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Abréviations
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l. | ntroduction

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont un probleme majeur de santé
pubiique: ils représentent I&"cause de handicap, 18™ cause de démence et f"3cause
de mortalité (aprés les cardiopathies et les cancers) dans les pays industrialisés. Pour les
accidents ischémiques cérébraux (AIC), les deux étiologies les plus fréquentes sont
I'athérosclérose des gros troncs artériels et la fibrillation auriculaire (FA). L’athérosclérose
des arteres carotides est responsable d'environ 20 a 30% des accidents vasculaires

ischémiques cérébraux (1, 2).

A. Sténose carotidienne athéromateuse

1. Epidémiologie

Dans la population générale, 5,7% des personnes agées de 70 a 80 ans et 9,5% des
personnes de plus de 80 ans présentent une sténose athéromateuse de la carotide supérieure a
50%. Des études anciennes estimaient que le risque a 2 ans d’accident ischémique cérébral
ipsilatéral a la sténose était est de 4%. Des études plus récentes montrent que ce risque a

diminué a 0,7% (3, 4) du fait d'une meilleure prise en charge des facteurs de risque

cardiovasculaires (FDR CV).

2.Comment quantifier le degré de la sténose carotidienne ?

L’évaluation par échographie Doppler permet de mesurer le degré de sténose de deux
manieres, soit par I'étude vélocimétrique a l'aide du doppler pulsé avec les précautions
d’'usage (angle d’incidence du tir Doppler <60°, correction de I'angle, largeur de porte), soit
par la mesure en échographie mode B et Doppler couleur (planimétrie). En étude
vélocimétrique (5), une sténose carotidienne entre 50% et 70% est diagnostiquée si le pic de
vitesse systolique est compris entre 125 cm/s et 230 cm/s, la vitesse en fin de diastole entre 40
cm/s et 100cm/s, et le ratio systolique entre 2 et 4. Une sténose supérieure a 70% est
diagnostiquée si le pic de vitesse systolique est supérieur ou égal a 230 cm/s, la vitesse en fin
de diastole supérieure ou égale a 100 cm/s, et le ratio systolique supérieur ou égal a 4

(Tableau 1). L'utilisation d’autres parametres hémodynamiques comme l'index de résistance



(IR= (Vitesse systolique — Vitesse disatolique)/Vitesse systolique) au niveau de lartere
carotide commune ou I'enregistrement de I'artere ophtalmique ou du polygone de Willis peut
améliorer la sensibilité de cette méthode. L'étude planimétrigue mesure le diametre
antéropostérieur intima-intima au niveau du bulbe sténosé et au niveau de I'artére carotide
interne post sténotique. Le degré de sténose est exprimé en utilisant 'une des 2 méthodes
validées en angiographie soit la méthode nord-américaine NASCET (North American
Symptomatic Carotid Trial) (B-A/BEx 100) (6) soit la méthode européenne ECST (European
Carotid Surgical Trial) (C-A/CGs 100) (7) Eigure 1).

Tableau. Stenose artere carotide :
echelle des gris et criteres Doppler
(Conférence de consensus 2003. Radiology 2003 ; 229 : 340-6)

Paramétres primaires Paramétres additionnels

Degré AcIpsy | Bstimation o c0 0 AcIVID
de sténose CI/ Sec e ka SV Ratio CI/ Sec
(%) ( )| plaque (%) ' (cr )
Mormal < 125 — < 2,0 < 40
< 50 <125 < 50 < 20 < 40
5069 125-230 =50 2,040 40-100
=70 ﬂladris
moindre .
qu'une = 230 =50 =40 = 100
stib-occhusion
Haute,
Sub-occlusion rasse ou Visible Variable Variable
indétectable
Occlusion Visible, Non Non
Indétectable lumiére non

totale applicable applicable

observable

ACT: artére camotide interne, PV : pic de wélocité systolique, WTD @ vitesse télédiatolique,
ACC :artée carctide commiine.

Tableau 1 : Critéres diagnostigues des sténoses carotidiennes (5)




Figure 1 : Evaluation du deqgré d’'une sténose carotidienne d'apres l'angiographie.
NASCET: North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial ; ECST:

European Carotid Surgery Trial.

Les résultats obtenus avec les deux méthodes sont fortement corrélés mais non identiques. La
comparaison des degrés de sténose évalués par chague méthode permet d'établir une
correspondance entre les deux méthodabléau 2.

NASCET ECST

40% 70%
50% 75%
60% 80%
70% 85%
80% 90%

Tableau 2 : Mesure du degré de sténose de l'artére carotide interne avec les méthodes
NASCET et ECST.




Méme si les évaluations vélocimétrigue et planimétrigue sont concordantes, la
méthode vélocimétrique reste la méthode de référence.

L’échodoppler permet également une analyse morphologique de la plaque: la
localisation, I'échogénicité (iso, hyper, hypo ou anéchogene), le caractere homogene ou
hétérogene, le caractére régulier, irrégulier ou ulcéré de la plaque, I'existence d’'un thrombus
sur plagque. Les plaques a prédominance hypoéchogéne ont un signal hypointense a
'échographie et sont associées a une composante lipidique importante et a une possible
hémorragie intra-plaque. Elles sont considérées comme des plagues a risque d’embolies
cérébrales. Les plagues a prédominance hyperéchogéne ont un signal hyperintense a
I'échographie et sont associées a une composante calcique importante. Elles sont considérées

comme des plaques stables (8).

Le calcul du degré de sténose en angioscanner et en angiographie par résonnance
magnétique (ARM) apres injection de gadolinium se fait grace aux criteres NASCET et ECST
a partir de I'analyse des images en coupes axiales et aprés reconstruction en trois dimensions
ou en multiplanaire. L’angioscanner carotidien permet une bonne résolution spatiale mais les
calcifications peuvent géner son interprétation. Il permet une analyse de la structure de la
plague. L’ARM avec injection de gadolinium a une sensibilité et une spécificité excellentes
pour le diagnostic des sténoses carotidiennes séveres. Le diagnostic d’occlusion carotidienne
est également trés fiable avec cette technique. Par contre, elle peut, dans certains cas,
surestimer le degré de sténose.

L’artériographie conventionnelle tétra pédiculaire était 'examen de référence mais elle
présente des risques estimés a 1% dans I'étude ACAS (9). Elle est rarement réalisée
actuellement.

I est recommandé d’associer deux examens parmi échodoppler, ARM ou

angioscanner. En cas de discordance des résultats, un troisieme examen doit étre réalisé

(Eigure 2).



I

PROX.ACI DROITE _

Figure 2 : Visualisation d’une sténose de la carotide interne en echodoppler (A), en
anqgioTDM (reconstruction 2D) (B), en ARM (reconstruction 3D MIP) (C) et en
artériographie (D).
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3.Prise en charge des patients ayant une sténose athéromateuse de
la carotide

a) Sténose carotidienne asymptomatique

(1) Traitement médical

Un traitement médical optimal doit étre proposé aux patients présentant une sténose
asymptomatique de la carotide. Un traitement par antiagrégant plaquettaire doit étre prescrit
(aspirine ou clopidogrel) associé a une prise en charge des facteurs de risque
cardiovasculaires. Un traitement par statine doit étre associé méme en |'absence de
dyslipidémie. Un équilibre optimal de la tension artérielle et du diabéte doit étre recherché. Le
tabagisme doit étre interrompu. Une perte de poids pour les patients en surpoids ou obése et

une activité physique réguliére sont recommandées.

Il faut également informer les patients du risque d’AIT ou d’AIC et leur expliquer
comment reconnaitre les symptémes évocateurs afin d’étre dirigé le plus rapidement possible

vers une unité de neurologie vasculaire.

Une surveillance clinique et par échographie doppler doit leur étre proposée afin de ne
pas méconnaitre un événement neurologique passeé inapercu, de contrbler leurs facteurs de

risques cardiovasculaires, et d’évaluer la progression de la plaque carotidienne.

(2) Traitement radical

Le traitement radical des sténoses asymptomatiques de la carotide par

endartériectomie ou par angioplastie est trés débattu (9).

L’étude ACAS (9) en 1995 a évalué le risque du traitement médical seul versus
traitement chirurgical chez 1662 patients agés de 40 a 79 ans ayant une sténose
asymptomatique de la carotide. A 5 ans, il existait une diminution du risque d’AVC
ipsilatéral a la sténose dans le groupe «traitement chirurgical » par rapport au groupe
« traitement médical » mais il n’y avait pas de diminution du risque d’AVC ipsilatéral sévére
ou de déces. L'étude ACST (10) a inclus 3120 patients ayant une sténose carotidienne
asymptomatique supérieure a 60%. Le bénéfice de la chirurgie était prouvé avec une
diminution du risque d’AVC de 4,1% a 5ans et de 4,6% a 10 ans. Cependant, le risque de la

chirurgie était de 3%. L'étude CREST (11) a comparé I'endartériectomie versus I'angioplastie
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de la carotide chez 1181 patients ayant une sténose carotidienne asymptomatique.
L’angioplastie est associée a une augmentation du risque d’AVC per-opératoire ou a 4 ans et
de déceés par rapport au groupe « endartériectomie ».

La décision du traitement radical des sténoses asymptomatiques se prend donc au cas
par cas. Cependant, certains patients seraient plus susceptibles d’obtenir un bénéfice de la
chirurgie : les hommes (12), les patients agés de moins de 75 ans ou ayant une espérance de
vie de plus de 5 ans (10), la progression de la sténose plus que le degré de sténose (13),
I'existence d’'un infarctus cérébral silencieux, I'existence d’un retentissement hémodynamique
(par mesure de la vasoréactivité cérébrale a I'hypercapnie au doppler transcranien) (14), la
présence de signaux microemboliqgues (MES) en aval de la sténose (15), une plaque de
composition lipidique et avec la présence d’hémorragies intra-plaque (visible a I'échodoppler
ou a I'IRM de plague) ou inflammatoire (mesurée par tomographie par émission de positons
aprés injection d&°FluoroDésoxyGlucose (PET-FDG)). Si la décision d’un traitement radical
est prise, le traitement chirurgical sera privilégié. Le traitement par angioplastie sera réservé
aux patients ayant des contre-indications a la chirurgie, ou ayant une sténose inaccessible ou

une sténose radique (16).

b)  Sténose carotidienne symptomatique

(1) Traitement médical

Le traitement médical associant la mise en place dun traitement antiagrégant
plaguettaire et la prise en charge des facteurs de risque cardiovasculaire doit étre instauré le
plus t6t possible apres le diagnostic. Le contrdle strict de la tension artérielle ne doit pas étre
recherché dans les premiers jours apres 'AVC, d’autant plus s'il s’agit d'un accident de cause
hémodynamique.

(2) Traitement radical

Le traitement chirurgical doit étre réalisé le plus tét possible (12, 1Rb#well et
al. (12, 17) ont montré que lI'endartériectomie permettait de diminuer de 30% le risque
d’AVC a 5 ans, en particulier si la sténose carotidienne était supérieure a 70%. Pour les
sténoses comprises entre 50 et 70%, le traitement chirurgical a montré un bénéfice pour les
sujets de sexe masculin, pour les patients agés de plus de 75 ans par rapport a ceux de moins

de 65 ans, et si le geste chirurgical est réalisé dans les deux premieres semaines apres
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I'événement neurologique. Le traitement chirurgical par endartériectomie doit étre privilégié
pa rapport a I'angioplastie. L'étude EVA 3S (20) a montré que le risque d’AVC ou de déces
a 1 mois était plus important dans le groupe « angioplastie » (9,6%) par rapport au groupe
« chirurgie » (4%). Le traitement par angioplastie sera réservé aux patients ayant des contre-

indications a la chirurgie, ou ayant une sténose inaccessible ou une sténose radique (16).

(3) Une patrticularité : un risque de récidive précoce élevé

Les patients ayant une sténose carotidienne symptomatique ont un risque élevé de
récidive d’accident ischémique. Ce risque de récurrence est trois fois plus élevé que pour les
autres étiologies d’AVC (21)La récidive est trés précoce survenant dans les premiers jours

qui suivent le premier événement (22, 23).

Le niveau de risque de récurrence n’est pas uniforme selon les patients. De nombreux
facteurs de risque ont été identifiés: I'age, le sexe masculin, le type d’événement clinique
initial (le risque est plus important s’il s’agit d'un AIC que s’il s'agit d'un AIT ou d’'une
ischémie rétinienne). Les caractéristiques de la plaque carotidienne sont aussi importantes en
particulier le degré de sténose, les contours irréguliers de la plaque a l'imagerie,
I’hypoéchogenicité qui sont associés a une augmentation du risque de récidive (24-26).
L’existence d’une mauvaise tolérance hémodynamique augmente également ce risque (27).
RécemmentMarnane et al.(28) ont montré que l'inflammation de la plaque carotidienne
mesurée par tomographie par émission de positons apreés injectftnfli®rodésoxyglucose

(PET FDG) était aussi un facteur de récurrence

Le facteur prédictif de récidive précoce le plus puissant, a I'heure actuelle, est la
présence de signaux microemboliques (MES) en aval de la sténose carotidienne. Les patients
présentant des MES sont a haut risque de récurrence alors que le risque est faible chez les
patients sans signaux microemboliques (29-32) (voir chapitre B.5.b.). Cette
microembolisation peut étre réduite avec une double antiagrégation plaquettaire associant
clopidogrel et aspirine (plus efficace que 'aspirine seule). Le fait de faire disparaitre ces MES
diminuerait le risque de récurrence précoce (33). Les patients ayant des MES sont donc traités
par double antiagrégation plaquettaire en attendant I'endartériectomie ou I'angioplastie de la

carotide. La présence de MES modifie donc la prise en charge thérapeutique de ces patients.
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B. Microembolisation cérébrale

1.Généralités

Les signaux microemboliques (MES) peuvent aussi étre appelés HITS (High Intensity
Transient Signals) dans la littérature. Nous les appellerons MES dans la suite de I'exposé.
Spencer (34) a été un des premiers a les décrire en 1990 lors des procédures
d’endartériectomie. Il a montré que le doppler transcranien était une technique tres sensible
pour détecter les emboles cérébraux qu'ils soient de nature gazeuse ou solide. Dans les
sténoses carotidiennes asymptomatiques, ils sont un facteur de risque d’AIT ou d’AIC (35).
Dans les sténoses carotidiennes symptomatiques, ils sont le principal facteur de risque de
récurrence d'événement vasculaire cérébral (29-32), conduisant a modifier la stratégie

thérapeutique initiale (33).

2.Diagnostic

a) Moyens techniques

lIs sont recherchés en doppler transcranien (36). On les recherche le plus souvent en
regard de l'artere cérébrale moyenk@lre 3). L’absence de fenétre acoustique temporale
(souvent chez la femme agée) peut empécher la réalisation de cet examen. Il est également
possible de les rechercher au niveau de la circulation postérieure en regard de l'artere
cérébrale postérieure (37). L'artere cérébrale moyenne est repérée en utilisant une sonde
doppler de 2 MHz et un doppler transcranien. La profondeur choisie est entre 48 et 58 mm
afin d’obtenir un spectre optimal. La sonde doppler est ensuite fixée sur la fenétre temporale
acoustique au moyen d’un dispositif de contention spécifigiggife 4). Le gain est réduit au
minimum. Un systeme d’analyse 64 ou 128 ou 256-point fast Fourier transform (FFT) et un
filtre a 100 Hz est utilisé. Le volume d’échantillonnage est entre 4 et 5 mm. La détection des
MES est réalisé sur un monitorage doppler continu de 30 minutes a 1 heure. L’'augmentation
de la durée de I'enregistrement ou la répétition de la procédure augmente la proportion de
patients ayant des MES (38). Un opérateur expérimenté écoute et observe le spectre doppler
en continu pendant tout le temps du monitor&gguie 5). De facon concomitante, I'examen

est enregistré sur un magnétophone pour pouvoir étre relu en cas de signal douteux.
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Figure 3 : Représentation schématique de 'anatomie de la vascularisation cérébrale

Figure 4 : Photographie de I'appareil de doppler transcréanien (& gauche) et du dispositif

de contention de la sonde doppler sur I'artere cérébrale moyenne (& droite)
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b)  Criteres diagnostiques

Les MES sont reconnus comme des signaux (39 ,Hre 5):

- transitoires (moins de 300 msec),

- de haute intensité (> 3dB),

- unidirectionnels,

- présents dans le spectre doppler,

- survenant au cours de la systole,

- accompagnés d'un bruit caractéristique (comme Il'ouverture d’'un bouchon de
champagne),

- et sans cause possible d’artéfact au méme moment.

Les artéfacts sont le plus souvent bidirectionnels et leur intensité est maximale dans les basses

fréquences (38).

Fiqure 5 : Visualisation d’un signal microemboligue au doppler transcréanien
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c) Meéthodes automatisées

Certains auteurs (41-43) ont essayé de développer des modéles automatisés pour faciliter leur
recherche mais ces modeles sont moins performants que les systemes de perception humaine

avec une sensibilité allant de 40 a 77% et une spécificité au maximum de 78,5%.

3.Situations cliniques associées a la présence de MES

On peut retrouver ces MES dans différentes circonstances Tdélleau 3. Tout
d’abord, ils sont retrouvés a la phase aigué des AIC ou des AIT. Par ordre de fréquence, ils
sont d’abord retrouvés dans les AVC liés a I'athérome des gros troncs artériels puis dans les
AVC liés a la fibrillation auriculaire (leur fréquence est faible dans la fibrillation auriculaire).
lls sont absents dans les AVC lacunaires. lls sont associés a la maladie athéromateuse des
gros troncs artériels: les sténoses athéromateuses carotidiennes symptomatiques ou
asymptomatiques (39, 45-48), les occlusions carotidiennes, les sténoses de l'artere cérébrale
moyenne, les plaques d’athérome aortique. Ills sont également retrouvés dans les dissections
carotidiennes. Les MES sont également associés a de nombreuses causes cardioemboliques :
la fibrillation auriculaire (49), les valves cardiagues mécaniques ou bioprothéses (49, 50), la
phase aigué d'un infarctus du myocarde, les cardiomyopathies dilatées, la présence d'un
thrombus intra-cardiaque, I'endocardite infectieuse, le foramen ovale perméable, les tumeurs
cardiaques. lls sont aussi retrouvés lors des endartériectomies (34), lors des interventions a
coeur ouvert (51, 52) ou lors des artériographies (artériographie diagnostique,
coronarographie, angioplastie de la carotide). lls sont parfois associés a certaines maladies de
systeme comme le lupus érythémateux disséminé, le syndrome des anti-phospholipides, la

maladie de Behcet, la maladie de Takayasu (44).
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Tableau 3 : Différentes situations cliniques associ€es a la présence de MES (44)
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4. A quoi correspondent ces MES en réalité?

L’étude doppler permet seulement de différencier les particules gazeuses des
paticules solides (53, 54) et d’évaluer leur taille. Dans deux études expérimentales (55, 56),
des emboles de différentes natures (thrombus, agrégats plaquettaires, matériel athéromateux,
graisse, air) ont été injectés soit dans la carotide interne d’'un mouton (55) soit dans I'aorte
d'un lapin (56) et les signaux recueillis au doppler ont été analysés. Ces deux équipes ont
montré qu’il existait une corrélation entre la taille de I'embole et l'intensité et la durée du
signal. Une autre étude ddarkus et al.(57) a analysé les signaux doppler apres passage
d’emboles de différentes natures dans un systeme dénflikro. Cette étude a montré une
corrélation entre la taille de 'embole et 'amplitude maximale atteinte ainsi que la durée de
'amplitude maximale atteinte. Pour un embole de méme taille constitué soit de matériel
athéromateux soit d’agrégats plaquettaires, I'amplitude maximale atteinte au doppler n’est pas
la méme. L'amplitude maximale est plus importante pour le matériel athéromateux que pour
les agrégats plaquettaires. Il est cependant tres difficile de faire la différence entre un embole
athéromateux de petite taille et un agrégat plaquettaire de taille importante. A I'heure actuelle,
il nest donc pas possible de différencier la nature exacte des emboles solides a l'aide du

doppler transcranien.

Il est possible que la nature des MES varie en fonction de leur origine. Les MES
présents chez les porteurs de valve seraient d’origine gazeuse car le signal doppler est tres
intense, il N’y a pas d’événements cliniques associés et leur prévalence n’est pas diminuée par
le traitement anticoagulant (49, 58, 59). Les MES liés a la fibrillation auriculaire seraient
plutét d’origine thrombotique car sensibles a la prise d’anticoagulant (60). Nous supposons
aussi que les MES présents chez les patients porteurs d'une sténose athéromateuse de la
carotide seraient constitués soit d’agrégats plaquettaires ou d’agrégats leuco-plaquettaires car

leur prévalence est diminuée par le traitement antiagrégant plaquettaire.

5.Cas particulier des sténoses athéromateuses de la carotide

a) Sténose carotidienne asymptomatique

Chez les patients porteurs d’'une sténose carotidienne asymptomatique, les MES sont
retrouvés dans environ 10% des cas (15, 61). Leur présence est un facteur de risque d’AlT ou

d’AVC (35). Dans I'étude deéMarkus et al.(15) portant sur 467 patients ayant une sténose
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asymptomatique, le risque d’avoir un AIT ou un AIC dans les 2 ans est multiplié par 2,54 en

présence de MES.

b)  Sténose carotidienne symptomatique

Chez les patients porteurs de sténose carotidienne symptomatique, les MES sont
retrouvés dans environ 40% des cas (61) (plus fréquemment que pour les sténoses
asymptomatiques). Leur présence et leur nombre sont inversement proportionnels au temps
écoulé depuis la survenue des symptdomes (42, 47, 62, 63). lls sont le plus souvent détectés
dans les premieres heures apres I'événement neurovasculaire mais ils peuvent étre retrouves
plusieurs jours ou semaines apres les symptémes (64). lls sont le principal facteur de risque de
récurrence d’événement vasculaire cérébral (29, 31, 32, 65, 66). Une revue de la littérature
(61) montre que le risque d’AVC et/ou d’AIT est de 1,3% par jour si le patient présente des
MES contre 0,3% si le patient n'a pas de MES. Dans I'étude de Markus et ala (@®sence
de MES multiplie par 4,7 le risque de récurrence d’AIT ou d’AIC indépendamment des
facteurs de risques cardiovasculaire, du degré de la sténose carotidienne, et du délai apres le
premier événement. Les MES ont donc une valeur discriminante vis-a-vis du risque de
récidive précoce. Le risque est tres élevé en présence de MES alors qu'il est tres faible,

presque nul, en leur absence.

c) Diminution des MES par un traitement antiagrégant

plaquettaire

Dans les sténoses de la carotide, la prévalence des MES peut étre diminuée ou
disparaitre par la mise en place d’'un traitement antiagrégant plaquettaire. Les MES sont
diminués voir disparaissent dans les 30 minutes aprés I'administration de 500 mg d’aspirine
en intraveineux (67)D’autres antiagrégants plaquettaires comme le clopidogrel, la ticlodipine
(66) ou le tirofiban (inhibiteur du récepteur Gplibllla) (68) diminueraient la
microembolisation cérébrale. Une double anti-agrégation par aspirine et clopidogrel semble
étre plus efficace qu’une simple anti-agrégation par aspirine seule (33, 69). L’étude CARESS
(33) montre une diminution de 40% des MES sous double anti-agrégation plaquettaire par
rapport au traitement par aspirine seule. Le traitement anticoagulant ne semble pas influencer

la microembolisation cérébrale dans cette étiologie (61, 66).
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Dans notre service, nous utilisons une double antiagrégation plaquettaire lorsque des
MES sont trouvés chez les patients ayant fait un AIT ou un AIC en rapport avec une sténose
carotidienne car le rapport bénéfice/risque de ce traitement en présence de MES semble
favorable (33), ce qui conforte I'idée que les MES sont un facteur de causalité de récidive et
pas un simple facteur corrélatif. Dans les centres qui ne réalisent pas la recherche de MES, la
majorité des patients sont traités par une simple antiagrégation plaquettaire, ce qui peut étre
une perte de chance pour les patients qui auraient présenté des MES.

d) Corrélation avec les caractéristiques morphologiques de

la plaque carotidienne

Dans les sténoses carotidiennes, les MES sont corrélés a différentes caractéristiques
morphologiques de la plaque carotidienne. Tout d’abord, les MES sont corrélés au degré de
sténose : les MES sont plus souvent associés aux sténoses supérieures a 70% par rapport aux
sténoses comprises entre 50 et 70% (31, 48, 63, 70). Les MES sont également associés au
caractére hypoéchogéne de la plaque évalué au doppler transcranien (71). Certains auteurs ont
montré qu’ils étaient aussi corrélés a l'irrégularité et I'hétérogénéité de la plaque a I'analyse
anatomopathologique (72) et a l'ulcération de la plaque visible a I'angiographie (31, 73, 74),
eégalement visible macroscopiquement lors de I'endartériectomie (75) ou lors de I'étude
anatomopathologique (76).La présence d'un thrombus intraluminal macroscopiquement
visible lors de I'endartériectomie (75, 77) ou lors de I'analyse histologique (76) est également
associé a la présence de MES. D’autres caractéristiques morphologiques comme la
néovascularisation de la plague carotidienne (78) et I'existence d’une hémorragie intra-plaque

(75, 77) sont corrélées a la microembolisation cérébrale.

e) Corrélation avec le caractéere inflammatoire de la

plaque carotidienne

L’étude deMoustafa et al (la premiere étude portant sur 16 patients (79)) a montre
une corrélation entre la présence de MES et I'inflammation de la plaque carotidienne mesurée
par tomographie par émission de positons aprés injectidfiFefuorodésoxyglucose (PET
FDG) (80). L'étude récente delarnane et al (28) portant sur 60 patients confirme cette

association.
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f) Corrélation avec des marqueurs d’inflammation

systémique

Certains auteurs ont montré également que la présence de MES était corrélée a un
certain degré d’'inflammation systémiquronow et al.(81) ont été les premiers a étudier la
corrélation entre la microembolisation cérébrale et le taux de globules blancs dans le sang.
Leur étude a inclus 43 patients bénéficiant d’'une angioplastie de la carotide pour une sténose
carotidienne asymptomatique ou symptomatique. Le taux de leucocytes et particulierement le
taux de polynucléaires neutrophiles (PNN) dans le sang avant la procédure était corrélé a la
présence et au nombre de MES pendant I'angioplastie de la carotide. Nas(82) aint
inclus 60 patients ayant une sténose symptomatique de la carotide et ont montré que les MES
étaient corrélés au taux de PNN (p= 0,002). lls n'ont pas retrouvé d’association entre la
présence de MES et le taux de monocytes, de lymphocytes ou de protéine C réactive (CRP).
On peut penser gue les PNN activés interagissent avec les plaguettes et forment des agrégats
PNN-plaquettes. Les MES pourraient étre constitués d’agrégats PNN-plaquettes.

g Les MES sont-ils des agrégats leuco-plaquettaires ?

(Annexe 1)

L’étude de Mc Cabe et al.(83) montre une augmentation des agrégats PNN-
plaguettes et monocytes-plaquettes chez les patients ayant une sténose symptomatique de la
carotide (dans les 3 premieres semaines) par rapport aux patients ayant une sténose
asymptomatique. Les auteurs suggérent que le risque de récurrence précoce d’événement
cérébrovasculaire d'une sténose symptomatique de la carotide pourrait étre lié aux agrégats
leucocytes-plaquetteRitter et al. (61) ont étudié la corrélation entre les agrégats leuco-
plaquettaires et les MES chez 30 patients ayant une sténose asymptomatique de la carotide et
chez 16 patients ayant une sténose de la carotide symptomatique depuis moins de 4 jours.
Cette étude n’a pas permis de montrer une différence significative du taux d’agrégats PNN-
plaguettes ou monocytes-plaquettes dans le sang périphérique chez des patients avec une
sténose carotidienne, selon qu’ils présentaient ou non des MES. Cependant, cette étude
incluait peu de patients et des patients a la fois symptomatiques et asymptomatiques. Celle-ci
a par contre permis de montrer une augmentation des marqueurs d’activation plaquettaire
circulants comme la P-sélectine soluble chez les patients avec MES par rapport a ceux sans

MES. Les plaquettes et surtout I'activation plaquettaire pourrait donc jouer un rdle central
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dans la microembolisation cérébrale. Il serait intéressant d’étudier quelles voies d’activation
plaguettaire sont mises en jeu (Annexe 2). La voie d’activation mettant en jeu le récepteur du
collagene GPVI semble particulierement intéressante. En effet, le récepteur GPVI jouerait un
réle dans la formation du thrombus et également dans la formation des agrégats monocytes-

plaguettes au niveau de la plaque d’athérome (84)

C. Lallipoprotéine associée a la phospholipase A2

Plusieurs études rapportent 'intérét de la lipoprotéine associée a la phospholipase A2

(Lp-PLA2), comme marqueur de risque vasculaire (85-95).

1.Lp-PLA2 : au croisement du métabolisme lipidigue et de la
réponse inflammatoire

La Lp-PLA2 fait partie de la superfamille des phospholipases A2, enzymes qui
hydrolysent les phospholipides (96). Elle est produite par les cellules inflammatoires
circulantes et de la paroi intimale (97). La PLA2 se lie a I'apolipoprotéine B-100 (apoB-100)
contenue dans les lipoprotéines : lipoprotéine de basse densité (LDL), lipoparticule (a)
(Lp(a)), lipoprotéine de haute densité (HDL), et autres. La majorité de la PLA2 se lie aux
particules de LDL circulantes (98). La PLA2 va hydrolyser les phospholipides oxydés dans
les particules de LDL pour produire la lysophosphatidylcholine (lysoPC) et des acides gras
non estérifiés (NEFA) (99)Hgure 6). La lysoPC et les NEFA sont des médiateurs de
linflammation en entrainant I'expression de molécules d’adhésion, en activant les leucocytes
et en recrutant les macrophages et les monocytes dans la plague d’athérome, (99, 100)
(Eigure 7). Ainsi, les cellules inflammatoires recrutées dans la plaque d’athérome vont
produire encore plus de Lp-PLA2, ce qui va constituer une boucle d’amplification contribuant

a la progression de I'athérome (99).
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Figure 6 : Mode d’action de la lipoprotéine associée a la phospholipase A2
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Figure 7 : Implication de la lipoprotéine associée a la phospholipase A2 dans la

progression de la plague d’athérome

2.La Lp-PLAZ2 : marqueur d’instabilité de la plague

La Lp-PLA2 a un role dans la progression de I'athérosclékeickinen et al(97) ont
démontré par des techniques d’hybridation in situ et par immunohistochimie la présence de
transcrits d’ARN messager de Lp-PLA2 dans les plagues d’athérome humaines riches en
macrophages, suggérant que la Lp-PLA2 était synthétisée localement par les macrophages.
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Kolodgie et al (101) ont étudié I'expression de la Lp-PLA2 dans les artéres coronaires
de 25 sujets décédés d’'une mort subite d’origine cardiaque. Les échantillons comportant une
plaque avec chape fibreuse fine ou une rupture de plague montraient un taux élevé de Lp-
PLA2 par comparaison aux plaques stables. L’expression de la Lp-PLA2 était plus importante
au niveau du noyau nécrotique ou au contact des macrophages. La Lp-PLA2 a également été
retrouvée dans les plaques d’athérome carotiddannheim et al.(102) ont étudié
I'expression de la Lp-PLA2 sur 167 échantillons de plaque carotidienne de patients ayant eu
une endartériectomie. Les échantillons provenant des patients symptomatiques (ayant eu un
AIT ou un AIC homolatéral a la sténose carotidienne) avaient une expression plus élevée de
Lp-PLA2 et de lysoPC par rapport aux échantillons provenant des patients asymptomatiques.
Ces études suggerent que la Lp-PLA2 pourrait étre corrélée a l'instabilité de la plaque

d’athérome (coronaire ou carotidienne).

3.Lp-PLAZ2 : facteur de risque indépendant d’événements
vasculaires

a) Maladie coronaire

La « West of Scotland Coronary Prévention Study » (103) est la premiere étude a
montrer que la Lp-PLA2 est un facteur de risque indépendant de maladie cardiovasculaire.
L’élévation de la Lp-PLA2 est associée a la survenue d’'un événement cardiovasculaire (RR
1,2, IC 1,08-1,34, p< 0,001). Méme apres ajustement sur les traditionnels facteurs de risques
cardiovasculaires ou pour les autres marqueurs inflammatoires, la relation reste significative
(RR 1,18, IC 1,05-1,33, p< 0,005). La majorité des études évaluant la relation entre la Lp-
PLA2 et la survenue d'un événement coronarien chez des patients sans antécédents de
maladie cardiovasculaire ont montré une association (104). De nombreuses études ont montré
une corrélation entre le niveau de Lp-PLA2 et les facteurs de risques cardiovasculaires
traditionnels comme I'dge (105, 106), le taux de cholestérol total (105), le taux de LDL
cholestérol (85, 105-108), le taux de HDL cholestérol (85, 106, 108), le taux de triglycérides
(106), I'obésité (106), le syndrome métabolique (86). Aprés ajustement sur ces facteurs de
risque, I'élévation de la Lp-PLA2 était toujours associee a la survenue d'un événement

cardiovasculaire.
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b)  Accidents vasculaires cérébraux

Plusieurs études ont montré que la Lp-PLA2 est un facteur de risque indépendant
d’AIC (85-87) ou d’AIT (87, 88). Dans I'étude de Rotterdam (87), une étude prospective
incluant 7983 hommes et femmes de plus de 55ans, 110 cas d’AVC ont été identifies. Le
risque d’AVC augmente avec chaque augmentation de quartile de Lp-PLA2. Aprés
ajustement sur les facteurs de risque cardio-vasculaire traditionnels, I'odds ratio ;fﬂﬁr le 2
le 3™ et le £™quartile de Lp-PLA2 est respectivement de 1,08, 1,58 et 1,97 (p= 0,03).

4.Lp-PLA2 : facteur de risqgue de récurrence d’événements
vasculaires

a) Maladie coronaire

Sabatine et al(89) ont étudié I'association entre le niveau de la Lp-PLA2 chez des
patients ayant une maladie coronaire connue et la survenue d’'un événement cardiovasculaire
incluant la mort cardiovasculaire, linfarctus du myocarde, la nécessité d'une
revascularisation coronaire, I’hospitalisation pour un angor instable et la survenue d’'un AVC.
Une augmentation graduelle de la survenue d’'un événement cardiovasculaire était observée
avec l'augmentation de la Lp-PLA2 avec un odds ratio de 1,41 (IC 1,17-1,70, p< 0,001) dans
le £™ quartile par rapport au®lquartile de Lp-PLA2 (dans un modéle ajusté pour les
facteurs de risques cardiovasculaires traditionnels). L'étudReoténs et al.(90) suggere
aussi I'hypothese que la Lp-PLA2 pourrait étre utilisée pour stratifier le risque des patients

ayant une coronaropathie stable.

Gerber et al.(91) ont évalué le niveau de Lp-PLA2 mesuré au moment de linfarctus
du myocarde et ont montré une augmentation de la mortalité dans les groupes des tertiles
supérieur et moyen de Lp-PLA2 comparés au premier tertile avec des odds ratios de 2.15 et
5.35 (p< 0,001) aprés ajustement pour les facteurs de risque cardiovasculaire traditionnels.
L’étude THROMBO (92) a aussi mis en évidence un doublement du risque de récurrence en

post IDM chez les patients dans le quart supérieur du dosage de Lp-PLA2.
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b)  Accidents vasculaires cérébraux

La Lp-PLA2 parait prédire le risque de récurrence d’AVC indépendamment des FDR
CV traditionnels. L'étude d&lkind et al (93) a dosé le taux de Lp-PLA2 chez 467 patients
hospitalisés pour un premier événement ischémique cérébrovasculaire. Aprés un suivi médian
de 4 ans, 80 patients ont présenté une récidive d’AVC. Le quartile de Lp-PLA2 le plus élevé
était associé a une augmentation du risque de récurrence d’AVC comparé au quartile le plus
bas (OR= 2,09, IC : 1,07-4,08). L'étude ldermann et al(94) montre qu’un niveau €élevé de
Lp-PLA2 chez des patients venant de subir une endartériectomie est associé a un risque plus

important d’événement cardiaque avec un odds ratio de 3,39 (IC 1,13-10,17).

Pour consolider ces données, une méta-analyse (95) portant sur 79 036 participants
venant de 32 études prospectives a été réalisée par «the Lp-PLA2 Studies Collaboration
group ». Pour chaque augmentation d’'une déviation standard de Lp-PLA2, le risque relatif
d’avoir un événement coronaire était respectivement augmenté pour I'activité enzymatique et
pour la masse de 1,10 (1,05-1,16) et de 1,11 (1,07-1,16) de la Lp-PLA2. Le risque relatif
d’AVC était de 1,08 (0,97-1,20) et de 1,14 (1,02-1,27). Pour la mort vasculaire, le risque
relatif était de 1,16 (1,09-1,24) et de 1,13 (1,05-1,22).

5. Stabilité du dosage de la Lp-PLA2

Il a été demontré que la Lp-PLA2 avait un niveau constant chez le méme individu
(109). Son taux ne varie pas en cas de manifestations inflammatoires ou infectieuses
systémiques, contrairement au dosage de la CRP ou aux taux de PNN. Elle peut étre un

marqueur plus spécifique de l'inflammation vasculaire.

Actuellement, le dosage de la Lp-PLA2 peut étre réalisé de deux fagons : soit en
mesurant la masse soit en mesurant I'activité enzymatique. La corrélation entre les deux
techniques n’est pas parfaite (107, 110). La mesure de I'activité enzymatique semble étre plus

sensible pour évaluer le risque de récurrence d’'un événement neurovasculaire (93, 111,134).
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D. Butde I'’étude

Dans notre équipe, nous utilisons les MES dans la prise en charge des patients a la phase
aigué des sténoses carotidiennes symptomatiques. Leur présence nous permet de déterminer
les patients les plus a risque de récidive précoce et nous conduit a modifier notre stratégie
thérapeutique en mettant en place une double antiagrégation plaquettaire. La présence de
MES est le meilleur marqueur actuel du risque de récidive précoce chez ces patients. Mais, la
technique de recherche de MES est colteuse en temps et nécessite un ou plusieurs opérateurs

experimentés, d’ailleurs actuellement trés peu d’équipes en France et en Europe l'utilisent.

Un marqueur plasmatique fortement corrélé a la présence de MES pourrait permettre de
remplacer cet examen dans notre service car il serait beaucoup plus simple d’identifier les

patients a risque et, a terme, pourrait étre appliqué facilement dans les autres centres.

L’objectif principal de notre étude est de rechercher une corrélation entre le taux de Lp-PLA2

et la présence de MES. Si cette corrélation existait, le dosage de la Lp-PLA2 pourrait
remplacer la recherche de MES. Ainsi, les patients ayant une sténose symptomatique de la
carotide a risque de récurrence précoce pourraient rapidement bénéficier d’'une double anti-

agrégation plaquettaire dans l'attente de I'endartériectomie ou de I'angioplastie de la carotide.

L'objectif secondairade notre étude est d’appréhender la physiopathologie des MES. Si nous

pouvions avancer sur la connaissance de la composition de ces micro-emboles, nous pourrions
faire un premier pas utile a la recherche de nouveau traitement. Nous allons rechercher s’il
existe une association entre les MES et les agrégats leuco-plaquettaires (monocytes-plaguettes
et PNN-plaquettes) chez les patients ayant une sténose carotidienne symptomatique. Nous
allons également rechercher si une voie d’activation plaquettaire est privilégiée chez les
patients présentant des MES en analysant les voies de signalisation activées en aval des
récepteurs couplés aux protéines G (voie de 'ADP ou de la thrombine) ou celles activées via
les tyrosines kinases (voie du récepteur du collagene GPVI notamment). Si une voie
d’activation était privilégiée, nous pourrions espérer développer a la fois un marqueur
moléculaire et potentiellement une stratégie thérapeutique en inhibant préférentiellement la

voie concernée.
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[I. Matériels et Méthodes

A. Cadre du protocole

Ce projet est une étude prospective monocentrique (Centre Hospitalier Universitaire
de Toulouse) qui s’est déroulé sous la responsabilité du Pr Vincent Larrue, du Dr Frangoise

Maupas-Schwalm et du Pr Bernard Payrastre.
Plusieurs services ont participé a ce projet :

» [|'équipe du service de neurosonologie du Pr Vincent Larrue : le Dr Brigitte
Guidolin, le Dr Nathalie Nasr, Nathalie Aragon, Valérie Bezombes, Hélene

Pillon et Dominique Roques,

« les services de neurologie vasculaire du Pr Vincent Larrue avec le Dr Alain
Viguier et le Dr Lionel Calviere et du Pr Francois Chollet avec le Dr Blandine

Acket et le Dr Virginie Sattler et 'ensemble des équipes soignantes,

« le service de biochimie de I'h6pital Rangueil avec I'ensemble des techniciens
et particulierement le Dr Jean Marie Botella et le Dr Francoise Maupas-

Schwalm,

» le service d’'Hématologie/Hémostase du Pr Sié en particulier 'TUF d’'Hémostase
Cardio-Vasculaire (Pr Payrastre) avec Cédric Garcia (ingénieur-technicien) et

le Dr Sophie Voaisin,

* [|'équipe 11 de l'unité INSERM 1048 dirigée par le Pr Bernard Payrastre et
avec la collaboration de nombreux chercheurs parmi lesquels Marie-Pierre

Gratacap, Jean Marie Xuereb, Pauline le Faouder, Claire Cénac.

Le comité d’éthique de la recherche du Centre Hospitalier Universitaire de Toulouse
dirigé par le Dr JM. Conil a validé la réalisation du protocole (avis favorable, n°15-0511)
(Annexe 6).

Les patients inclus ont été hospitalisés dans le service de Neurologie vasculaire du Pr
Larrue ou dans le service de Neurologie vasculaire du Pr Chollet pour la prise en charge d’'un
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AIT, d’'un AIC ou d'une ischémie rétinienne. Dans le cadre du bilan systématique d’'un
événement vasculaire neurologique, ils ont bénéficié d'un bilan biologique complet
comprenant un bilan lipidique et une HbA1C, d'un électrocardiogramme (ECG), d’'une
imagerie cérébrale de préférence une IRM cérébrale avec un examen angiographique et d’'un
échographie-doppler carotidien et transcranien. Si 'AIT ou AIC était en rapport avec une
sténose de la carotide, les patients ont été traités par une monothérapie anti-agrégante
plaquettaire, parfois associée a une anticoagulation curative (surtout s'’il existait un thrombus
sur plaque) et une recherche de MES a été réalisée. C'est au moment de la recherche de MES
qgue les patients ont été prélevés (1 tube sec et 2 tubes citratés) pour la réalisation de
'ensemble des analyses de notre étude. Si la recherche de MES était positive, une double
anti-agrégation plaquettaire était mise en place en attendant I'endartériectomie ou

'angioplastie de la carotide. En cas de recherche négative, le traitement n’était pas modifié

(Eigure 8).

Autre étiologie
e Explorations:
nement Biologie
clinique > cs o
Imagerie cérébrale

Doppler carotidien

etTC Sténose_ carotidienne

y

Recherche
MES

MES positif MES Négatif

Figure 8 : Protocole expérimental de I'étude
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B. Population de I'étude

1.P4dients

Les patients, explorés dans le service de Neurologie Vasculaire, Hopital Rangueil,
Centre Hospitalier Universitaire de Toulouse, ont été inclus de facon prospective de décembre
2011 a fevrier 2013. lls ont tous bénéficié d'une eéchographie-doppler carotidien et
transcranien et d'une recherche de signaux microemboliques sur l'artere cérébrale moyenne

(ACM) en aval de la sténose carotidienne symptomatique.
Les patients majeurs des 2 sexes étaient inclus si :

* ils avaient présenté un accident ischémique constitué ou un accident

ischémique transitoire ou une cécité monoculaire,
» datant de moins de 60 jours,

* en rapport avec une sténose athéromateuse supérieure ou égale a 50% de la

carotide interne extra-cranienne.
 ils ne présentaient pas d’autre cause potentielle d’AIC ou d’AlT.

» ils avaient consenti de facon libre et éclairée a la réalisation de cette étude
(Annexe 4 et 5).

Les patients présentant une des caractéristiques suivantes étaient exclus de I'étude :

absence de/ou mauvaise fenétre temporale acoustique,

» présence d'une cause cardiaque pouvant étre a l'origine de MES (valve

cardiaque prothétique ou fibrillation auriculaire),

» occlusion ou sténose de ’ACM homolatérale a la sténose de la carotide interne

extracranienne,

» traitement par clopidogrel au moment de l'inclusion.
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Les informations suivantes ont été collectées:

e age,
*  sexe,
e poids, taille, indice de masse corporelle (IMC),

» les facteurs de risque cardiovasculaires (diabéte, hypertension artérielle (HTA),
tabagisme actif ou sevré depuis moins de 3 ans, ATCD familiaux
cardiovasculaires précoces),

» le diagnostic (AIT, AIC ou ischémie rétinienne),
» le délai entre les symptémes et I'inclusion dans I'étude,

* la sévérité de 'AVC a I'admission par le calcul du score NIHSS (112) (Annexe
3),

» lutilisation et le type dantiagrégant plaquettaire ou de traitement
anticoagulant,

* la présence d’'un traitement par statines,
* le degré de sténose carotidienne évalué par échographie-doppler,

» laspect échographique de la sténose (échogénicité, aspect irrégulier, présence
d’un thrombus),

* la concentration des marqueurs dinflammation systémique (GB, PNN,
monocytes, CRP),

* La concentration des marqueurs lipidiques (LDL cholestérol et lipoparticule

(a)),
e lavaleur de 'HbA1C,
» lavaleur du dosage de I'activité enzymatique de la Lp-PLA2 dans le plasma,

* le pourcentage d’agrégats monocytes-plaquettes et PNN-plaquettes dans le
plasma,

* le niveau de protéines plaquettaires phosphorylées AKT, P38 et SLP76 dans le
plasma,

e [lévolution a 1 mois (survenue d'une récidive d’AIT ou AIC ou autre
complication).
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2. Témoins

Nous avons inclus un groupe témoin de sujets non malades pour I'analyse des agrégats
leuco-plaquettaires et de la signalisation plaquettaire. En effet, il s’'agit d'études

expérimentales et nous ne disposons pas de valeurs de référence.
Les critéres d’inclusion des témoins étaient :
» absence de facteurs de risque cardio-vasculaires,
» absence de maladie cardio-vasculaire ou maladie inflammatoire chronique connue,
» absence de traitement antiagrégant plaquettaire,
» consentement libre et éclairé a la réalisation de cette étude.

Pour I'étude de la Lp-PLA2, nous disposions des valeurs de sujets témoins fournies
par le laboratoire Eurobio représentant la société diaDexus Hites ont été obtenues a
patir de 115 sujets francais masculins et féminins agés de 40 a 70 ans. Une valeur supérieure
ou égale a 195 nmol/min/mL dans une population d’hommes et femmes ayant présenté un
AIT ou un AIC représente la valeur du tertile supérieur (correspondanf‘&?pérkentiIe) au-
dda de laquelle le patient présente un risque accru de récidive d’accident vasculaire. C’est

cette valeur qui nous servira de référence dans notre étude.

C. Etude doppler

1.Stnose carotidienne

Le degré de sténose carotidienne a été quantifié grace a I'échographie-doppler (Philips
IlU22), en se basant sur la conférence de consensus de la société des radiologues en
echographie (5). Selon ces critéres, une sténose carotidienne supérieure ou €gale a 50% était
diagnostiquée si le pic de vitesse systolique était supérieur ou égal a 125cm/s, la vitesse en fin
de diastole supérieure ou égale a 40 cm/s, et le ratio systolique supérieur ou égal a 2. Tous les
patients avaient aussi un examen d’'angiographie (angioTDM ou ARM) pour confirmer le
degré de sténose. Selon lintensité du signal de la plaque carotidienne, les plaques ont été
décrites soit a prédominance hypoéchogéene soit a prédominance hyperéchogéne. Les plagues
a prédominance hypoéchogene ont un signal hypointense a I'échographie et sont associées a
une composante lipidique importante et a une possible hémorragie intra-plaque. Les plaques a
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prédominance hyperéchogéne ont un signal hyperintense a I'’échographie et sont associées a

unecomposante calcique importante (8).

2.Recherche de MES

L’artere cérébrale moyenne du coté homolatéral a la sténose carotidienne était repérée en
utilisant une sonde doppler de 2 MHz et un doppler transcranien (DWL Multidop). La
profondeur choisie était entre 45 et 60 mm afin d’obtenir un spectre optimal. La sonde
doppler était ensuite fixée sur la fenétre temporale acoustique au moyen d’un dispositif de
contention spécifique. Le gain était réduit au minimum. La détection des MES était réalisée
sur un monitorage doppler continu sur 30 minutes. Une transformée de Fourier en 128 points
et un filtre a 100 Hz a été utilisé. Le volume d’échantillonnage était fixé entre 5 et 8 mm. Un
opérateur expérimenté écoutait et observait le spectre doppler en continu pendant tout le
temps du monitorage. De fagcon concomitante, chaque examen était enregistré sur un
magnétophone (Tascam). Les MES étaient diagnostiqués en utilisant les criteres publiés
précédemment (33). Si un signal était douteux, I'enregistrement était revu par un autre
opérateur expérimenté. Les résultats des différentes analyses plasmatiques n’étaient pas
connus des 2 opérateurs expérimentés. Les patients ont été répartis en 2 groupes : 1 groupe
MES- (0 MES) et un groupe MES+ (supérieur ou égal a 1 MES).

D. Echantillons sanguins

Les échantillons sanguins des patients ont été prélevés au niveau d’'une veine périphérique
de l'avant-bras, dans les 60 jours aprés I'événement neurologique, le méme jour que la
recherche de MES, sur 1 tube sec et 2 tubes anticoagulés avec du citrate de sodium. Les
échantillons de sang veineux des patients prélevés sur tube sec (pour le dosage de la Lp-
PLA2) ont été centrifugés a 3500 rpm pendant 15 minutes dans les 2 heures suivant le
préléevement. Le sérum a été prélevé et distribué dans des cryotubes congelés a —80°C. Ces
échantillons ont pu étre conservés a -80°C jusqu’a 9 mois aprées le prélevement, la stabilité a
long terme de la Lp-PLA2 ayant été démontrée dans des échantillons congelés (87). Pour
minimiser la potentielle activation cellulaire di au prélevement, les échantillons sanguins sur
tube citraté (pour I'analyse des agrégats leuco-plaquettaires et de la signalisation plaquettaire)
de tous les participants (patients et témoins) ont été laissés 1 heure au repos aprées le

prélevement.
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1.Lp-PLA2

Un dosage de l'activité enzymatique de la Lp-PLA2 a été effectué sur un automate
OLYMPUS AV 2700 (Coulter Beckmah avec un kit de dosage spécifique PLAC Tdstla
société Eurobio France représentant la société diaDexU$ Ire principe de dosage réalisé
est le suivant (111): la Lp-PLA2 présente dans le sérum hydrolyse en position sn-2 le substrat
1-myristoyl-2-(4-nitrophenylsuccinyl) phosphatidylcholine et produit du 4-nitrophénol dont le
taux détecté par spectrophotométrie est corrélé a I'activité de la Lp-PLA2.

Apres décongélation a 4°C, les échantillons de sérum des patients ont été centrifugés a
3000 rpm pendant 5 minutes et le dosage sanguin a été réalisé. Un jeu de cing calibreurs de
Lp-PLA2 est utilisé pour tracer une courbe de concordance d’absorbance standard. L’activité
de la Lp-PLA2 (exprimée en nmol/min/ml) présente dans |'échantillon est obtenue en
comparant la valeur de I'absorbance observée a cette courbe de concordance d’absorbance
standard. Toutes les mesures ont été realisées dans le service de Biochimie de I'hdpital de
Toulouse-Rangueil. Les analyses étaient effectuées par un biochimiste qui navait pas

connaissance des données cliniques des patients.

2.Aqgréqats leuco-plaguettaires

Les agrégats monocytes-plaquettes et PNN-plaguettes ont été étudiés chez les témoins
et les patients par une technique de cytométrie de flux. Deux tubes ont été préparés: 1 tube
« isotypique » et 1 tube «test ». Dans chaque tube, 100 pl de sang total ont été déposés.
Ensuite, les cellules ont été fixées avec 500 ul de fixateur commercial (Becton
Dickinsor’Cellfix) pendant 15 minutes a température ambiante. 2 ml de tampon PBS
(Phosphate buffered saline) (NaCl 7,65 g /I, Na2PO4 0,724 g/l, NaPO4 0,210 g/l, pH=7.2)
ont été ajoutés et une centrifugation a 1000 rpm pendant 10 minutes a été réalisée pour
éliminer les plaquettes libres. Le surnageant a été éliminé. Le culot a été resuspendu dans 300
pul de PBS. Dans le tube «isotypique », les différents anticorps (Ac) isotypiques ont été
ajoutés: 5 pl d’Ac Igl de souris couplé au FITC (fluoresceinisothiocyanate) (Invittogdn
A07795), 5 ul d’Ac Igl de souris couplé a I'ECD (phycoerythrin-Texas Red conjugate)
(Coulter Beckmaf, ref: A07797). Dans le tube test, les différents anticorps spécifiques ont
éé ajoutés: 5 pl d’Ac de souris anti-CD14 couplé a I'Alexa Fluor 488 (Becton DicKinson
ref: 557700) qui marque toute la population monocytaire, 5 pl d’Ac de souris anti-CD66b
couplé & PerCP-Cy5.5 (peridinin chlorophyll-A protein + cyanine 5,5) (Becton DicKinson
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ref: 562254) spécifique de la population de type PNN et enfin 10 pl d’Ac de souris anti-CD61
couplé & PE (phycoerythrin) (Becton DickinSomef: 555754) qui est un marqueur stable et
constant de la population plaquettaire. Une incubation de 15 minutes a I'abri de la lumiére a
éte realisée. Ensuite, une lyse des globules rouges a été effectuée en ajoutant 3 ml d’'un
tampon de lyse ACK (144 mmol/l chlorure d’amonium, 17 mmol/l Tris-HCL, pH= 7,4)
pendant 20 minutes a I'abri de la lumiére (113). Une centrifugation a 1000 rpm pendant 10
minutes a ensuite été réalisée et le surnageant a été éliminé. Cette étape a été réalisée 2 fois
(lyse des GR et centrifugation). Le culot a été resuspendu dans 1 ml de tampon PBS. Ces

tubes ont été conservés a 4°C au maximum 2 heures avant la lecture au cytometre.

Les échantillons ont été analysés par cytométrie de flux en utilisant un cytometre
FACS Calibur (Becton DickinsGi. Les résultats sont présentés en pourcentage de
monocytes ou de PNN portant des plaquettes (agrégats monocytes-plaquettes ou PNN-

plaguettes) par rapport a la population totale monocytaire ou PidNIré 9).

Isotypes Test

Collecte sang

Fixation BD Cellfix (15 min) Fixation

CD66b
l (PNN)
Incubation (15 min) Marquage avec anticorps cD14
l (Monocytes)
‘ CD61
Tampon de lyse ACK (20 min) Lyse des GR x 2 (Plaquettes)
Analyse Tubes de cytométrie pour analyse

Figure 9 : Schéma récapitulatif des principales étapes de la technique de détection et
quantification des agrégats leuco-plaguettaires
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En paralléle, un échantillon de sang total a été préparé de facon similaire a la
recherche d’agrégats leuco-plaquettaires mais les plaquettes ont été marquées a l'aide de 10 pl
d’Ac anti-CD42 couplé & PE (Becton DickinSorref: IM 1759U) qui se fixe sur la P-
selectine (marqueur membranaire d’activation plaquettaire), les PNN a l'aide de 5 ul d’Ac
anti-CD66b couplé & PerCP-Cy5.5 (Becton Dickiffsaef: 562254), les monocytes a l'aide
de5 pl d’Ac anti-CD14 couplé & I'Alexa Fluor 488 (Becton Dickin8pref: 557700) et les
noyaux a l'aide de 1 pl de marqueur Hoechst 33342 (Invitf®genes agrégats PNN-
plaguettes activées et monocytes-plaquettes activées ont pu étre visualisés en microscopie

confocale a fluorescence (Microscope confocal Zeiss 710).

3. Signalisation cellulaire impliguée dans I'activation plaguettaire
(Annexe n°2)

Une étude des voies de signalisation activeées en aval des récepteurs couplés aux
protéines G (voie de 'ADP ou de la thrombine) ou celles activées via les tyrosines kinases
(voie du collagene notamment) a été réalisée chez les témoins et les patients par une technique
de cytomeétrie de flux. Les voies de signalisation plaquettaire étudiées sont représentées

schématiquement dans_la Figure. 10
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Figure 1C : Schémades voies de signalisation plaguettaire étudié
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* Validation de la méthode:

Un tube de sang total anticoagulé avec du citrate de sodium a été centrifugé a 1000
rpm pendant 10 minutes pour récupérer le plasma riche en plaquettes (PRP). 300 pl de PRP
ont été distribués dans 3 tubes: 1 tube «Basal» correspondant un niveau basal de
phosphorylation, 1 tube « CRP* » (contenant 1 pg/ml de Collagene Related Peptide, puissant
activateur plaquettaire de la voie GPVI) correspondant au niveau de phosphorylation induit
par activation du récepteur GPVI du collagéne, 1 tube « TRAP » (contenant 50umol/L de
TRAP, puissant activateur plaguettaire de la voie de la thrombine) correspondant au niveau de
phosphorylation induit par activation du récepteur PAR1 de la thrombine. Apres 15 minutes a
37°C, les plaquettes ont été fixées en ajoutant 2 ml de fixateur commercial (Becton
Dickinsorf’Cellfix) par tube et en incubant 15 minutes a 37°C. Chaque tube a ensuite été mis
dans la glace pendant 2 minutes et les échantillons ont été dilués avec 2 ml de PBS. Une
centrifugation a alors été réalisée a 2500 rpm pendant 10 minutes et le surnageant a été
éliminé. Aprés avoir resuspendu chaque culot avec 100 pl de PBS, 900 pl de méthanol a -
20°C ont été rajoutés en agitant au vortex afin de perméabiliser les membranes plaquettaires.
Apres 30 minutes dans la glace, 2 ml de PBS ont été rajoutés et les échantillons ont été
centrifugés a 2500 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant a été éliminé et les culots ont été
resuspendus avec 400 ul de PBS-albumine (3% albumine (w/v) PBS). Chaque échantillon a
été réparti dans 4 tubes (100 ul par tube) : 1 tube «isotypique », 1 tube « p-AKT » dans
lequel on ajoute 1ul d’Ac monoclonal de lapin anti-phospho AKT Ser 473 (Cell sighaling
ref : 4060L), 1 tube «p-SLP 76 » dans lequel on ajoute 1 pl d’Ac monoclonal de lapin anti-
phospho SLP76 (Cell signalifigref : ab75829), 1 tube « p-P38 » dans lequel on ajoute 1 pl
d’Ac monoclonal de lapin anti-phospho P38 MAPK (Cell signdlingef: 4511L). Les
échantillons ont été laissés 12 heures au réfrigérateur puis 2ml de PBS-albumine (3%
Albumine (w/v) PBS) ont été rajoutés et centrifugés a 2500 rpm pendant 10 minutes, le
surnageant a été éliminé. Dans chaque tube, nous avons ajouté 1ml de PBS-albumine (3%
Albumine (w/v) PBS) et 1 pl d’Ac secondaire anti-IgG de lapin couplé a I'Alexa Fluor 488
(Invitrogerf® A11070). Les échantillons ont été incubés 1 heure au réfrigérateur puis dilués
dans 2 ml de PBS-albumine (3% albumine (w/v) PBS) et centrifugés a 2500 rpm pendant 10
minutes. Le surnageant a été éliminé et le culot resuspendu dans 1ml de PBS-albumine (3%
albumine (w/v) PBS).
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Les échantillons ont été analysés par cytométrie de flux en utilisant un cytometre FACS
Calibur (Becton Dickinsof). Les résultats ont été présentés en moyenne géométrique
dintensité de fluorescence (MFI) de la protéine phosphorylée d'intérét par rapport au contréle

isotypique correspondaritifure 11).

La méme procédure a été utilisée pour mesurer le taux basal (plaquettes au repos) de

phosphorylation des protéines AKT, P38 et SLP76 chez une série de patients et de témoins.

Isotype Basal Activé
Collecte
sang, préparation
PRP, incubations
{environ 50 min} \l/
Fixation B[?cellﬁx@ $ Fixation
{15 min) \l,
Pem:naet:i)lli-f atn i Perméabilisation
{30 min) / \l/
. P-P38
Incubation Marqua_ge avec P-SLP76
{overnight) Ac primaires P-AKT
/ |
'"z:ba!i‘m N Marquage avec
(60 min) , Ac secondaires
A i) b
nalyse Tubes de cytométrie pour
analyse

Figure 11 : Schéma récapitulatif des principales étapes de la technigue d’analyse

de la signalisation plaguettaire
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E. Analyse statistique

Les logiciels SigmaStat et ExcelStat ont été utilisés pour cette étude.
Les résultats ont été exprimés en valeur moyenne * écarts types, ou en pourcentages.

Une comparaison des moyennes a été réalisée par un t-test de Student lorsque cela
était possible. Lorsque ce test n’était pas realisable, une comparaison des médianes a été faite

par un test non paramétrique de Mann-Whitney.
Les analyses de corrélation ont été réalisées avec un test de Spearman.
La comparaison des pourcentages a été réalisée avec un test de Khi2.

Une valeur de p< 0,05 a été considérée comme significative.
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[1l. Réalltats

A. Caractéristiqgues générales des patients

1.Caactéristigues cliniques des patiefTtsbleau 4)

Quarante sept patients (36 hommes et 11 femmes) ont été inclus. La moyenne d’age
était de 69,2 ans +/- 12,9 (minimum 40, maximum 88 ans). L'IMC moyen des patients était de
25,7 +/- 4 (minimum 18,75, maximum 36,4). 30 patients (63,8%) étaient hypertendus, 13
(27,6%) étaient diabétiques, 16 (34,7%) étaient fumeurs, 25 (53,2%) avaient une dyslipidémie
et 4 (8,6%) avaient des ATCD familiaux cardio-vasculaires précoces.

40 (85,1%) patients avaient un AIC, 4 (8,5%) un AIT et 3 (6,4%) une ischémie

rétinienne. Le score NIHSS médian était de 1 (minimum 0, maximum 15).

Le degré de sténose moyen était de 78% +/- 16,75. 27 patients (61,3%) avaient une
plague carotidienne a prédominance hypoéchogene. 26 patients (59%) avaient une plaque

irréguliére et 7 patients (15,5%) avaient un thrombus sur plaque.

Le délai médian entre I'événement neurologique et le monitorage doppler a la

recherche de MES était de 2 jours (0 a 58 jours).

Tous les patients étaient traités par aspirine, 15 (31,9%) recevaient également une
anticoagulation curative soit par héparine de bas poids moléculaire soit par héparine non
fractionnée, 20 (42,5%) étaient traités par statines avant I'événement neurologique.

2. MES, échographie et biologie chez les pati€ndbleaux 4 et 5)

Nous avons détecté des MES chez 13 patients (27,6%). Le nombre médian de MES

était de 2 (minimum 0, maximum 38).

Le délai entre 'événement neurologique n’était pas statistiguement significativement
différent entre les patients MES- et MES+.
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Il n'y avait pas de différence statistiquement significative pour le degré de sténose
entre les patients MES- et MES+ (p= 0,482). Le pourcentage de patients ayant des MES
n'était pas différent entre les patients ayant une sténose supérieure a 70% par rapport a ceux
ayant une sténose inférieure a 7®gare 12) (p=0,127).

Il n’y avait pas de différence statistiquement significative pour I'aspect hypoéchogene
de la plague a I'échographie, lirrégularité de la plaque et la présence d’'un thrombus sur

plaque entre les patients MES- et MES+.

I n'y avait pas de différence statistiquement significative pour les variables
biologiques (HbA1C, du LDL cholestérol et de la Lp(a)) entre les patients MES- et MES+, ni
pour les variables biologiques inflammatoires (GB, PNN, monocytes, CRP) ou pour les
plaguettes.

Il est intéressant de noter qu'il y a significativement moins de patients MES+ parmi les

patients traités par anticoagulants que de patients MES- (p= OF0@%)e( 13, Tableau 5.

Le pourcentage de patients traités par statines est plus faible dans le groupe MES+,

mais la difféerence n’est pas statistiquement significative (p= 0,095).
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Figure 12: Répartition des patients MES- et MES+ en fonction du deqgré de sténose
carotidienne supérieur ou inférieur a 70% (exprimé en pourcentage de patients)

Figure 13 : Répartition des patients MES- et MES+ en fonction du traitement
anticoagulant (exprimé en pourcentage de patients)
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Tableau 4 : Caractéristigues cliniques, échographiques et recherche de MES chez les
patients (n= 47) inclus dans notre étude.

Résultats exprimés en moyenne +/- écart type ou en pourcentages

Caractéristiques de la population générale

Age (moyenne en années +/- écart-type) 69,2 #- 12,9
Sexe masculin (% patients) 76,5
IMC (moyenne en kg/nf +/- écart-type) 25,74-4
HTA (% de patients) 63,8
Diabéte (% de patients) 27,6
Dyslipidémie (% de patients) 53,2
Tabac (% de patients) 34,7
ATCD familiaux CV précoces (% de patients) 8,6

Evénement neurologique (% de patients)

AIT 8,5

AIC 85,1

Ischémie rétinienne 6,4
Score NIHSS a 'admission (médiane) 1

Degré de sténose (% moyen de sténose +/- écart-type) 78 +/- 16,75

Echogénicité de la plaque (% de patients)

Prédominance hypoéchogéne 61,4

Prédominance hyperéchogéne 38,6
Irrégularité de la plaque (% de patients) 59
Présence d’'un thrombus sur plaque (% de patients) 15,5
Présence de MES (% de patients) 27,6
Nombre médian de MES chez les patients MES+ 2

Délai entre symptdbmes et recherche de MES
(médiane en jours) 2

Traitement (% de patients) :

Aspirine 100
Anticoagulation par héparine 31,9
Statines 42,5
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Tableau 5 : Différences clinico-biologiques entre patients MES- (n= 34) et MES+ (n=13)

Résultats exprimés en % ou en moyenne +/- écarts types,
p calculé par un test de Mann-Whitney (médianes) ou par Khi2 (%)
ns : non significatif, * p<0,05

MES- (n=34) MES + (n=13)
Délai entre symptémes et 2 2 1ns
recherche de MES (médiane en
jours)
Degré de sténose (% sténose) 76 +/- 17 79 +/- 17 0,482 ns
Irrégularité plague (% patients) 58 61,5 0,8ns
Echogénicité a prédominance 54,8 77 0,83 ns
hypoéchogene (% patients)
Présence d’'un thrombus sur 12,5 23 0,72 ns
plaque (% de patients)
HbA1C (%) 6,26 +/- 1,04 6,58 +/- 1,78 0,68 ns
LDL cholestérol (g/l) 1,22 +/-0,4 1,28+/- 0,5 0,67 ns
Lp(a) (g/l) 0,51 +/- 0,42 0,59 +/- 0,76 0,67 ns
GB (G/l) 7,82 +/- 2 8,54 +/- 4,21 0,97 ns
PNN (G/I) 4,9 +/- 1,7 5,27 +- 4,2 0,4 ns
Monocytes (G/l) 0,63 +/- 0,24 0,52 +/- 0,24 0,19 ns
CRP (mg/l) 5,62 +/-4,8 5,92 +/-5,6 0,83 ns
Plaquettes (G/I) 241 +/- 68 277 +/- 99 0,39 ns
Anticoagulation (% de patients) 41 7,6 0,035*
Statines (% de patients) 50 23 0,095
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B. Dosage de l'activité enzymatique de la Lp-PLA2

1.Résultats concernant I'ensemble des patients inclus dans I'étude

a) Données générales (Tableau 6)

Tous les patients (n= 47) ont pu bénéficier du dosage de I'activité enzymatique de la
Lp-PLA2 : 34 patients MES- et 13 MES+.

La valeur moyenne de la Lp-PLA2 des patients est de 181,6 (+/- 54,6) nmol/min/ml
(Eigure 14). La comparaison des valeurs de Lp-PLA2 de nos patients avec celles de sujets
témoins fournies par le laboratoire Eurobio France ne montre pas de différence
statistiguement significative (médianes 175.9 vs 179.2, ns). Dans notre populftion,
(59,5% patients ont une valeur de Lp-PLA2 inférieure a la valeur seuil définie selon le

laboratoire fournisseur (195 nmol/min/mL) et 19 (40,5%) patients une valeur supérieure.

Sur 47 patients, 36 sont des hommes pour lesquels la valeur moyenne de Lp-PLA2 est de
180.9 (+/- 51.2) nmol/min/mIHigure _15A) et 11 sont des femmes pour lesquelles la valeur
moyenne de Lp-PLA2 est de 183.7 (+/- 67.15) nmol/minFigure 15B). On ne note pas de
différence significative entre les moyennes de ces 2 groupes (t-test, p= 0.88).

La valeur de l'activité de la Lp-PLA2 est statistiquement plus élevée chez les patients agés
de moins de 70 ans (t-test, 206 +/- 54 vs 158,1 +/- 44 ; p= 0,002) ou chez les patients fumeurs
(t-test, 217,4 +/- 56 vs 165,5 +/- 43 ; p= 0,001). Elle n’est pas significativement différente en
fonction du genre (hommes vs femmes, 180,9 +/- 51,2 vs 183,7 +/-67, p= 0,88), de la
présence d'une HTA (170,3 +/- 54 vs 201,3 +/- 51), d’'un diabéte (156,8 +/- 36 vs 191 +/- 58),
d’'une dyslipidémie (173,2 +/- 50 vs 191 +/- 59), d’'un surpoids (192,2 +/- 56 vs 181,3 +/- 54)

ou d’antécédents familiaux cardiovasculaires précoces (180,3 +/- 55 vs 182,5 +/- 55).

La valeur de la Lp-PLA2 est significativement plus basse chez les patients traités

préalablement par statines (t-test, 160 +/- 41 vs 197,6+/- 56 nmol/min/ml ; p= 0,018).
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Tableau 6 : Activité de la Lp-PLA2 en fonction de différents parameétres clinico-

biologiques

Résultats exprimés en moyenne +/- écarts types, p calculé par t-test

(ns : non significatif, *p<0,05, **p<0,01)

Activité de la Lp-PLA2

(nmol/min/mi) P
Population totale, n= 47 181,6+#- 55
Age
<70ans, n=23 158,1+#- 44 0.002**
> 70 ans, n=24 206,04 +/- 54 '
Genre
Homme, n= 36 180.9 +/-51.2 0,88 ns
Femme, n=11 183.7 +/- 67.15
HTA
Oui, n=30 170,3 +/- 54 0,061 ns
Non, n= 17 201,3 +/- 51
Diabete
Oui, n=13 156,8 +/- 36 0,053 ns
Non, n= 34 191 +/- 59
Dyslipidémie
Oui, n=25 173,2 +/- 50 0,27 ns
Non, n= 22 191 +/- 59
Tabac
Oui, n=16 217,4 +/- 56 0,001**
Non, n= 30 165,5 +/- 43
ATCD fam CV précoces
Oui, n=4 180,3 +/- 55 0,98 ns
Non, n=42 182,5 +/- 55
Surpoids (IMC > 25 m/kef)
Oui, n=19 192,2 +/- 56 0,55 ns
Non, n=18 181,3 +/- 54
Statines
Oui, n=20 160 +/- 41 0,018*
Non, n= 27 197,6 +/- 58
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Figure 14 : Activité de la Lp-PLA2 dosée pour la totalité des patients
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Figure 15: Activité de la Lp-PLA2 en fonction du genre des patients

-

Valeur moyenne de I'activité de Iy Lp-
PLA2 en nmol/min/ml
Valeur moyenne de I'activité de Iy Lp-

A : Hommes

B : Femmes

Figures 14 et 15 Les résultats sont exprimés en moyenne (Croix rouge) et écart-types. Les
traits horizontaux correspondent au premier quartile (le plus bas), médiane (intermédiaire) et
troisieme quartile (le plus haut). Les valeurs minimum et maximum sont représentées par les
points bleus
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b)  Corrélation de la valeur de Lp-PLA2 avec les données
echographiques(Eigure 16, Tableau J

La valeur de la Lp-PLA2 ne semble pas corrélée au degré de sténose carotidienne

présentée par le patient dans notre étude (Spearman, p= 0,087). De méme, nous n'avons pas

trouvé d’association statistiquement significative entre une valeur positive de Lp-PLA2 et
I'aspect hypoéchogene de la plaque carotidienne (Khi2, p= 0,83), I'aspect irrégulier de la
plaque (Khi2, p= 0,58) ou la présence d’'un thrombus sur plaque (Khi2, p= 0,77).

20 1
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10 A

Lp-PLA2 -

hypoéchogene

hyperéchogéene
Lp-PLA2 +

15 4

10 4

5 -

irrégulier

égulier

Lp-PLA2- | p-PLA2 +

25 1

20 A

15 A

10 A

5 -

Lp-PLA2- Lp-PLA2 +

thrombus -

thrombus +

Figure 16: Population totale des patients. Etude de la Lp-PLA2 en fonction des

caractéristigues échographiques de la sténose carotidiennes.

A : Echogénicité, B : Plaque irréguliere, C : Existence d’'un thrombus.

Tableau 7 : Comparaison des données échographiques des patients ayant une valeur

d’activité de Lp-PLA2 inférieure ou supérieure a la valeur seuil

Résultats exprimés en % ou en moyenne +/- écarts,tgpmalculé par t-test ou par Khi2 (%)

ns : non significatif

Patients ayant une  Patients ayant une

valeur de Lp-PLA2 < valeur de Lp-PLA2 >

valeur seuil (n=28) valeur seuil (n=19)

Degré de sténose (% sténose) 75 4- 16,6 82,8 +/- 16,3 0,13 ns
Irrégularité plaque 61,5 52,6 0,58 ns
(% patients)

Echogénicité a prédominance 61,5 61 0,83 ns
hypoéchogene (% patients)

Présence d’'un thrombus sur 14,8 16,7 0,77 ns

plaque (% de patients)
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c) Comparaison des valeurs de Lp-PLA2 chez les patients
MES+ et MES-

La valeur moyenne de Lp-PLA2 obtenues pour les patients MES+ est de 183,16
nmol/min/ml (+/- 73) et n’est pas significativement plus élevée que la valeur obtenue pour les

patients MES- qui est de 180,9 nmol/min/ml (+/- 46,97) (Mann-Whitney, médianes 175, 5 vs
195,1, p= 0,75)Rigure 17A).

12 sur 34 patients MES- (35,3%) et 7 sur 13 patients MES+ (53,8%) ont une valeur de

Lp-PLA2 supérieure a la valeur seuikiqure 17B) mais cette difféerence n’est pas
statistiguement significative (Khi?; p= 0,278).
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+ ¥
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T MES
Lp-PLAZs T "
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Figure 17 : Activité de la Lp-PLAZ2 en fonction de la présence (MES+) ou absence de
MES (MES-)
A : Les résultats sont exprimés en moyenne (croix rouge) et écart-types. Les traits horizontaux
correspondent au premier quartile (le plus bas), médiane (intermédiaire) et troisieme quartile

(le plus haut). Les valeurs minimum et maximum sont représentées par les points bleus.
B : Pourcentage de patients.
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d) Comparaison des données biologiques des patients en
fonction de la valeur de Lp-PLA2 (Tableau 8)

La valeur de la LP-PLA2 n’est pas corrélée aux taux d’HbA1C (Spearman, p= 0,235). De
méme, il n’y a pas de différence significative des médianes d’HbA1C entre le groupe des
patients qui ont une Lp-PLA2 supérieure a la valeur seuil et les autres (p= 0,17).

Logiquement, les valeurs de la Lp-PLA2 sont corrélées aux taux de LDL cholestérol
(Spearman, p< 0,001) et il existe une différence statistiquement significative entre le taux de
LDL chez les patients qui présentent une valeur de Lp-PLA2 au-dessus du seulil,
comparativement aux patients ayant une valeur de Lp-PLA2 en-dessous du seuil (t-test, 1,52 +
0,44 vs 1,09 £ 0,38, p< 0,001). Les valeurs de Lp-PLA2 ne sont pas corrélées aux taux de la
Lp(a) (Spearman, p= 0,39), de méme, il n'y a pas de différence significative de Lp(a) dans
nos 2 groupes de patients.

La valeur de la Lp-PLA2 est significativement plus basse chez les patients traités
préalablement par statines (160 vs 196,2 nmol/min/ml, p= 0,018), et le pourcentage de
patients traités par statines avec une valeur de Lp-PIA2 inférieure au seuil est plus élevé que
le pourcentage de patients non traités par statines mais de facon significative (Khi2, p= 0,014)
(Eigure 18et Tableau §

Concernant les variables de l'inflammation, les vaede la Lp-PLA2 ne sont pas
corrélées aux taux de globules blancs (p= 0,572), aux taux de PNN circulants (p= 0,12), aux
taux de monocytes (p= 0,588) ou a la valeur de la CRP (p= 0,397) dans notre étude. De
méme, la comparaison des valeurs (médianes, test de Mann-Whitney) de globules blancs, de
PNN circulants et de CRP ne montre pas de différence statistiquement significative entre le
groupe des patients qui ont une Lp-PLA2 supérieure a la valeur seuil et les patients qui n’ont

pas d’élévation de la Lp-PLA2 au-dessus du seuil.
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Figure 18 : Répartition des patients présentant une Lp-PLA2 supérieure au seuil
(Lp-PLA2+) ou inférieure au seuil (Lp-PLA2-) en fonction du traitement par Statines
(exprimée en pourcentage de patients)

Tableau 8 : Comparaison des variables biologigues des patients ayant une valeur
d’activité de Lp-PLA2 inférieure ou supérieure a la valeur seuil
Résultats exprimés en % ou en moyenne +/- écarts types,
p calculé par un test de Mann-Whitney (médianes) ou par Khi2 (%)
ns : non significatif, * p< 0,05

Patients ayant une
valeur de Lp-PLA2 >
valeur seuil (n=19)

Patients ayant une

valeur de Lp-PLA2 <
valeur seuil (n= 28)

HbALC (%) 6,46 4- 2 6,52 +/- 1,3 0,17 ns
LDL cholestérol (g/l) 1,09 +/-0,4 1,52 +/-0,4 <0.001***
Lp(a) (g/l) 0,66 +/- 0,7 0,43 +/- 0,3 0,18 ns
GB (G/) 8,2 +/- 3,5 7.9+-21 0,85 ns
PNN (G/I) 55+/-3,4 4,6 +/-1,7 0,42 ns
Monocytes (G/l) 0,53 +/- 0,2 0,65 +/- 0,3 0,24 ns
CRP (mgl/l) 53+/-5 6 +/-4,8 0,55 ns

Statines (% de patients) 57,1 18,2 0,014*
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2. Résultats concernant les patients non traités par statines

Puisque le traitement par statines peut diminuer I'activité de la Lp-PE&Rire 19),
(114). Il existe donc un facteur confondant si nous analysons ensemble les patients traités et
non traités par statines. Aussi, nous avons évalué les caractéristiques clinico-biologiques des
patients non traités par statines : 27 patients n'avaient pas de traitement par statines avant

I'inclusion dans cette étude.

a) Données générales

La valeur moyenne de Lp-PLA2 chez ces patients est de 197,6 nmol/min/ml (+/- 58,5). La
Lp-PLA2 est plus élevée dans ce groupe que dans le groupe de sujets contréle dont les valeurs
nous ont été fournies par le laboratoire Eurobio (181,5 nmol/min/ml +/- 38,8) mais la
différence est non statistiquement significative (médianes 196,2 vs 179,2, p=HqLire (
19A). 12 patients (44%) ont une valeur de Lp-PLA2 inférieure a la valeur seuil et 15 patients
(55,5%) une valeur supérieure a la valeur seuil de Lp-PLA2 dans ce groupe de patients non
traités par statines.

Dans ce groupe, la valeur moyenne obtenue de Lp-PLA2 chez les hommes non traités par
statines est de 199,3 (+/- 52,9) nmol/min/ml, elle est de 192,5 (+/- 76,8) nmol/min/ml chez les

femmes. La différence n’est pas statistiquement significative (t-test, p= BigQig 19B).

b)  Corrélation de la valeur de Lp-PLA2 avec les donnees
échographiques
La corrélation entre la valeur de la Lp-PLA2 et le degré de sténose carotidienne est a la
limite de la significativité (Spearman, p= 0,05Biglre 20).
Il 'y a pas de corrélation entre la positivité de la Lp-PLA2 et I'aspect hypoéchogéne de la
plaque carotidienne (Khi2, p= 0,78), I'aspect irrégulier de la plaque (Khi2, p= 0,78) ou la
présence d’'un thrombus sur plaque (Khi2, p= 0,7F@juie 21, Tableau 9.
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Figure 19 : Activité de la Lp-PLAZ2 chez les patients non traités par statines.
A : Tous les patients.
B : En fonction du genre.
Les résultats sont exprimés en moyenne (croix rouge) et écart-types. Les traits horizontaux
correspondent au premier quartile (le plus bas), médiane (intermédiaire) et troisieme quartile (le
plus haut). Les valeurs minimum et maximum sont représentées par les points bleus
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Figure 20 : Courbe de corrélation de l'activité de la Lp-PLA2 en fonction du degré de
sténose carotidienne chez les patients non traités par statines
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Fiqure 21 : Patients non traités par statines. Etude de la Lp-PLA2 en fonction des
caractéristigues échographiques de la sténose carotidiennes.

A : Echogénicité, B : Plague irréguliere, C : Existence d’'un thrombus

Tableau 9: Comparaison des données échographigues des patients non traités par
statines ayant une valeur _de Lp-PLA2 inférieure ou supérieure a la valeur seulil

Résultats exprimés en %, p calculé par Khi2
ns : non significatif

Patients ayant une Patients ayant une

valeur de Lp-PLA2 <  valeur de Lp-PLA2 >
valeur seuil (n=12) valeurseuil (n=15)

Degré de sténose (% 68,6 +/-15,8 80,9 +/-16,9 0,058 ns
sténose)
Irrégularité plaque (% 41,6 43 0,78 ns
patients)
Echogénicité a 50 64 0,78 ns

prédominance
hypoéchogene (% patients)

Présence d’'un thrombus 25 14 0,775 ns
sur plaque (% de patients)
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c) Comparaison des valeurs de Lp-PLA2 chez les patients,
non traités par statines, MES+ et MES-

La valeur moyenne de Lp-PLA2 obtenue chez les patients MES-, 202,5 +/-42
nmol/min/ml, n’est pas statistiquement différente de la valeur 189,1 +/- 81 nmol/min/ml chez
les patients MES+ (p= 0,57Fifure 22A).

53% des patients MES- et 60% des patients MES+ ont une valeur de Lp-PLA2 supérieure
a la valeur seuilHigure 22B).

Nous ne retrouvons pas d’'association statistiquement significative entre la valeur
moyenne de la Lp-PLA2 (p= 0,57) ou le pourcentage de patients ayant une valeur de Lp-

PLAZ2 supérieure a la valeur seuil (p:5) et la présence de MES dans ce sous-groupe.

350 —+

300 -+
250 -+ X
200 + +

150 — l
100 — _L

50 —

A

MES+ MES-

100 _[

Figure 22: Activité de la Lp-PLA2 en fonction de la présence (MES+) ou absence de
MES (MES-) chez les patients non traités par statines.
A : Les résultats sont exprimés en moyenne (croix rouge) et écart-types. Les traits horizontaux
correspondent au premier quartile (le plus bas), médiane (intermédiaire) et troisieme quartile
(le plus haut). Les valeurs minimum et maximum sont représentées par les points bleus.
B : Pourcentage de patients
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d) Comparaison des données biologiques inflammatoires
des patients non traités par statines en fonction de la valeur de
Lp-PLA2

Les valeurs de Lp-PLA2 ne sont pas corrélées aux taux de globules blancs (Spearman, p=
0,638) aux taux de PNN circulants (Spearman, p= 0,095), aux taux de monocytes (Spearman,
p= 0,551) ou a la valeur de la CRP (Spearman, p= 0,529).

De méme, la comparaison des valeurs (médianes, test de Mann-Whitney) de globules
blancs, de PNN, de monocytes circulants et de CRP ne montre pas de différence
statistiguement significative entre le groupe des patients non traités par statines qui ont une
Lp-PLA2 supérieure a la valeur seuil et les autfedbleau 10.

Tableau 10: Comparaison des variables biologigues inflammatoires des patients non
traités par statines ayant une valeur de Lp-PLA2 inférieure ou supérieure a la valeur
seuil

Résultats exprimés en moyenne +/- écarts types,
p calculé par un test de Mann-Whitney (médianes)
ns : non significatif

Patients ayant une Patients ayant une

valeur de Lp-PLA2 < valeur de Lp-PLA2 >
valeur seuil (n=12) valeur seuil (n= 15)

GB (G/I) 79+-1,9 8,5 +/-3,9 1ns
PNN (G/l) 45 +/-1,3 6 +/- 3,7 0,182 ns
Monocytes (G/1) 0,5 +/-0,2 0,5 +/-0,2 1ns
CRP (mg/l) 4,6 +/- 4,5 6,2 +/- 5,6 0,258 ns
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C. Agregats leuco-plaquettaires

1.Population étudiée

Nous avons analysé les agrégats leuco-plaquettaires chez 13 témoins (6 hommes et 7
femmes) avec une moyenne d’age de 26 ans +/- 2,5 (minimum 23, maximum 30 ans), sans
facteur de risque cardio-vasculaires, sans maladie cardio-vasculaire ou inflammatoire connue,
ne prenant pas de traitement pouvant interférer avec les fonctions plaguettaires (antiagrégant,

anti-inflammatoire).

Nous avons pu effectuer I'analyse de ces agrégats chez 29 de nos patients dont 22
patients MES- et 7 patients MES+.

2.Comparaison des sous-groupes : MES+, MES- et témoins

« Agrégats monocytes-plaquettes
Nous avons retrouvé une différence statistiquement significative en ce qui concerne le
pourcentage d’agrégats monocytes-plaquettes chez les patients MES- par rapport aux témoins
(p= 0,002) et chez les patients MES+ par rapport aux témoins (p= 0,003). Par contre, nous
n'avons pas observé de différence significative entre le pourcentage d’agrégats monocytes-
plaquettes des patients MES+ et MES- (p= 0 ,BBiuie 23A).

Grace a I'étude en microscopie confocale a fluorescence, nous avons pu observer que
ce sont les plaquettes activées (exprimant la P-sélectine a leur surface) qui sont

préférentiellement en interaction avec les monocytes et forment les agrégats monocytes-

plaquettesKigure 23B).

» Agrégats PNN-plaquettes
Nous avons retrouvé une différence statistiquement significative en ce qui concerne le
pourcentage d’agrégats PNN-plaquettes entre les patients MES- et les témoins (p= 0,008) et
entre les patients MES+ et les témoins (p= 0,001). Nous n’avons pas observé de différence
significative entre le pourcentage d’agrégats PNN-plaquettes des patients MES+ et MES- (p=

0,24) Eigure 24).
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Figure 23 : Agrégats monocytes-plaguettes

A. Pourcentage d’agrégats monocytes-plaquettes (Pl) trowe2 les témoins (n= 13), les pati
MES- (n= 22) et les patients MES+ (n= 7). Les résultats sont exprimés en nuage de {
pourcentage d’'agrégats monocyRispar rapport au nombre total de monocytes. Les moy
sont indiquées par un trait noir. Le p est calculé par un test non paramétrique de Mann-Whitney |

B. Caractéristiques des agrégats monocytes-Pl en microscopie confocale a fluorestence
patient MES-. Image représentative d’'un agrégat monddlypeis en contraste de phase (pan
gauche) et en fluorescence (panel de droite). Les plaquettes interagissent avec le mon
sous forme activée (expnosant -sélectine). Grossissemex 63.

59



100 -
o 90-
5
g 8 *
5z : >
% p * 0,001

O =,
2.3 60 * P
n_ E - >
1 e
2857 p=0,008
oo
g™
o

o
e 30
o
& 90 L
hed ®
X 10 — b T

of ™
0 T T T
Témoins Patients MES- Patients MES+

Figure 24 : Agrégats PNN-plaguettes trouvés chez les témoins sains (n= 13), les patients
MES- (n= 22) et les patients MES+ (n=7).

Les résultats sont exprimés en nuage de points. Les moyennes sont indiquées par un trait noir. Le p est

calculé par un test non paramétrique de Mann-Whitney U.

3.Agrégats leuco-plaquettaires et données clinico-biologiques

Nous n'avons pas observé d'association statistiquement significative entre le
pourcentage d’'agrégats monocytes-plaquettes et le taux de monocytes circulants (Spearman,
p= 0,536 pour les patients, p= 0,228 pour les MES-, et p= 0,917 pour les MES+) ou entre le
pourcentage d’agrégats PNN-plaquettes et le taux de PNN circulants (Spearman, p= 0,616
pour les patients, p= 0,822 pour les MES-, et p= 0,75 pour les MES+). Nous n’avons pas
observé d’association statistiquement significative entre le pourcentage d’'agrégats
monocytes-plaquettes ou d’agrégats PNN-plaquettes et le taux de CRP (Spearman,

respectivement : p= 0,38 et p= 0,132).

Aucune corrélation statistiguement significative n’a été retrouvée entre le pourcentage
d’agrégats monocytes-plaquettes ou d’agrégats PNN-plaquettes et le degré de sténose de la

carotide (Spearman, respectivement: p= 0,362 et p= 0,242), lirrégularité de la plaque
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(respectivement t-test, p= 0,082 et Mann-Whitney p= 0,259), le caractere hypoéchogéene de la
plague (Mann-Whitney respectivement p= 0,981 et p = 0449) et la présence d’'un thrombus (t-
test, respectivement p= 0,627 et p= 0,097).

Le traitement par anticoagulant ne semble pas interagir avec le pourcentage d’agrégats

monocytes-plaquettes (t-test, p= 0,832) ou d’agrégats PNN-plaquettes (t-test, p= 0,725).

D. Signalisation plaquettaire

Nous avons souhaité évaluer le niveau d’activation de certaines voies de signalisation
intra-plaquettaire par cytométrie de flux, chez des sujets contrdles (13 témoins) et des patients
inclus dans notre étude (20 patients dont 17 MES- et 3 MES+).

1.Validation de la méthode au plan expérimental

Dans un premier temps, afin de valider notre méthode qui est actuellement au stade
expérimental, nous avons comparé chez 4 sujets témoins, les moyennes de fluorescence (MFI)
obtenues par cytométrie de flux révélant la phosphorylation de différentes protéines (p-AKT,
p-P38, p-SLP76) a I'état basal, apres activation par le Collagene Related Peptide (CRP*)
(agoniste du récepteur GPVI du collagéne) ou par le Thrombin Receptor Activating Peptide
(TRAP) (agoniste du récepteur PAR1 de la thrombine).

Concernant la phosphorylation des trois protéines étudiées, nous observons des
différences statistiguement significatives entre la valeur de fluorescence obtenue a I'état basal
et la valeur obtenue aprés activation par le CRP* (p-AKT : p= 0,001, p-P38, p= 0,001, p-
SLP76, p=0,006).

Par contre, il existe une différence statistiquement significatives entre la valeur obtenue a
l'état basal et la valeur obtenue apres activation par le TRAP seulement pour la
phosphorylation de AKT et P38 (respectivement p= 0,003 et p= 0,001). Pour SLP76, la
différence de fluorescence, donc de phosphorylation induite par le TRAP est non significative

(p=0,5) Eigure 25).

Ces résultats reproduisent fidélement ceux obtenus classiquement dans I'équipe en
western blotting. En outre, ils indiquent que la phosphorylation de SLP76 est un marqueur

relativement sélectif des voies mettant en jeu des tyrosines kinases et en patrticulier la voie du
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récepteur GPVI du collagéne. A l'inverse, AKT et P38 sont phosphorylées en aval de la

majorité des récepteurs plaquettaires (ici GPVI et PAR1).

L’'approche en cytométrie de flux, bien adaptée a I'étude des voies de signalisation chez

les patients, apparait donc intéressante a utiliser dans notre étude.

2.Résultats de I'analyse de la signalisation cellulaire par la
cytométrie de flux dans notre étude

Nous avons effectué I'analyse de la signalisation plaquettaire chez 13 témoins, 17
paients MES- et 3 patients MES+.

Malheureusement, nous n’avons pas eu 'opportunité de pouvoir comparer les patients

MES- et MES+ en raison du petit nombre de patients MES+ inclus dans cette étude.

Nous avons donc analysé les niveaux de phosphorylation des protéines AKT, P38 et
SLP76 a I'état basal chez les patients venant de faire un AIT ou un AIC en rapport avec
une sténose carotidienne (MES- et MES+) par rapport aux témoins. Nous n’avons pas
observé de différence statistiguement significative entre les niveaux de phosphorylation de
ces protéines a l'état basal chez les patients (MES- et MES+) par rapport aux témoins
(pour p-AKT : p= 0,27, pour p-P38, p= 0,11, pour p-SLP76, p= ORiQufe 26).
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Figure 25 : Validation de la méthode d’analyse des voies de signalisation plaguettaire en
cytométrie de flux : intensité de fluorescence de différentes protéines phosphorylées
intervenant dans la signalisation plaguettaire (p-AKT, p-P38, p-SLP76) a |'état basal,
activé par le CRP (1 w/ml pendant 15 minutes a 37°C) ou activé par le TRAB0
pmol/L pendant 15 minutes a 37°C) chez 4 témoins.
Les résultats sont exprimés en moyenne +/- écarts types. Le p est calculé par un test non
paramétrique de Mann-Whitney U.

A. p-AKT, B. p-P38, C. p-SLP76
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Figure 26: Intensité de fluorescence de différentes protéines phosphorylées intervenant
dans la signalisation plaguettaire (p-AKT, p-P38, p-SLP76) mesurée chez les témoins
(n=13), les patients MES- (n=17) et les patients MES+ (n=3) a I'état basal.
Les résultats sont exprimés en nuage de points. Les moyennes sont indiquées par un trait noir. Le p est
calculé par un test non paramétrique de Mann-Whitney U.

A. p-AKT, B. p-P38, C. p-SLP76
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E. Evolution a un mois des patients inclus dans I'étude

5 patients ont présenté des complications dans le premier mois aprés I'événement
neurologique.

» 2 patients ont présentés 1 ou 2 récidives d’AIT ou d’AIC dans le territoire en

aval de la sténose carotidienne (avant le traitement radical de la sténose carotidienne).

Ces 2 patients avaient été inclus dans l'étude précocement aprés leur premier
événement cérébrovasculaire : a JO et J1. Tous les deux avaient une sténose pré-occlusive de
la carotide avec une plaque a prédominance anaéchogene, irréguliere et la présence d'un
thrombus flottant. 1 seul des 2 patients avait des MES. Le patient qui n’avait pas de MES
avait été traité par anticoagulant a dose curative avant la recherche de MES (alors que celui
qui avait des MES n’avait pas été traité par anticoagul@ablé¢au 11).

Chez ces 2 patients, les valeurs de la Lp-PLA2 étaient de 169,7 et de 208,3

nmol/min/ml. Seul un des 2 patients avait donc une valeur de Lp-PLA2 supérieure a la valeur

seuil (Tableau 11J).

Ces deux patients n'avaient pas été analysés en tBatitvation de la signalisation

plaquettaire et d'agrégats leuco-plaquettaires.

» 3 patients ont présenté par ailleurs des complications per ou post-opératoire de
'endartériectomie de la carotide (2 sont décédés) : AIC dans le territoire d’aval de la sténose

carotidienne, hématome intracérébral, arrét cardio-respiratoire.
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Tableau 11 : Caractéristigues clinico-biologigues des 2 patients ayant présenté une
récidive d’AIT ou d’AIC dans le premier mois aprés I'événement neurologiqgue

Patient 1 Patient 2

Nombre de récidives 1 2

Délai entre le 1ér événement et 9 14 et 28

la récidive (en jours)

Degré de sténose (% sténose) Pré-occlusive Pré-occlusive
Irrégularité plaque + +
Echogénicité plaque Anaéchogéne Anaéchogéne
Présence d’'un thrombus sur + +

plaque

Présence de MES - +

Nombre de MES 0 1

Valeur d’activité de la Lp-PLA2 168,7 208,3

en nmol/min/ml

Valeur de la Lp-PLA2 - +

supérieure a la valeur seuil

Traitement par statines + +
Traitement par anticoagulation + -
curative
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V. Discussion et Perspectives

Notre travail évalue la corrélation entre un marqueur biologique, la Lp-PLA2, dosée de
maniére automatisée, et I'existence de MES, mis en évidence par une technique doppler trés
spécialisée, chez des patients ayant présenté un accident vasculaire neurologique récent en
rapport avec une sténose athéromateuse de la carotide. En effet, actuellement la recherche de
MES nous permet d’adopter une stratégie thérapeutique différente selon que le patient
présente des MES (bithérapie antiagrégante) ou non (monothérapie antiagrégante) dans
'attente du traitement curatif carotidien. Or cet examen complémentaire est de réalisation
difficile mais actuellement irremplacable, notamment aucune donnée de la littérature ne
permet a ce jour de corréler la présence de MES a un marqueur biologique potentiel. Nous
avons dans ce travail essayé d’évaluer si I'élévation de Lp-PLA2 pouvait étre corrélée a la
présence de MES dans I'hypothése que ce marqueur remplace a terme la recherche de MES
chez nos patients. Par ailleurs, nous avons poursuivi nos travaux en analysant les agrégats
leuco-plaquettaires et certaines voies de signalisation d’activation plaquettaire de patients
inclus dans notre étude afin de clarifier certains mécanismes physiopathologiques impliqués

dans les accidents neurovasculaires.

A. La microembolisation cérébrale

Dans notre étude, 27,6% des patients présentent des MES. Cela est en accord avec les
donnés de la littérature concernant la proportion trouvée de patients MES+ chez des patients
qui ont présenté un AIT ou un AVC en rapport avec une sténose carotidienne (115).

Contrairement aux précédentes études, nous ne retrouvons pas d’association entre la
microembolisation cérébrale et I'aspect hypoéchogene de la plaque a I'échodoppler
carotidien. Cet aspect est débattu dans la littérateeor et al (71) retrouvent une
association entre les MES et I'hnypoéchogénicité de la plaque aloBrgsie et al(63) ne la
retrouvent pas. Cela peut étre expliqué par la mauvaise reproductivité inter-observateur dans
la mesure du degré d’échogénicité de la plaque. Nous n’avons pas retrouvé de corrélation
entre les MES et l'ulcération de la plague ou la présence d'un thrombus intra-luminal.
Cependant, dans les études qui ont retrouvé une association entre I'aspect ulcéré de la plaque
et la microembolisation cérébrale, I'ulcération de la plaque était évaluée soit a I'angiographie
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(31, 73, 74), soit macroscopiquement lors de I'endartériectomie (75) soit lors de I'étude
anatomopathologique (76). D’ailleurs, l'étude déayor et al (71) ne retrouve pas
d’association entre les MES et l'ulcération de plague visible a I'échodoppler carotidien.
L’association entre la présence de MES et l'existence d’'un thrombus intraluminal était
egalement évaluée soit macroscopiquement lors de I'endartériectomie (75) soit lors de
I'analyse histologique (76). Nous pouvons penser que les thrombi de petite taille peuvent ne
pas étre visibles a I'échodoppler. De plus, dans notre étude, les patients chez qui un thrombus

aurait pu étre visible étaient traités par héparine avant la recherche de MES.

Contrairement aux études antérieures (66), nous retrouvons significativement moins de
patients MES+ parmi les patients traités par anticoagulants que de patientsFigs-13).
La particularité de notre étude vient du fait que la recherche de MES a été réalisée tres
précocement apres I'événement neurologique (délai médian de 2 jours) comparativement aux
autres études. Dans I'étude @eertler et al.(66) ou le traitement anticoagulant n’avait pas

d’influence sur les MES, le délai médian de recherche des MES était de 5,6 jours.

Par ailleurs, dans ce travail, nous ne retrouvongljgasociation des MES avec le taux de
PNN dans le sang contrairement a une étude émanant de notre équipe clinique mais dans

laguelle les MES étaient recherchés plus tardivement (médiane de 4 jours) (82).

En fonction de ces deux divergences apparentes, notre hypothése est qu'il pourrait exister
des MES de deux origines. D’'une part, il pourrait exister une origine thrombotique, liée au
systeme de coagulation, a la phase tres précoce de I'accident neurologique, peu corrélée aux
caractéristiques de la plaque. Ceci est conforté par le fait que nous observons une prévalence
réduite de la microembolisation cérébrale chez les patients anticoagulés. Plus tardivement,
leur origine pourrait étre inflammatoire (peut-étre liée aux agrégats leuco-plaquettaires) et
corrélée aux caractéristiques morphologiques de la plague (degré de sténose, aspect

hypoéchogene et irrégularité de la plaque).

Il serait donc intéressant d’évaluer I'intérét du traitement anticoagulant chez les patients
MES+ a la phase trés précoce d’'un événement cérébrovasculaire afin de voir si ce traitement
permet de réduire la prévalence des MES et permet surtout de diminuer le risque de

récurrence précoce.
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Cela pourrait expliquer le fait que nous ne retrouvons pas une prévalence plus importante
des MES chez les patients ayant une sténose carotidienne supérieure &iqds 12
contrairement aux précédentes études (ou les MES étaient plus souvent associés aux sténoses
carotidiennes supérieure a 70% (31, 48, 63, 70)). En effet, notre hypothese est que les MES
recherchés précocement (comme dans notre étude) ne seraient pas liés au degré de sténose
carotidienne. De plus, 31% des patients ayant une sténose supérieure a 70% étaient sous
anticoagulant, traitement qui pourrait potentiellement réduire la prévalence des MES a la

phase hyperaigue.

B. MES etLp-PLA2

La Lp-PLA2 a été évaluée comme facteur de risque d’événements vasculaires ou de
récurrence dans de grandes études de population aux Etats Unis. Il s’agit d'un marqueur
innovant qui n'est pas encore commercialisé en France et qui n'a pas été évalué dans les

centres de soins francais.

La valeur seuil au®§*®tertile obtenue chez 115 sujets témoins francais est similaire & celle
du 3*™ tertile chez les sujets témoins américains (195 nmol/min/@ependant, la valeur
médiane n’est pas la méme (179,2 nmol/min/mL chez les sujets francais versus 172
nmol/min/mL chez les sujets américains) et il existe deux valeurs seuil en fonction du sexe
chez les sujets américains (184 nmol/min/mL pour les hommes et 165 nmol/min/mL pour les
femmes). Nous ne disposons pas de cette donnée chez les sujets témoins francais, néanmoins,
dans notre étude, il ne semble pas y avoir de différence de valeur de Lp-PLA2 entre les
hommes et les femmeEiQure 15. Cela suggere qu’il n'y a peut-étre pas de nécessité de
donner des valeurs seuil en fonction du genre pour la population francaise. Néanmoins ce

point devra étre confirmé apres analyse d’'un plus grand nombre de sujets témoins.

Le choix d'utiliser le 8™tertile comme valeur seuil peut étre discuté car toutes les études
publiées sur le sujet n'utilisent pas la méme valeur (dernier tertile (108) ou dernier quartile
(93, 111)). La encore, une étude portant sur une plus grande population de sujets témoins et de
patients ayant fait un AVC pourrait nous permettre d'affiner la valeur seuil la plus
intéressante, a I'aide de courbes ROC par exemple (dans notre étude, I'établissement d’'une
telle courbe n’était pas contributive en raison du petit nombre relatif de patients et de sujets

témoins).
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Dans notre étude, nous avons retrouve une difféerence de la valeur de la Lp-PLA2 en
fonction de I'age et de I'existence d'un tabagisme (la Lp-PLA2 était significativement plus
élevée chez les patients de plus de 70 ans et les patients ful@earsdsultats sont cohérents
avec des études antérieures (107, 108, 110) qui avaient montré une différence de valeur de la
Lp-PLA2 en fonction de I'age, d’'un tabagisme mais aussi du sexe, de I'ethnie, de I'existence
d'un diabéte, d’'une obésité ou d’antécédents cardiovasculaires, ce que nous n’avons pas
retrouvé, mais nos analyses statistigues manquent de puissance en raison de la taille de

I'effectif analyseé.

Nous avons également retrouvé logiqguement une forte corrélation entre la valeur de
l'activité de la Lp-PLAZ2 et le taux de LDL cholestérol et une diminution de la valeur de la
Lp-PLA2 par le traitement par statineSiqure 18), ceci en accord avec les données de la
littérature (116).

La Lp-PLA2 est actuellement encore un marqueur biqlag en innovation en France,
alors que ce dosage est commercialisé aux Etats-Unis. L'établissement des valeurs de
référence est actuellement probablement plus abouti et adapté a la population américaine. Il
serait donc nécessaire de définir des valeurs de référence pour la population francaise en
incluant un plus grand nombre de sujets sains et en analysant ces valeurs en fonction de
différents paramétres comme le sexe, I'age, I'appartenance ethnique ou I'existence de facteurs

de risque cardiovasculaires.

L’objectif principal de notre étude était de rechercher si la Lp-PLA2 était corrélé a la
présence de MES. Le dosage de I'activité de la Lp-PLA2, réalisé chez 47 patients inclus dans
un délai de 0 a 58 jours apres I'événement neurologique, parmi lesquels 13 présentaient des
MES, n’a pas montré de différence significative entre les patients MES+ et les patients MES-
(Eigure 17). Ce résultat est a interpréter avec prudence du fajtetitt nombre de patients
inclus, et notamment du faible effectif du groupe MES+ (13 patients). Les études qui ont
montré que la Lp-PLA2 était un facteur de risque d’AIT ou d’AIC ou de récurrence
d’événement cérébrovasculaire incluaient un trés grand nombre de patients (des centaines
voire des milliers) (98-101, 106, 108). La Lp-PLA2 est probablement un bon marqueur de
risque d’événement cardio et cérébrovasculaires et de récurrence a I'échelle d’une population.
Par contre, nos résultats suggerent qu’elle ne semble pas étre un marqueur utilisable pour
orienter une prise en charge thérapeutique au niveau d’'un individu dans une situation aigué,

comme nous souhaitions le faire si ce marqueur avait été corrélé aux MES. Mais néanmoins,

70



dans le cas d’une analyse comportant un faible effectif, on peut noter un manque de puissance
des tests statistiques et I'inclusion d’'un plus grand nombre de patients permettrait de conforter

ce résultat.

Actuellement, ce marqueur est utilisé aux Etats Unis comme test diagnostique pour
identifier les patients a haut ou tres haut risque cardiovasculaire afin de leur proposer une
intensification de leur traitement hypolipémiant (117). L'objectif du taux de LDL cholestérol
chez les patients ayant une valeur de Lp-PLA2 supérieure a la valeur seuil est diminué de
30mg/dl par rapport a la valeur seuil recommandée calculée en fonction des facteurs de risque
cardiovasculaires traditionnels. Par contre, pour les patients ayant une valeur de Lp-PLA2
inférieure a la valeur seulil, I'objectif du taux de LDL cholestérol n’est pas modifié, permettant
de ne pas prescrire des traitements hypolipémiants par exces (important dans le cadre des
économies de santé publique).

L'intérét de ce marqueur va peut étre prendre de I'ampleur ces prochaines années car un
inhibiteur de I'activité enzymatique de la Lp-PLA2 (le darapladib) (118, 119) est en cours
d’essai de phase Il (120, 121) afin d’évaluer son impact sur la survenue d’événements
vasculaires chez des patients présentant une coronaropathie €abi@itement semble
diminuer la progression de la plaque d’athérome, en particulier la progression du coeur
nécrotique (122)Si ces études de phase lll sont positives, il sergtessant d’évaluer ce
traitement dans la prévention secondaire des AVC, en particulier ceux en rapport avec une

sténose athéromateuse de la carotide

C. MES et agrégats leucoplaquettaires

Nous avons analysé les agrégats leuco-plaquettaires chez 29 patients ayant eu un AVC
en rapport avec une sténose athéromateuse de la carotide (22 patients MES- et 7 patients
MES+) et chez 13 témoins.

Nous avons retrouvé une différence statistiquement significative en ce qui concerne le
pourcentage d’agrégats monocytes-plaquettes chez les patients MES- par rapport aux témoins
et chez les patients MES+ par rapport aux témoliigufe 23A). Nous avons retrouvé
egalement une différence statistiquement significative en ce qui concerne le pourcentage
d’agrégats PNN-plaquettes entre les patients MES- et les témoins et entre les patients MES+

et les témoinsHigure 24). Il a déja été montré gu'il existait une augmentation des agrégats
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monocytes-plaquettes et PNN-plaquettes a la phase aigie d'un AVC (114,Cki®
augmentation des agrégats leucocytes-plaquettes est surtout rattachée aux AVC lié a une
cause athérothrombotique (116De plus, Cerletti et al. (123) n'ont pas retrouvé
d’augmentation de ces agrégats a la phase aigué des AVC d'origine cardioembolique. La
signification de ces agrégats leuco-plaquettaires dans les sténoses symptomatiques de la
carotide est controversékic Cabe et al(83) ont retrouvé une augmentation des agrégats
monocytes-plaquettes et PNN-plaquettes chez les patients ayant une sténose symptomatique
de la carotide (dans les 3 premieres semaines) par rapport aux patients ayant une sténose
asymptomatique. Par contrdurk et al. (111) n'ont pas retrouvé de différence pour les
agrégats monocytes-plaquettes ou PNN-plaquettes entre les patients ayant une sténose
symptomatique ou asymptomatique de la carotide. Il existait cependant une différence des
agrégats monocytes-plaquettes entre les patients ayant une sténose symptomatique ou
asymptomatique de la carotide et un groupe contrdle sans sténose carotidienne. Certains
auteurs (123-125) pensent que l'activation des plaquettes est nécessaire a la formation
d’agrégats leucocytes-plaquettes. C’est la raison pour laquelle les traitements anti-agrégant
plaquettaire comme l'aspirine, le clopidogrel, le prasugrel ou I'abciximab (anti-Gplibllla)
diminueraient le nombre d’agrégats leuco-plaquettaidesk et al. (113) pensent que
I'activation des monocytes est nécessaire a la formation des agrégats monocytes-plaquettes.
Dans leur étude (113), les agrégats monocytes-plaguettes sont corrélés aux marqueurs
d’activation monocytaire (Cdllb (sous unité alpha de l'intéegpideMacl) et TSP-1). lls
montrent également qu’il existe des agrégats monocytes-plaquettes impliquant des plaquettes
non activées. Dans cette étude, les agrégats monocytes-plaquettes sont corrélés au degré de
sténose carotidienne et au caractere hypoéchogene de la plaque. On peut donc penser qu'il

existe deux origines aux agrégats monocytes-plaquettes.

Dans un premier temps, a la phase aigué d’'un AVC lié a une sténose de la carotide, il
existe une activation importante des plaguettes suite a la rupture de la plaque d’athérome.
Certaines études montrent une augmentation des marqueurs d’activation plaquettaire a la
phase aigué d’'un AVC en rapport avec une sténose de la carotide (augmentation du CD40L
soluble et de la P-sélectine soluble (118)gmentation du CD40L (126) et des marqueurs
d’activation plaquettaire la P-sélectine et le CD63 a la surface des plaquettes (113)). Les
plaguettes activées entraineraient la formation d’agrégats monocytes-plaquettes et PNN-
plaguettes a la phase aigué de I'AVC. Ces agrégats disparaitraient ensuite. Dans I'Btade de
Cabe et al (83), I'élévation du nombre d’agrégats leuco-plaquettaires n’est plus retrouvée 21
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jours apres I’AVC. Dans notre étude, I'analyse en microscopie confocale a fluorescence nous
a montré que ce sont les plaquettes activées (exprimant la P-sélectine) qui sont

préférentiellement en interaction avec les monocytes et forment les agrégats monocytes-

plaquettesKigure 23B).

D’autre part, les agrégats monocytes-plaquettes pourraient étre formés a partir de
monocytes activés. Cette activation des monocytes pourrait étre corrélée aux caractéristiques
de la plague d’athérome (degré de sténose, échogénicité) et peut étre a I'inflammation de la
plaque (113).

Nous n'avons pas observé de différence significative entre le pourcentage d’agrégats
monocytes-plaquettes ou PNN-plaquettes entre les patients MES+ et MES-, ce qui est en
accord avec les résultats obtenus Rdter et al (127).Les MES ne seraient pas constitués
d’agrégats leuco-plaquettaires a la phase tres précoce d’'un AVC en rapport avec une sténose
de la carotide. En effet, dans notre étude et dans I'étudiitide et al.(127), les patients
étaient inclus trés précocement apres I'événement neurologique (médiane de 2 jours dans
notre étude, moins de 4 jours dans l'étude Riter et al. (127) Ces MES détectés
précocement pourraient étre liés a I'activation des plaquettes et au systeme de coagulation. En
effet, I'étude deRitter et al.(127), bien que n’incluant peu de patients (7 MES+ et 9 MES-)
montre une augmentation de I'activation plaquettaire (augmentation de la P-sélectine soluble)

chez les patients MES+ par rapport aux patients MES-.

Il serait intéressant d’évaluer sur un plus grand nombre de patients, a la phase tres
précoce d'un événement cérébrovasculaire en rapport avec une sténose carotidienne, la
corrélation entre la microembolisation cérébrale et la présence de marqueurs d’activation

plaquettaire (P-sélectine ou CD40L) ou de la coagulation (facteur tissulaire par exemple).

D. MES et voies d’activation plaquettaire

Lors de I'étude de la signalisation intra-plaquettaire, nous n'avons pas observé de
différence statistiquement significative dans les niveaux de phosphorylation de base des
protéines (AKT, P38 et SLP 76) entre les patients et les ténicimsré 26). Nos résultats
montrent une tendance a l'augmentation dans le groupe des patients mais également une
hétérogénéité importante. Plusieurs études de la littérature suggérent une augmentation des

marqueurs d’activation plaquettaire chez les patients ayant une sténose carotidienne
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symptomatique par rapport a un groupe contréle (128). En éifatjs et al.etHashimoto et

al. (129, 130) montrent une augmentation de la P-sélectine soluble. De Bélaeet al.

(131) etJurk et al.(113) montrent une augmentation du CD40L soluble. D’autres ont montré
une augmentation de I'expression de la P-sélectine, de CD63 et de CD40L a la surface des
plaquettes (113, 126, 132, 133). Certaines études montrent méme une augmentation des
marqueurs d’activation plaquettaire entre les sténoses symptomatiques et asymptomatiques :
augmentation de la P-sélectine soluble et de I'expression de la P-sélectine et du CD63 a la
surface des plaquettes dans I'étddek et al.(113), augmentation du CD40L a la surface des
plaguettes dans I'étude deha et al.(126). Notre étude n’a pas permis de montrer une
différence significative entre les niveaux de phosphorylation de ces protéines a |'état basal
chez les patients MES+ par rapport aux patients MES-. PouRétdr et al. (127) ont

montré une augmentation des marqueurs d’activation plagquettaire chez les patients MES+ par
rapport aux patients MES-. Dans leur étude, il existait une augmentation de la P-sélectine

soluble chez les patients MES+ par rapport aux patients MES-.

Il est possible que nos résultats soient non contributifs du fait de certains probléemes
méthodologiques :

* Nous avons étudié cette signalisation a partir de plasma riche en plaquettes préparée
suite a un prélevement veineux périphérique, il est donc possible que le signal
retrouvé dans la population de plaguettes potentiellement activées soit tres dilué
par la quantité importante de plaquettes non activées. De plus, les plaquettes
activées ont pu étre potentiellement éliminées entre la plaque et le point de
prélevement sanguin.

* |l est également possible qu’en travaillant sur du plasma riche en plaquettes, les
plaquettes activées, piégées dans les agrégats leuco-plaquettaires et plaguettaires,
aient en fait été éliminées lors de la centrifugation initiale. L’étude en microscopie
confocale montre en effet que les plaquettes associées aux monocytes sont sous
une forme activée (exposant la P-sélectine).

* Les marqueurs choisis sont peut-étre activés seulement de maniere transitoire,
pendant quelques minutes aprés que les plaguettes aient interagi avec la plaque

d’athérome.

Notre travail est a notre connaissance la premiere étude qui analyse le niveau

d’activation de protéines de signalisation plaquettaire par cytométrie de flux chez des patients
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venant de faire une complication thrombotique. Il conviendrait donc d’améliorer
ultérieurement cette technique pour en augmenter sa sensibilité. Nous pourrions, par exemple,
prélever le sang au plus prées de la sténose carotidienne lors des procédures d’angioplastie de
la carotide. Nous pourrions également sélectionner les plaquettes activées seules ou incluses
dans les agrégats par des techniques de tri soit par colonnes d’affinité avec par exemple un
anticorps anti-P-sélectine soit a I'aide d’'un cytometre de flux/trieur. Cette premiére approche
nous a permis de mieux définir les conditions expérimentales a choisir lors d’'une future étude

de I'activation plaquettaire chez ces patients.

E. Risque de récidive d’événement cérebrovasculaire

Méme si ce n’était pas I'objectif premier de notre étude, nous avons souhaité évaluer
le risque de récidive d’AIT ou d’AIC aprés un premier événement cérébrovasculaire chez nos
patients. Malgré le petit effectif analysé, 5 patients ont présenté des complications a un mois
dont deux patients une récidive d’accident neurovasculaire avant le traitement radical de la
sténose carotidienne (les 3 autres patients ont présenté des complications per ou post-
opératoires). Ces deux patients avaient été inclus précocement aprés le premier événement (JO
et J1). lls présentaient tous les deux un thrombus flottant. 1 seul des 2 patients avait des MES
mais le patient qui n’avait pas de MES avait été traité par anticoagulant a dose curative avant
la recherche de MES. Cela pourrait étre en accord avec notre hypothese que les MES pourrait
étre d'origine thrombotique a la phase trés précoce de I'accident neurologique et sensible au

traitement anticoagulant, mais le faible effectif nous empéche de conclure précisément.

F. Limites de I'étude

Notre étude comporte plusieurs limites :

« Comme évoqué préecédemment, la premiéere limite vient du petit nombre de
patients inclus dans notre étude, ce qui diminue la puissance des tests statistiques.
D’ailleurs, pour l'étude de la signalisation, nous n'avons pas pu étudier la
différence entre les patients MES+ et MES-.

e Le groupe de sujets témoins pour I'analyse des agrégats leuco-plaquettaires et de

la signalisation n’était pas apparié en age, en sexe et pour les facteurs de risques
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cardio-vasculaires. Cela peut évidemment modifier les résultats obtenus pour

I'analyse des agrégats leuco-plaquettaires entre patients et témoins.

Il existait également un biais de sélection des patients car ceux traités par

clopidogrel étaient exclus de I'étude. Cette population de patients (prenant un

traitement par clopidogrel probablement en prévention secondaire) auraient pu

avoir des caractéristiques clinico-biologiques difféerentes des patients inclus dans

notre étude.

Nous avons recherché les MES sur un monitorage doppler de trente minutes. Ces
signaux sont transitoires et un allongement du temps de I'examen (sur 1 heure)
aurait pu améliorer la sensibilité de leur détection.

L'étude de la signalisation plaquettaire a été réalisée a partir de plasma riche en
plaquettes sur un prélevement veineux périphérique. La population de plaquettes
potentiellement activées a donc pu étre diluée par la quantité importante de

plaquettes non activées ou avoir été éliminée lors de la centrifugation initiale.
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V. Conclusion générale

Au total, notre étude suggere que la Lp-PLA2 n’est pas un marqueur pertinent de la
microembolisation cérébrale a la phase aigué de I'AVC. La physiopathologie de la
microembolisation persistante en aval d’'une plaque d’athérome carotide symptomatique ne
semble pas univoque et pourrait varier en fonction du temps écoulé depuis I'événement
thrombotique réveélateur. La microembolisation initiale serait liée a la coagulation et a la
formation d’un thrombus instable. Le traitement anticoagulant pourrait alors avoir un intérét
notable. La persistance de signaux emboliques a un stade plus tardif serait associée a
linflammation. Il est donc important de poursuivre la caractérisation des agrégats leuco-
plaguettaires et des mécanismes d’activation plaquettaire en prenant en compte les différentes
phases de la pathologie. Il sera également indispensable de cibler la population plaquettaire
activée en sélectionnant celles qui sont impliguées dans les microembols potentiellement a
I'aide d’'un cytometre de tri. Des études en microscopie sur des prélevements sanguins au plus
prés de la sténose carotidienne (lors des procédures d’angioplastie de la carotide par exemple)
pourraient aider a identifier les composants cellulaires de ces micro-emboles. Ainsi, une
meilleure connaissance de la biologie et de la physiopathologie des MES semble nécessaire
pour élaborer des nouvelles stratégies thérapeutiques susceptibles d’améliorer la prise en

charge des patients qui présentent un AVC lié a une sténose athéromateuse de la carotide.
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Annexe 1: Les interactions leucocytes-plaquettes (Figure 27)

Des interactions leuco-plaquettaires ont été rapportées dans plusieurs processus
physiopathologiques liés a I'inflammation. Il apparait de plus en plus clairement que des liens
étroits existent entre le systéme de I'hémostase et le systéeme immunitaire. Plusieurs protéines

sont impliquées dans ces interactions.
* Interaction P-sélectine plaquettaire/PSGL1 leucocytaire

La P-sélectine qui est exprimée a la surface des plaquettes activées (a I'état basal, la P-
sélectine est stockée dans les granulees plaquettes) va interagir avec le PSGL1 (P-
sélectine glycoprotein ligand 1) a la surface des leucocytes pour former les agrégats
leucocytes-plaquettes (1).

Cette interaction P-sélectine plaquettaire/PSGL1 leucocytaire va entrainer:

1. la sécrétion de RANTES (Regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted) et de PF4 (Platelet factor 4) par les plaguettes activées
—> recrutement des monocytes (2).

2. la sécrétion de chimiokines pro inflammatoires par les monocytes: MCP1
(Monocyte chimoattractant protein 1) et Il 8 (Interleukines8) recrutement des
monocytes (3).

3. le recrutement des microparticules leucocytaires exprimant le facteur tissulaire
— role dans la coagulation (4).

4. la sécrétion de MMP9 (Matrixmetallopeptidase9) par les monocytes
—» dégradation de la matrice extracellulaire rupture de plaque et recrutement
local des lymphocytes T et des macrophages (5).

» Interaction CD40 L (CD40 Ligand) plaquettaire / CD40 leucocytaire (6)
Cette interaction va entrainer :

1. la stabilisation du thrombi plaquettaire dépendante de l'intég8ret de la plagque
dathérome

2. l'activation des monocytes (libération de MCP1, 116, 118, et expression de facteur
tissulaire)

3. l'activation endothéliale de VCAM-1 et ICAM-1
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Figure 27 : Schéma représentatif des interactions monocytes-plaquettes.

Figure 28: Visualisation d'un agrégat PNN-plaguettes sur un frotti sanguin
observé en microscopie optique aprés coloration au May-GrinwaldGiemsa

(Annales de Biologie Clinque Volume 68, numéro 4, Juillet-aolt 2010)
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Annexe 2: Différentes voies d'activation plaquettaire

Lors d’'une breche vasculaire (mis a nu du sous endothélium), plusieurs mécanismes

vont étre mis en jeu pour aboutir a la formation d'un caifayre 29):

1.

Toutes ces

(Eigure 30):

Arrét et adhésion des plaquettes au sous endothélium grace a l'interaction entre

le facteur Willebrand et le récepteur plaquettaire Gplb-IX-V

Activation et étalement des plaquettes grace a l'interaction entre le collagéne de

la matrice extracellulaire et les récepteurs plaquettalps ou GPVI.
Sécrétion d'ADP et du TXA2 par les plaguettes activées

Agrégation plaquettaire: activation de lintégrindbf3 — interaction
plaquette-plaquette par lintermédiaire du fibrinogene formation du
thrombus

Mise en jeu de la cascade de coagulation avec production de thrembine

transformation du fibrinogéne en fibrire»  caillot
Rétraction du caillot

étapes de l'activation plaquettaire impliquent différents types de récepteurs

» des récepteurs aux molécules adhésives: le récepteur Gplb-IX-V du facteur de

Willebrand, les récepteur2pl ou GPVI du collagéne, l'intégringlbp 3.

» des récepteurs aux agonistes solubles: le récepteur P2Y1 ou P2Y12 de I'ADP, le

récepteur TP du TXA2 ou le récepteur PARL1 de la thrombine.

L'activation de ces récepteurs entraine des mécanismes de signalisation cellulaire hautement

régulés. Certaines de ces voies de signalisation (celles étudiées dans ce travail) vont étre

détaillées ci-dessous.
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Fiqure 29 : Les différentes étapes de I'activation plaquettaire lors de la formation d’'un
thrombus plaquettaire.

Figure 30 : Les différents récepteurs intervenant dans l'activation plaquettaire.
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* Récepteur PARL1 & la thrombine, récepteur TP au TXA2 et récepteur P2Y12 a
I'ADP
Le récepteur PAR1 a la thrombirfeidure 31), le récepteur TP au TXAZEi{gure 32)
et le récepteur P2Y12 a I'ADEigure 33) sont tous des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés a une protéine G hétérotrimérique (appartenant a la famille des

GTPases) (1). Selon le type de récepteur, différentes protéines G vont étre activées:

1. la protéine Gi» activation des PI3 kinages  phosphorylation de la protéine
AKT — activation de l'intégrindlbf3, synthése de TXA2 et sécrétion d'ADP

2. la protéine Gg— activation de la PR@/3 —-» hydrolyse du PI(4,5)P2

—» formation de IP3 et DAG. IP3—» libération de calcium intra-cellulaire et DAG

—» activation de PKC— phosphorylation de P38 activation de lintégrine
allbpB3, synthese de TXAZ2 et sécrétion d'ADP

3. la protéine G12/13» activation des GTPase de la famille Rho et des Rho
kinases —» phosphorylation de LIM-kinase 1gt 2  stabilisation des

filaments d'actine

— inhibition de la myosine phosphatase assemblage de

I'actomyosine et contraction.
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Fiqure 31 : Représentation schématiqgue de la signalisation induite par le récepteur
PAR1

Figure 32 : Représentation schématique de la signalisation induite par le récepteur TP
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Fiqure 33 : Représentation schématique de la signalisation induite par le récepteur
P2Y12

* Récepteur GPVI au collagene

Le récepteur au collagene GPVI appartient a la sapdieé des immunoglobulines
(Ig). Il est associé a la chaipalu récepteur aux fragments constants des immundgieisu
(FcRy) qui porte un motif ITAM. Une cascade de réactiorsegoroduire apres la liaison du
collagéne a ce recepteur (Ejdure 34):

1. Activation des kinases de la famille des Src (Fyn, Lyw) phosphorylation des

deux tyrosines du motif ITAM de la chaine gamma associée a GPVI

2. Recrutement et activation de la tyrosine kinase Syk par ses domaines SH2

— phosphorylation des protéines adaptatrices LAT ou SLP76

3. Assemblage d’'un complexe de signalisatien phosphorylation dg2Riat

Syk et d’autres tyrosine kinases de la famille Src (Lyn, Fyn,Yes) ou Tec (Tec
et Btk)
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4. Relocalisation et stabilisation de la PiZa la membrane plasmique grace au
PIP; (un des produits de la PI3ky  hydrolyse du PI(4,5)y™ formation de
IP3 et DAG.

5. IP3—» libération de calcium intracellulaire et DA® activation de PKC
—» phosphorylation de P38

6. Activation de l'intégrine:llbp3

Figure 34 : Représentation schématigue de la signalisation induite par le récepteur
GPVI

Li Z, Delaney MK, O'Brien KA, & Du X (2010) Signaling during platelet adhesion
and activation. Arterioscler Thromb Vasc Bsfl(12):2341-2349.

Watson SP, Auger JM, McCarty OJ, & Pearce AC (2005) GPVI and integrin alphallb
beta3 signaling in platelets. J Thromb Haen3§8):1752-1762.
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Annexe 3: Score NIHSS

(Brott et al. (2010) Stenting versus endarterectomy for treatment of carotid-artery stenosis. N
Engl J Med 363(1):11-23)

Niveau de conscience
+ 0 = vigilance normale, réponses aisées
+ 1 = non vigilant, éveillable par des stimulations mineures pour répondre ou exécuter les consignes
» 2 = non vigilant, requiert des stimulations répétées pour maintenir son attention ; ou bien est
obnubilé et requiert des stimulations intenses ou douloureuses pour effectuer des mouvements autres
gue stéréotypés
v 3 = répond seulement de facon réflexe, motrice ou autonome; ou totalement aréactif, flasque et
aréflexique

QUESTIONS

Le patient est questionné sur le mois et son age :
» 0 = réponses correctes aux deux questions

» 1 = réponse correcte a une question

» 2 = aucune réponse correcte

CONSIGNES

Le patient doit ouvrir et fermer les yeux puis serrer et relacher la main non parétique :
¥ 0 = exécute les deux taches correctement

# 1 = exécute une tache correctement

» 2 = n'exécute aucune tache correctement

Oculomotricité
¥ 0 = normal
» 1 = paralysie oculomotrice partielle. Score donné quand le regard est anormal sur un ceil ou sur les
deux, sans déviation forcée du regard ni paralysie compléte
» 2 = déviation forcée ou paralysie compléte non surmontée par les réflexes oculo-céphaliques

Vision
+ 0 = normal
v 1 = hémianopsie partielle
» 2 = hémianopsie complete
v 3 = double hémianopsie (incluant cécité corticale)

Paralysie faciale
» 0 = mouvement normal et symétrique
# 1 = paralysie mineure (affaissement du sillon nasogénien, asymétrie du sourire)
» 2 = paralysie partielle (paralysie compléte ou presque de I'hémiface inférieure)
v 3 = paralysie compléte d’'un ou des deux cotés

Ataxie des membres
La cotation est effectuée aux quatre membres :

» 0 = absente

» 1 = présente sur un membre
» 2 = présente sur deux membres
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Motricité des membres
La cotation est effectuée aux quatre membres :
membres supérieurs droit : gauche :
» 0 = pas de chute, bras tenus a 90° (ou 45° en décubitus) pendant 10 secondes
» 1 = chute, le bras tenu a 90 ou 45°, chute vers le bas avant 10 secondes, sans heurter le lit ou un autre
support
» 2 = effort contre la pesanteur possible, mais le bras ne peut atteindre ou maintenir la position a 90°
ou 45°, et tombe sur le lit
» 3 = aucun effort contre la pesanteur, le membre tombe
» 9 = aucun mouvement (amputation, arthrodese, expliquer la raison de cette cotation)
membres inférieurs droit : gauche :
» 0 = pas de chute, jambes tendues a 30° pendant 5 secondes
» 1 = chute, les jambes tombent avant 5 secondes mais ne heurtent pas le lit
» 2 = effort contre la pesanteur, les jambes tombent dans les 5 secondes
» 3 = pas d'effort contre la gravité, les jambes tombent sur le lit immédiatement
» 4 = pas de mouvement
» 9 = aucun mouvement (amputation, arthrodese, expliquer la raison de cette cotation)

Sensibilité
» 0 = normal, pas de déficit sensitif
» 1 = hypoesthésie minime a modérée: le patient sent que la pigQre est moins nette ou atténuée du cété
atteint; ou bien il n'y a pas de sensation douloureuse a la pigQre, mais le patient est conscient d’étre
touche.
» 2 = hypoesthésie sévére ou anesthésie: le patient n’est pas conscient d’étre touché sur la face, le bras
et la jambe

Langage
» 0 = pas d’'aphasie, langage normal
+ 1 = aphasie minime a modérée : perte de fluence ou difficulté de compréhension, sans limitation des
idées exprimées ni de la forme de I'expression. La réduction du discours ou de la compréhension rend
cependant la conversation, a partir de themes imposés par I'examinateur, difficile voire impossible.
L'examinateur peut identifier des images a partir des réponses du patient
» 2 = aphasie sévere : I'expression est fragmentaire. Des interférences, des questions et des déductions
sont sans cesse nécessaires de la part de I'examinateur. L'étendue des informations échangées est
limitée ; I'examinateur supporte tout le poids de la conversation. Il ne peut identifier les objets
dénommeés a partir des réponses du patient.
» 3 = mutique, aphasie globale : pas de langage utile ni de compréhension du langage oral

Dysarthrie
» 0 = normal
» 1 = minime & modérée : le patient bute sur certains mots et, au pire, est compris avec quelques
difficultés
» 2 = seévere : le discours est si perturbé qu'il est incompréhensible, sans proportion avec une
éventuelle aphasie ou en I'absence de celle-ci ; ou bien le patient est mutique-anarthrique
» 9 = patient intubé ou autre barriere physique, expliquer la raison de cette cotation

Extinction et négligence
» 0 = pas d’'anomalie
» 1 = négligence ou extinction visuelle, tactile, auditive, ou personnelle aux stimulations bilatérales
simultanées dans I'une des modalités sensorielles
» 2 = héminégligence sévere ou extinction dans plusieurs modalités sensorielles. Ne reconnait pas sa
propre main ou s'oriente vers un seul hémi-espace
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Annexe 4 : Fiche d’information remise au patient

FICHE D'INFORMATION

Titre de la recherche: Recherche d’une corrélation entre la concentration plasmatique
de la lipoprotéine associée a la phospholipase A2 et la présence de signaux
microemboliques au doppler transcranien chez des patients ayant une sténose
carotidienne athéromateuse récemment symptomatique.

Investigateurs: Pr Vincent Larrue, Dr Nathalie Nasr, Mme Line Cuinat (service de
Neurologie Vasculaire), Dr Francoise Maupas-Schwalm, Pr Robert Salvayre
(laboratoire de Biochimie), Pr Bernard Payrastre (Unité Inserm 1048)

Hépital Rangueil, Université de Toulouse 3, INSERM U1048

Madame, Monsieur,

Les informations ci-dessous concernent I'étude a laquelle vous étes invité(e) a participer.
Elles sont destinées a faciliter votre décision d'y participer ou non. Lisez-les attentivement
avant de prendre votre décision. Le médecin responsable de I'étude discutera avec vous de ces
informations, mais il est important que vous lui demandiez des explications sur tout ce qui ne
vous semble pas clair.

Quel est le but de cette recherche ?

Nous espérons montrer qu’une valeur élevée de l'activité de la Lipoprotéine associé a la
phospholipase A2 (Lp-PLA2) (marqueur inflammatoire) est corrélé a la présence de signaux
microemboliques chez les patients ayant une sténose de la carotide récemment
symptomatique. Les patients ayant présenté un accident ischémique transitoire ou un accident
ischémique constitué lié a une sténose carotidienne ont un risque élevé de récidive
ischémique. Le facteur prédictif de récidive précoce le plus puissant est la présence de
signaux microemboliques en aval de la sténose. Les signaux microemboliques correspondent
au passage de microparticules circulantes prenant naissance de la plaque carotidienne. Nous
ne connaissons pas leur composition exacte. Ces signaux microemboliques sont recherchés
par un monitorage du doppler transcranien en continu sur l'artere cérébrale moyenne. La
réduction de ces signaux microemboliques par une thérapeutique antiagrégante plaquettaire
renforcée diminue le risque de récidive précoce. La recherche de signaux microemboliques ne
peut étre réalisée dans tous les centres qui prennent en charge les accidents vasculaires
cérébraux car elle est colteuse en temps et ne peut étre réalisée que par des opérateurs
expérimentés. Si nous démontrons une forte corrélation entre le taux de Lp-PLA2 et la
présence de signaux microemboliques, le dosage de la Lp-PLA2 pourrait étre utilisé en
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pratigue quotidienne pour identifier plus facilement les patients a risque de récidive
ischémique précoce. Cela pourrait permettre d’adapter le traitement antiagrégant plaquettaire
dans les centres ou les signaux microemboliques ne peuvent étre recherchés.

Parallelement a cette étude, nous voudrions essayer de rechercher a quoi correspondent ces
signaux microemboliques. Nous pensons qu'ils peuvent étre constitués d'agrégats leucocytes-
plaquettes ou d'agrégats plaquettaires. Nous pensons que l'activation plaquettaire est
indispensable a leur formation. Le fait de connaitre la voie d'activation plaquettaire impliquée
dans leur formation pourrait avoir un impact thérapeutique intéressant en inhibant
préférentiellement la voie concernée.

Comment se déroule cette étude ?

La prise en charge classique d’'un patient hospitalisé dans le service de neurologie vasculaire
du Pr Larrue pour un accident vasculaire ischémique cérébral (accident ischémique transitoire
ou accident ischémique constitué) se déroule de la fagon suivante :

- Interrogatoire et examen clinique : recueil des antécédents médicaux, des facteurs
de risques cardio-vasculaires, des traitements en cours, description du déficit
neurologique

- Reéalisation d’'un bilan biologique avec recherche des facteurs de risque cardio-
vasculaires (HbA1C, bilan lipidique, Lp(a)),

- Reéalisation d'un électrocardiogramme

- Reéalisation d’'une imagerie cérébrale (si possible une IRM cérébrale) avec des
séquences angiographiques,

- Réalisation d’'une échographie- doppler carotidienne et transcranienne,

Si I'étiologie probable de I'accident ischémique transitoire ou de Il'accident ischémique
constitué est une sténose carotidienne, une recherche de signaux microemboliques est
réalisée. Si celle-ci est positive, le traitement antiagrégant plaquettaire est renforcé. Une
deuxieme recherche de signaux microemboliques est alors réalisée pour vérifier qui ces
signaux ont disparu.

Ensuite, l'indication du traitement de la sténose carotidienne par endartériectomie ou
angioplastie est discutée. Lorsque l'indication est retenue, le traitement sera effectué aussi t6t
gue possible, en fonction de I'importance de la Iésion cérébrale ischémique révélatrice.

Dans notre étude, la prise en charge sera identique. Par contre, nous préléverons deux tubes
sanguins supplémentaires afin de doser l'activité de la LpPLA2, le taux d'agrégats leuco-
plaguettaires, et le taux de phosphorylation des protéines impliquées dans I'activation
plaquettaire.
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La contrainte liée a I'étude est :

-le prélevement de deux tubes sanguins supplémentaires pour le dosage de l'activité de la
LpPLA2, du taux d'agrégats leuco-plaquettaires et du taux de phosphorylation des protéines
impliquées dans l'activation plaquettaire.

Risques prévisiblegette étude ne présente pas de risque prévisible significatif.

Il n y aura aucun frais lié a la participation a cette étude

Votre refus éventuel de participer a I'étude n'aura pas de conséquence sur votre prise en charge
médicale. Si vous décidez d’interrompre votre participation a I'étude, vous serez libre de le faire
a tout moment sans que cela n’affecte votre prise en charge médicale.

Vous serez informé des résultats globaux de la recherche a la fin de I'étude. Les résultats vous
seront communiqués par courrier, directement ou par l'intermédiaire du médecin de votre
choix (Loi du 4 mars 2002 relative aux Droits des malades).

Le médecin coordinateur de I'étude (le professeur Vincent Larrue, n° de téléphone:
0561322641) est a votre disposition pour vous apporter toutes les précisions complémentaires
gue vous souhaitez.

Aprés un délai de réflexion que vous jugerez suffisant, vous pourrez librement signer le
formulaire de consentement en double exemplaire dont vous conserverez un exemplaire. Vous
garderez eégalement une copie de la fiche d’'information dont vous aurez paraphé chaque page.
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Annexe 5: Fiche de consentement libre et éclairé signé par les
patients

Recherche d’'une corrélation entre la concentration plasmatique
de la lipoprotéine associée a la phospholipase A2 et la présence de
signaux microemboliques au doppler transcranien chez des
patients ayant une sténose carotidienne athéromateuse récemment
symptomatique.

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT LIBRE ET ECLAIRE

Lire avec attention les différentes parties de ce document. Etes-vous sdr(e) que toutes les
guestions que vous vous étes posées ont eu une réponse ?

Ne signez ce consentement qu'apres avoir lu toutes les parties. Vous signerez ce formulaire de
consentement en double exemplaire, dont vous conserverez un exemplaire.

AN TU T g1 o T 0 [ 1= =T o g o = 20

NUMEro de SECUMLE SOCIAIR. ... .. e e e e e

1. J'accepte de participer a I'étude suivante : « Etude de la corrélation entre la concentration
plasmatique de la lipoprotéine associée a la phospholipase A2 et la présence de signaux
microemboliques au doppler transcranien chez des patients ayant une sténose carotidienne
athéromateuse récemment symptomatique ».

Je sais que l'étude consistera, en complément de la prise en charge classique des sténoses carotidiennes
récemment symptomatiques, en un dosage sanguin de l'activité de la lipoprotéine associée a la phospholipase
A2, du taux d'agrégats leucocytes-plaquettes, du taux de phosphorylation des protéines impliquées dans
l'activation plaquettaire.

J'ai été informé(e) du but de cette expérimentation, de sa méthodologie et de sa durée, du fait qu'il s'agit d'une
recherche sans bénéfice individuel direct. Les risques prévisibles m'ont été expliqués. Il n'y aura aucun frais
concernant ma participation a cette étude. J'ai regu également une information écrite sur ce point qui me semble
suffisante pour m'éclairer valablement.

2. Je sais que le Comité d’éthique de I'h6pital CHU Rangueil a donné un avis favorable pour
la réalisation de cette étude en date du 17 mai 2011.
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3. J'ai donné mon consentement libre et éclairé. Je déclare en outre avoir donné toutes les
informations : sur toute maladie ou traitement me concernant.

4. Ma participation est totalement volontaire ; je suis libre de ne pas accepter ou de retirer
mon accord de participation a tout moment de I'étude si bon me semble sans avoir a en
préciser les raisons.

5. J'accepte que les données obtenues au cours de cette étude soient publiées. Il est entendu
gue mon nom ne figurera dans aucun rapport ou article concernant cet essai. Les informations
médicales recueillies dans cette étude seront traitées confidentiellement. De méme, les
données enregistrées a l'occasion de cette étude et qui feront l'objet d'un traitement
informatisé par l'investigateur resteront strictement confidentielles. Leur consultation n'est
autorisée que par les responsables de I'étude et par un représentant des autorités de santé. Je
bénéficie a tout moment d’'un droit d'acces et de rectification des données me concernant
conformément aux dispositions légales en vigueur. Ce droit pourra étre directement exerce par

moi ou par l'intermédiaire d'un médecin de mon choix.

6. Les résultats globaux de la recherche me seront communiqués a la fin de I'étude (loi 4 mars
2002 relative aux droits des malades).

7. J'ai eu la possibilité de poser toutes les questions que je me posais quant a cette étude et j'ai
bien recu une réponse a chacune des questions.

8. J'accepte librement de participer a cette recherche dans les conditions précisées dans la
notice d’'information.

9. J'atteste ne pas étre sous sauvegarde de justice, tutelle ou curatelle.

Fait a Toulouse en deux exemplaires le ....... /... J

Signature du patient Signature de l'investigateur

104



Annexe 6 : Avis du comité d’éthique
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Title: Recently symptomatic atherosclerotic carotid stenosis: in search of markers of

inflammation and platelet activation

Abstract: Microembolics signals (MES) are the most potent marker associated with
early recurrence after stroke due to atherosclerotic carotid stenosis. The main
objective of our study was to find a correlation between enzyme activity of lipoprotein
associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) and the presence of MES. The secondary
objective was to understand better the pathophysiology of these MES searching an
association with leukocytes-platelets aggregates and analyzing platelet activation
pathways. Patients with symptomatic carotid stenosis (= 50%) had a transcranial
Doppler monitoring for 30 minutes for the detection of MES. The enzymatic activity of
Lp-PLA2 was measured with an automated specific kit PLAC ® Test. Monocyte-
platelet aggregates and neutrophil-platelet aggregates as well as phosphorylation of
proteins involved in the platelet activation pathways (AKT, P38, SLP76) were
analyzed by flow cytometry. The average value of the enzymatic activity of Lp-PLA2
was not statistically significantly associated with the presence of MES (p= 0.74) in 47
patients (34 MES- and 13 MES +). There was no statistically significant difference in
the percentage of monocyte-platelet aggregates (p= 0.86) and neutrophil-platelet
aggregates (p= 0.24) between patients MES- and MES + in 29 patients (22 MES-
and 7 MES +). There was no significant difference between the basal level of protein
phosphorylation (AKT, P38 and SLP76) between patients (19 MES- and 3 MES +)
and controls. Our study does not suggest that Lp-PLA2 is a relevant marker of risk of
recurrent stroke in the short term. The analysis of leukocytes-platelets aggregates
and platelet activation pathways involved in patients with stroke, compared to
controls, allow us to address the complex pathophysiology of MES. It might be a
thrombotic origin to the early phase of stroke, sensitive to anti-coagulant.
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CUINAT Line 2013 TOU3 1509

Sténose carotidienne athéromateuse récemment symptomatique :
a la recherche de marqueurs de l'inflammation et d’activation
plaquettaire

Les signaux microemboliques (MES) représentent le facteur de récidive précoce le plus
puissant aprés un accident vasculaire cérébral (AVC) lié a une sténose carotidienne
athéromateuse. L'objectif principal de notre étude est de rechercher une corrélation entre le
taux d’activité enzymatique de la lipoprotéine associé a la phospholipase A2 (Lp-PLA2) et la
présence de MES. L'objectif secondaire est d’appréhender la physiopathologie de ces MES
en recherchant une association avec les agrégats leuco-plaquettaires et en analysant les
voies d’activation plaquettaire. Les patients avec une sténose carotidienne (= 50%)
symptomatique ont bénéficié d’un monitorage du doppler transcranien en continu pendant 30
minutes pour la recherche de MES. L’activité enzymatique de la Lp-PLA2 a été mesurée de
facon automatisée avec un kit de dosage spécifique PLAC Test®. Les agrégats monocytes-
plaquettes et polynucléaires neutrophiles-plaquettes et la phosphorylation des protéines
impliquées dans les voies d’activation intra-plaquettaire (AKT, P38, SLP76) ont été analysés
en cytométrie de flux. La valeur moyenne de la Lp-PLA2 n’était pas statistiguement
significativement associée a la présence de MES (p= 0,74) chez les 47 patients inclus (34
MES- et 13 MES+). Il n’y avait pas de différence statistiquement significative du pourcentage
d’agrégats monocytes-plaquettes (p= 0,86) et PNN-plaquettes (p= 0,24) entre les patients
MES- et MES+ chez 29 patients analysés (22 MES- et 7 MES+). Il n’y avait pas de différence
significative entre le taux de phosphorylation des protéines AKT, P38 et SLP76 entre les
patients (19 MES- et 3 MES+) et les témoins. Notre étude ne permet pas de conclure que la
Lp-PLA2 est un marqueur pertinent du risque de récidive d’AVC a court terme. L’analyse des
agrégats leuco-plaquettaires ainsi que l'étude des voies de signalisation plaquettaires
impliquées chez les patients ayant présenté un AVC, comparativement a des témoins, nous
permettent d’aborder la physiopathologie, complexe, des MES. Leur origine pourrait étre
thrombotique a la phase tres précoce de l'accident neurologique et sensible au traitement
anticoagulant.
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