PEl nont pas été optimisés dans ce travail. Le protocole
utilisé est basé sur I’hypothése d’une saturation des surfaces de PDA en recourant a une
solution trés concentrée de PEI (50g/L, pression de concentration). L'impact de différentes
concentrations de PEl sur la conservation ou non du potentiel pro-cicatrisant apporté par la
PDA pourrait étre évalué in-vitro. Il sera également nécessaire de confirmer I'absence de
potentiel pro-thrombogéne de ce revétement, et d’étudier I'agrégation plaquettaire (dosage

du LDH et évaluation qualitative en MEB du morphotype de plaquettes immobilisées).
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La quantité d’hémine immobilisée ne semble pas permettre localement de diminuer la
RIS. Deux hypothéses peuvent étre soutenues pour expliquer ce résultat. D’une part, la
guantité d’hémine greffée pourrait étre trop faible pour entrainer une réponse quantifiable
et visualisable, d’autre part I’"hémine immobilisée pourrait ne pas étre disponible pour

interagir avec I’'HO-1.

Le premier écueil pour étayer ces hypothéses est lié aux difficultés rencontrées a déterminer
une méthode fiable, reproductible et peu couteuse de quantification de I'hémine. Cette
problématique limite les possibilités d’optimisation de la plateforme, puisque les quantités
immobilisées et les cinétiques de libérations statiques ou dynamiques ne peuvent étre
évaluées. Une méthode indirecte, basée sur la technique ELISA et visant a quantifier I'activité
de I’'HO-1 pourrait étre utilisée mais serait particulierement onéreuse. Le dosage du fer par
spectrométrie d’absorption atomique(269) pourrait permettre d’évaluer la quantité d’hémine
libérée. Cependant, cette méthode est destructive et il serait nécessaire dans un premier
temps de vérifier que son seuil de sensibilité est suffisant pour détecter des quantités de fer

de l'ordre du ng.

Une stratégie basée sur I'élaboration d’un complexe PEI/Hémine(245), ou de micro-capsules
de PEI contenant de I’hémine, qui seraient directement adsorbés sur des surfaces de PDA
pourrait étre élaborée afin de mieux maitriser la quantité d’hémine greffée et sa
biodisponibilité. Une étape de validation in-vitro comprenant des cultures primaires HUVEC
et HUASMC sur les supports obtenus et une évaluation de I'hémocompatibilité, avec
notamment un test d’agrégation plagquettaire (Dosage du LDH et analyse qualitative en MEB)

serait nécessaire avant de proposer une nouvelle expérimentation sur un modele animal.
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La réponse des revétements aux différents procédés de stérilisation n’a pas été
explorée. La stérilisation par oxyde d’éthyléne semble étre la méthode utilisée par la plupart
des industriels, et devra donc étre testée en premiere intention. Son impact sur la

cytocompatibilité et la tenue du revétement devra étre étudiée.

Des travaux conduits in-vitro au sein de notre laboratoire ont démontré que le revétement de
PDA présentait une résistance satisfaisante aux contraintes mécaniques et notamment a la
déformation (expansion des stents via un ballonnet). Ces tests devront étre répétés pour
chaque étape de la fonctionnalisation. De méme, différents tests de résistance mécanique des
stents apres fonctionnalisation pourront également étre conduits afin de s’assurer que les

propriétés mécaniques restent similaires aux stents non fonctionnalisés.
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CONCLUSION GENERALE

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons démontré que la polydopamine, polymere
bioinspiré et biocompatible, permettait de limiter les phénomenes de resténoses apres
implantation d’un stent en position aortique chez le rat. Ces résultats sont liés a un effet pro-
cicatrisant, par inhibition de la prolifération des cellules musculaires lisses (confirmée in-vitro
et in-vivo) et augmentation de la prolifération des cellules endothéliales (confirmée in-vitro).
Ces résultats doivent encore étre confirmés dans un second modeéle animal, idéalement
pathologique (lapin hypercholestérolémique). De plus, le revétement de polydopamine offre
la possibilité d'immobiliser d'autres molécules a effet thérapeutique pertinent sur sa surface
afin d'obtenir un effet synergique potentiel.

Les surfaces de polydopamine obtenues ne présentaient pas suffisamment de fonctions
amines disponibles pour immobiliser notre principe actif, ’hémine. Dans la seconde partie de
ce travail, nous avons donc développer une stratégie d’enrichissement de la polydopamine en
fonctions amines par I'ajout de polyéthylénimine. Cette étape de fonctionnalisation ne semble
pas diminuer la cytocompatibilité du revétement, mais I'effet pro-cicatrisant observé avec la

polydopamine seule pourrait ne pas étre maintenu.

Les surfaces modifiées permettaient de greffer avec succés environ 10ng/cm? d’hémine. Les
stents obtenus semblaient cependant moins performants que les stents nus en termes de
prévention de la resténose intra-stent dans un modele d’artére iliaque pathologique de lapin
hypercholestérolémique. Ce résultat pourrait s’expliquer par une quantité trop faible de
principe actif immobilisé, ou par des difficultés de biodisponibilité, car I'inhibition des voies de
prolifération des cellules musculaires lisses médiées par les MAP-Kinase p42/44 et PhosphoK

Akt(Ser) et la diminution de I'expression des principales cytokines inflammatoires retrouvées
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apres injection intra-péritonéale de grandes quantités d’hémine chez le rat n’étaient pas

retrouvées apres libération in-situ via le stent développé dans ce travail.
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RESUME

Introduction : La resténose intra-stent (RIS) est induite par une prolifération incontrélée des
cellules musculaires lisses (CML) aprés l'implantation d'une stent métallique nu (BMS). Elle est
associée a la récurrence des symptomes et a des colts de santé supplémentaires. Les stents
a élution médicamenteuse, dits « actifs », ont démontré leur efficacité sur la RIS, mais
induisent un risque élevé de thrombose aigué tardive due a une réendothélialisation tardive
des mailles. La polydopamine (PDA), un polymére biocompatible inspiré du mucus secrété par
les moules, promouvrait la prolifération de cellules endothéliales (CE) et inhiberait la
prolifération des CMV in-vitro, ce qui suggére un effet pro-cicatrisant potentiel sur la paroi
vasculaire. De plus, la polydopamine exprime des fonctions amines, catéchols et quinones a
sa surface et peut étre utilisée comme ancrage pour un autre agent thérapeutique. Le but de
ce travail était 1) d'évaluer l'impact d'un stent enduit de PDA sur la RIS, 2) de concevoir un

stent vasculaire a base de PDA délivrant une autre substance pro-cicatrisante, I'hémine.

Méthodes : Dans la premiére partie de cette étude, les revétements PDA étaient obtenus par
immersion de disques de cobalt-chrome ou de stents dans une solution de dopamine. La
biocompatibilité et I'némocompatibilité étaient vérifiées in vitro. Le potentiel pro-cicatrisant
était étudié in vitro par culture d'EC et de CML d'origine humaine sur les différents
échantillons. L'effet pro-cicatrisant était étudié in-vivo aprés implantation de stents en
position aortique chez le rat. La RIS était évaluée en microscopie optique par quantification
du rapport néointima/media (n/m) apres coloration éosine/hématoxilline. La qualité de la
réendothélialisation des mailles était évaluée par microscopie électronique a transmission
(MET). Les voies moléculaires potentiellement impliquées dans un effet pro-cicatrisant étaient

étudiées par analyses Western Blot.
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Dans la deuxieme partie de ce travail, les surfaces revétues de PDA étaient modifiées avec de
la polyéthyleneimine (PEI) pour améliorer I'expression des fonctions amines. Ce revétement
modifié était caractérisé et sa cytocompatibilité évaluée in vitro. Cette surface modifiée était
ensuite utilisée pour immobiliser I'hémine. Les surfaces fonctionnalisées étaient caractérisées
et la quantité d'hémine greffée déterminée. L'effet pro-cicatrisant potentiel du stent a

['hémine était évalué in vitro et in vivo.

Résultats : Les surfaces de PDA démontraient un effet pro-cicatrisant in-vitro par rapport au
chrome-cobalt nu. Les stents PDA montraient une réduction significative de la RIS par rapport
aux stents nu (rapport n/m = 0,48 (+/- 0,26) contre 0,83 (+/- 0,42), p<0,001) dans le modeéle
de rat. Les analyses en TEM confirmaient la réendothélialisation des mailles dans chaque
groupe et révélaient une couche de néointima plus mince dans le groupe PDA que dans le
groupe BMS. Les analyses Western blot permettaient d'identifier une tendance a une
activation accrue de la phosphorylation de la MAPK p38 et de ses effets antiprolifératifs sur
les CML, ce qui pourrait expliquer les résultats observés lors des analyses
histomorphométriques.

L'immobilisation de la PEl sur les revétements PDA permettait d'enrichir avec succés les
surfaces en fonctions amines sans diminuer leur cytocompatibilité. L'hémine était ensuite
greffée par création de lien amides (environ 10 ng d'hémine par cm?). Les surfaces enduites
d'hémine ne montraient pas de supériorité in-vitro ou in-vivo par rapport au PDA seul.
Conclusion : L'effet pro-cicatrisant attendu du revétement PDA sur la paroi artérielle semble
confirmé dans ce modele in-vivo. Ce polymeére biocompatible pourrait limiter intrinsequement
la RIS. De plus, il offre la possibilité d'immobiliser d'autres médicaments pertinents sur sa

surface afin d'obtenir un effet synergique potentiel.
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Introduction: In-stent restenosis (ISR) is induced by an uncontrolled smooth muscular cells
(SMC) proliferation after bare metal stent (BMS) implantation. It is associated with recurrence
of symptoms and additional health costs. Drug-eluting stents have demonstrated efficiency
on ISR but induce a high risk of late acute thrombosis due to a delayed struts
reendothelialization. Polydopamine (PDA), a biocompatible polymer inspired from mussels
byssus, has been reported to promote endothelial cells (EC) and inhibit SMC proliferation in-
vitro, thus suggesting a potential pro-healing effect on the vascular wall. Furthermore,
polydopamine expresses amine and carboxylic functions on its surface and can be used as a
carrier for another therapeutic agent. This study aimed at 1) evaluating the impact of a PDA-
coated stent on in-stent restenosis (ISR) in-vivo, 2) designing a vascular stent with a potential

additional pro-healing drug, hemin, carried via the PDA.

Methods: In the first part of this study, PDA coatings were obtained by dip coating of cobalt-
chromium disks or stents in a dopamine solution. Disk samples were used to evaluate
biocompatibility and hemocompatibility. The pro-healing potential was investigated in-vitro
by seeding human EC and SMC on the different samples. In-vivo experimentations were
conducted to assess the pro-healing effect in a rat model. ISR was evaluated in optic
microscopy with quantification of the neointima/media (n/m) ratio after eosin/hematoxillin
coloration. Quality of the struts reendothelialization was assessed with transmission electron
microscopy (TEM). Molecular pathways involved in a potential pro-healing effect were
investigated with western blot analyses.

In the second part of this work, PDA-coated surfaces were modified with polyethilenimine
(PEI) to enhance the expression of amine functions. This modified coating was characterized

and cytocompatibility was assessed in-vitro. In the third part, this modified surface was used
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to immobilized hemin, a novel therapeutic agent, on the sample surfaces. Functionalized
surfaces were characterized, and presence of the therapeutic agents was assessed and

guantified. The potential healing effect of the hemin-stent was evaluated in-vitro ad in-vivo.

Results: PDA surfaces demonstrated a pro-healing effect in-vitro compared to bare chromium-
cobalt. PDA stents demonstrated a significant reduction in ISR compared to bare metal stents
(ratio n/m = 0.48 (+/- 0.26) versus 0.83 (+/- 0.42), p<0.001) in the rat model. TEM analyses
confirmed the presence of neointima surrounding the struts in each group and revealed a
thinner neointima layer in the PDA-stent group compared to BMS, with similar ultrastructures
of the cells facing the arterial lumen. Western blot analyses identified a trend to an increased
activation of p38 MAPK phosphorylation and its anti-proliferative effects on vascular SMC
which could explain the results observed in the histomorphometric analyses.

Immobilization of PEI was achieved through Michael addition and Shift base reaction on PDA
coatings, and successfully enriched the surfaces with amino groups without decreasing
cytocompatibility. Hemin was successfully grafted on the PDA-PEI surfaces via amide bounds
(approximately 10ng of hemin per cm?). Hemin-coated surfaces demonstrated no superiority
in-vitro or in-vivo to PDA alone.

Conclusion: The pro-healing effect expected of PDA-coating on the arterial wall seems to be
confirmed in this in-vivo model. This biocompatible polymer could intrinsically limit in-stent
restenosis. Additionally, it also offers the possibility to immobilize many relevant drugs on its

surface through amine functions providing potential synergistic effects.
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RESUME

Introduction : La resténose intra-stent (RIS) est induite par une prolifération incontrélée des
cellules musculaires lisses (CML) apres l'implantation d'une stent métallique nu (BMS). Elle est
associée a la récurrence des symptdmes et a des co(ts de santé supplémentaires. Les stents a
élution médicamenteuse, dits « actifs », ont démontré leur efficacité sur la RIS, mais induisent
un risque élevé de thrombose aigué tardive due a une réendothélialisation tardive des mailles.
La polydopamine (PDA), un polymeére biocompatible inspiré du mucus secrété par les moules,
promouvrait la prolifération de cellules endothéliales (CE) et inhiberait la prolifération des CMV
in-vitro, ce qui suggere un effet pro-cicatrisant potentiel sur la paroi vasculaire. De plus, la
polydopamine exprime des fonctions amines, catéchols et quinones a sa surface et peut étre
utilisée comme ancrage pour un autre agent thérapeutique. Le but de ce travail était 1)
d'évaluer I'impact d'un stent enduit de PDA sur la RIS, 2) de concevoir un stent vasculaire a base
de PDA délivrant une autre substance pro-cicatrisante, I'hémine.

Méthodes : Dans la premiere partie de cette étude, les revétements PDA étaient obtenus par
immersion de disques de cobalt-chrome ou de stents dans une solution de dopamine. La
biocompatibilité et I'némocompatibilité étaient vérifiées in vitro. Le potentiel pro-cicatrisant
était étudié in vitro par culture d'EC et de CML d'origine humaine sur les différents échantillons.
L'effet pro-cicatrisant était étudié in-vivo apres implantation de stents en position aortique
chez le rat. La RIS était évaluée en microscopie optique par quantification du rapport
néointima/media (n/m) apres coloration éosine/hématoxilline. La qualité de la
réendothélialisation des mailles était évaluée par microscopie électronigque a transmission
(MET). Les voies moléculaires potentiellement impliquées dans un effet pro-cicatrisant étaient
étudiées par analyses Western Blot.

Dans la deuxiéeme partie de ce travail, les surfaces revétues de PDA étaient modifiées avec de
la polyéthyleneimine (PEl) pour améliorer |'expression des fonctions amines. Ce revétement
modifié était caractérisé et sa cytocompatibilité évaluée in vitro. Cette surface modifiée était
ensuite utilisée pour immobiliser I'némine. Les surfaces fonctionnalisées étaient caractérisées
et la quantité d'hémine greffée déterminée. L'effet pro-cicatrisant potentiel du stent a I'hémine
était évalué in vitro et in vivo.

Résultats : Les surfaces de PDA démontraient un effet pro-cicatrisant in-vitro par rapport au
chrome-cobalt nu. Les stents PDA montraient une réduction significative de la RIS par rapport
aux stents nu (rapport n/m = 0,48 (+/- 0,26) contre 0,83 (+/- 0,42), p<0,001) dans le modele de
rat. Les analyses en TEM confirmaient la réendothélialisation des mailles dans chaque groupe
et révélaient une couche de néointima plus mince dans le groupe PDA que dans le groupe BMS.
Les analyses Western blot permettaient d'identifier une tendance a une activation accrue de la
phosphorylation de la MAPK p38 et de ses effets antiprolifératifs sur les CML, ce qui pourrait
expliquer les résultats observés lors des analyses histomorphométriques.

L'immobilisation de la PEIl sur les revétements PDA permettait d'enrichir avec succes les
surfaces en fonctions amines sans diminuer leur cytocompatibilité. L'hémine était ensuite
greffée par création de lien amides (environ 10 ng d'hémine par cm?). Les surfaces enduites
d'hémine ne montraient pas de supériorité in-vitro ou in-vivo par rapport au PDA seul.
Conclusion : L'effet pro-cicatrisant attendu du revétement PDA sur la paroi artérielle semble
confirmé dans ce modele in-vivo. Ce polymére biocompatible pourrait limiter intrinsequement
la RIS. De plus, il offre la possibilité d'immobiliser d'autres médicaments pertinents sur sa
surface afin d'obtenir un effet synergique potentiel.




