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LE CORROLLER Thomas
LECHEVALLIER Eric
LEHUCHER-MICHEL Marie-Pascale
LEONE Marc
LEONETTI Georges
LEPIDI Hubert
LEVY Nicolas disponibilité
LOOSVELD Marie
MACE Loic
MAGNAN Pierre-Edouard
MANCINI Julien
MEGE Jean-Louis
MERROT Thierry
METZLER/GUILLEMAIN Catherine
MEYER/DUTOUR Anne
MICCALEF/ROLL Joélle
MICHEL Fabrice
MICHEL Gérard
MICHEL Justin
MICHELET Pierre disponibilité
MILH Mathieu
MILLION Matthieu
MOAL Valérie
MORANGE Pierre-Emmanuel
MOULIN Guy
MOUTARDIER Vincent
NAUDIN Jean
NICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier
NICOLLAS Richard
NGUYEN Karine
OLIVE Daniel
OLLIVIER Matthieu
OUAFIK L'Houcine
OVAERT-REGGIO Caroline
PADOVANI Laetitia
PAGANELLI Franck
PAPAZIAN Laurent
PAROLA Philippe
PELISSIER-ALICOT Anne-Laure
PELLETIER Jean
PERRIN Jeanne
PESENTI Sébastien
PETIT Philippe
PHAM Thao
Secrétariat Général - RH
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PROFESSEURS DES UNIVERSITES-PRATICIENS HOSPITALIERS

PIERCECCHI/MARTI Marie-Dominiq ROUDIER Jean VALERO René

PIQUET Philippe SALAS Sébastien VAROQUAUX Arthur Damien
PIRRO Nicolas SARLON-BARTOLI Gabrielle VELLY Lionel

POINSO Frangois SCAVARDA Didier VEY Norbert

RACCAH Denis SCHLEINITZ Nicolas VIDAL Vincent

RADULESCO Thomas SEBAG Frédéric VIENS Patrice

RANQUE Stéphane SIELEZNEFF Igor VILLANI Patrick

REGIS Jean SIMON Nicolas VITON Jean-Michel
REYNAUD/GAUBERT Martine STEIN Andréas VITTON Véronique
REYNAUD Rachel SUISSA Laurent VIEHWEGER Heide Elke détachement
RICHARD/LALLEMAND Marie-Alett TAIEB David VIVIER Eric

RICHIERI Raphaélle THOMAS Pascal XERRI Luc

ROCHE Pierre-Hugues THUNY Franck ZIELESKIEWICZ Laurent
ROCH Antoine TOSELLO Barthélémy

ROCHWERGER Richard TREBUCHON-DA FONSECA Agnés

ROLL Patrice TROPIANO Patrick

ROSSI Dominique TSIMARATOS Michel détachement

ROSSI Pascal TURRINI Olivier

PROFESSEUR DES UNIVERSITES
ADALIAN Pascal
AGHABABIAN Valérie
BELIN Pascal
CHABANNON Christian
CHABRIERE Eric
COLSON Sébastien
FERON Frangois
LE COZ Pierre
LEVASSEUR Anthony
RANIJEVA Jean-Philippe
SOBOL Hagay
PROFESSEUR CERTIFIE
FRAISSE-MANGIALOMINI Jeanne
PROFESSEUR DES UNIVERSITES ASSOCIE a MI-TEMPS
REVIS Joana
PROFESSEUR DES UNIVERSITES MEDECINE GENERALE
GENTILE Gaétan
PROFESSEUR ASSOCIE DES UNIVERSITES a MI-TEMPS MEDECINE GENERALE

BARGIER Jacques
JANCZEWSKI Aurélie

PROFESSEUR DES UNIVERSITES ASSOCIE a TEMPS PLEIN DES DISCIPLINES MEDICALES
BOUSSUGES Alain
PROFESSEUR DES UNIVERSITES ASSOCIE A MI-TEMPS DES DISCIPLINES MEDICALES

BOURVIS Nadége Secrétariat Général - RH
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MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES-PRATICIENS HOSPITALIERS

AHEREFT Sarah GASTALDI Marguerite
ANGELAKIS Emmanouil (disponibilit¢) GAUDRY Marine

APPAY Romain GELSI/BOYER Véronique

ATLAN Catherine (disponibilité) GIUSIANO COURCAMBECK Sophie
BEGE Thierry GOURIET Frédérique
BENYAMINE Audrey GUERIN Carole

BIRNBAUM David GUENOUN MEYSSIGNAC Daphné
BOBOT Mickael GUIDON Catherine

BONINI Francesca GUIVARCH Jokthan

BOUCRAUT Joseph HABERT Paul

BOULAMERY Audrey HAUTIER Aurélie
BOULLU/CIOCCA Sandrine IBRAHIM KOSTA Manal
BOUSSEN Salah Michel JALOUX Charlotte

BUFFAT Christophe
CAMILLERI Serge
CARRON Romain
CASSAGNE Carole
CHAUDET Hervé
CHRETIEN Anne-Sophie
COZE Carole

CUNY Thomas
DADOUN Frédeéric (disponibilité)
DALES Jean-Philippe
DARIEL Anne

JARROT Pierre-André

KASPI-PEZZOLI Elise

L'OLLIVIER Coralie

LABIT-BOUVIER Corinne
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina
LAGARDE Stanislas

LAGIER Aude (disponibilité)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude
LAMBERT Isabelle

LENOIR Marien
LEVY/MOZZICONACCI Annie

DEGEORGES/VITTE Joélle (disponibilitt MAAROUF Adil

DEHARO Pierre
DELLIAUX Stéphane
DELTEIL Clémence
DESPLAT/JEGO Sophie
DUBOURG Grégory
DUCONSEIL Pauline
DUFOUR Jean-Charles
ELDIN Carole
FOLETTI Jean- Marc
FRANKEL Diane
FROMONOT Julien

ABU ZAINEH Mohammad
BARBACARU/PERLES T. A.
BERLAND Caroline

BOYER Sylvie
DEGIOANNI/SALLE Anna

MACAGNO Nicolas
MALISSEN Nausicaa
MAUES DE PAULA André
MEGE Diane
MORAND-HUGGET Aurélie
MOTTOLA GHIGO Giovanna
NINOVE Laetitia
NOUGAIREDE Antoine
PAULMYER/LACROIX Odile
RESSEGUIER Noémie
ROBERT Philippe

(mono-appartenants)
DESNUES Benoit
MARANINCHI Marie

MERHEJ/CHAUVEAU Vicky
MEZOUAR Soraya

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte retraite au 1/10/2022

ROBERT Thomas
ROMANET Pauline
SABATIER Renaud
SARI-MINODIER Iréne
SAULTIER Paul

SAVEANU Alexandru
STELLMANN Jan-Patrick
SUCHON Pierre

TABOURET Emeline

TOGA Isabelle

TOMASINI Pascale

TROUDE Lucas

TROUSSE Delphine
TUCHTAN-TORRENTS Lucile
VELY Frédéric

VENTON Geoffroy
VION-DURY Jean
ZATTARA/CANNONI Héléne

MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES

POGGI Marjorie
RUEL Jérome

THOLLON Lionel
THIRION Sylvie
VERNA Emeline

MAITRE DE CONFERENCES DES UNIVERSITES DE MEDECINE GENERALE

CASANOVA Ludovic
JEGO SABLIER Maéva

MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES DE MEDECINE GENERALE a MI-TEMPS

BERNAL Alexis
FIERLING Thomas
FORTE Jenny
MITILIAN Eva

ROUSSEAU-DURAND Raphaé¢lle
THERY Didier

Secrétariat Général - RH
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MAITRE DE CONFERENCES ASSOCIE a MI-TEMPS

BOURRIQUEN Maryline
LAZZAROTTO Sébastien
LUCAS Guillaume
MATHIEU Marion
MAYENS-RODRIGUES Sandrine
MELLINAS Marie
MORIN-GALFOUT Sara
ROMAN Christophe

TRINQUET Laure
VILLA Miléne

CDI LRU TEMPS PLEIN ECOLE DES SCIENCES ET DE LA READAPTION

FORMATION ERGOTHERAPIE
BLANC Catheline
DESPRES Géraldine
GIRAUDIER Anais
PAVE Julien

FORMATION PODOLOGIE
GRIFFON Patricia
PETITJEAN Aurélie

FORMATION ORTHOPTIE
MONTICOLO Chloé

FORMATION MASSO-KINESITHERAPIE
AUTHIER Guillaume
CAORS Béatrice
CHAULLET Karine
ERCOLANO Bruno
HENRY Joannie
HOUDANT Benjamin
MIRAPEIX Sébastien
MULLER Philippe
ROSTAGNO Stéphan

CDD LRU TEMPS PLEIN ECOLE DES SCIENCES INFIRMIERES
CHAYS-AMANIA Audrey
CDD LRU TEMPS PLEIN ANGLAIS
GILSINN Amanda
ATTACHE TEMPORAIRE D'ENSEIGNEMENT ET DE RECHERCHE
SACHAU-CARCEL Géraldine

CDI LRU ECOLE DE MAIEUTIQUE
CLADY Emilie
FREMONDIERE Pierre
MATTEO Caroline
MONLEAU Sophie
MUSSARD-HASSLER Pascale
RIQUET Sébastien

ZAKARIAN Carol . .
aro’e Secrétariat Général - RH
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PROFESSEURS DES UNIVERSITES et MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS
PROFESSEURS ASSOCIES, MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES mono-appartenants

ANATOMIE 4201

| ANTHROPOLOGIE 20

CHAMPSAUR Pierre (PU-PH)
LE CORROLLER Thomas (PU-PH)
PIRRO Nicolas (PU-PH)

GUENOUN-MEYSSIGNAC Daphné (MCU-PH)
LAGIER Aude (MCU-PH) disponibilité

THOLLON Lionel (MCF) (60eme section)

ADALIAN Pascal (PR)

DEGIOANNI/SALLE Anna (MCF)
VERNA Emeline (MCF)

SACHAU-CARCEL Géraldine (ATER)

I BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501

CHARREL Rémi (PU PH)
DRANCOURT Michel (PU-PH)
FENOLLAR Florence (PU-PH)
FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)

ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203

INICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

APPAY Romain (MCU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)
MACAGNO Nicolas (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

LA SCOLA Bernard (PU-PH)

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)
NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64eme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64eme section)

DESNUES Benoit (MCF) ( 65éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87éme section)

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401

BRUDER Nicolas (PU-PH)

LEONE Marc (PU-PH)

MICHEL Fabrice (PU-PH)

VELLY Lionel (PU-PH)
ZIELESKIEWICZ Laurent (PU-PH)

BOUSSEN Salah Michel (MCU-PH)
GUIDON Catherine (MCU-PH)

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)
GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MARLINGE Marion (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
ROMANET Pauline (MCU-PH)

ANGLAIS 11

ISAVEANU Alexandru (MCU-PH)

FRAISSE-MANGIALOMINI Jeanne (PRCE)

I BIOLOGIE CELLULAIRE 4403

ROLL Patrice (PU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT
ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

FRANKEL Diane (MCU-PH)

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

GASTALDI Marguerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)
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I BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

I CARDIOLOGIE 5102

GUEDJ Eric (PU-PH)
GUYE Maxime (PU-PH)
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69éme section)
CAMMILLERI Serge (MCU-PH)

VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section)

AVIERINOS Jean-Frangois (PU-PH)
BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)
PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

DEHARO Pierre (MCU PH)

I CHIRURGIE VISCERALE ET DIGESTIVE 5202

BERDAH Stéphane (PU-PH)

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

BEYER-BERJOT Laura (PU-PH)
HARDWIGSEN Jean (PU-PH)

GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)
MANCINI Julien (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
SIELEZNEFF Igor (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)
DUCONSEIL Pauline (MCU-PH)
GUERIN Carole (MCU PH)
MEGE Diane (MCU-PH)

I CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH)
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH)
OLLIVIER Matthieu (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH)

I CHIRURGIE INFANTILE 5402

FAURE Alice (PU PH)
JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
LAUNAY Franck (PU-PH)
MERROT Thierry (PU-PH)
PESENTI Sébastien (PU-PH)

I CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702

IVIEHWEGER Heide Elke (PU-PH) détachement

BERTUCCI Frangois (PU-PH)
CHINOT Olivier (PU-PH)
DUFFAUD Florence (PU-PH)
GONCALVES Anthony PU-PH)
HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH)
LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
PADOVANI Laetitia (PH-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)

Secrétariat Général - RH

DARIEL Anne (MCU-PH)

I CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503

CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)
GUYOT Laurent (PU-PH)

FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)
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I CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103

COLLART Frédéric (PU-PH)
D'JOURNO Xavier (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH)
FOUILLOUX Virginie (PU-PH)
GARIBOLDI Viad (PU-PH)
MACE Loic (PU-PH)
THOMAS Pascal (PU-PH)

LENOIR Marien (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

CHIRURGIE PLASTIQUE,
RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH)

BARTOLI Michel (PU-PH)

BOUFI Mourad (PU-PH)

MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH)

GAUDRY Marine (MCU PH)

BERTRAND Baptiste (PU-PH)
CASANOVA Dominique (PU-PH)

HAUTIER Aurélie (MCU-PH)
JALOUX Charlotte (MCU PH)

GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201

HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202

LEPIDI Hubert (PU-PH)

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH)

BARTHET Marc (PU-PH)
DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
GONZALEZ Jean-Michel ( PU-PH)
GRANDVAL Philippe (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)

GENETIQUE 4704

DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003

BERBIS Philippe (PU-PH)
DELAPORTE Emmanuel (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH)

GROB Jean-Jacques (PU-PH) Retraite au 1/10/2022
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

MALISSEN Nausicaa (MCU-PH)

BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)

LEVY Nicolas (PU-PH) Disponibilité
NGYUEN Karine (PU-PH)

ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)
CASTINETTI Frédéric (PU-PH)

CUNY Thomas (MCU PH)

BRETELLE Florence (PU-PH)
CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
COURBIERE Blandine (PU-PH)
CRAVELLO Ludovic (PU-PH)
D'ERCOLE Claude (PU-PH)
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I EPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

I HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

AUQUIER Pascal (PU-PH)
BERBIS Julie (PU-PH)
BOYER Laurent (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH)

LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF) Retraite au 1/10/2022

BLAISE Didier (PU-PH)

COSTELLO Régis (PU-PH)

CHIARONI Jacques (PU-PH)

DEVILLIER Raynier (PU PH)
GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
LOOSVELD Marie (PU-PH)

MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)

GELSI/BOYER Véronigue (MCU-PH)

IBRAHIM KOSTA Manal (MCU PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
SUCHON Pierre (MCU-PH)

VENTON (MCU-PH)

| IMMUNOLOGIE 4703

KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH)

FERON Frangois (PR) (69éme section)

BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
JARROT Pierre-André (MCU PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)

VELY Frédéric (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

I MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

BARTOLI Christophe (PU-PH)

LEONETTI Georges (PU-PH)
PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

DELTEIL Clémence (MCU PH)
TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)

BERLAND Caroline (MCF) (1ére section)

I MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503

I MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)
MILLION Matthieu (PU-PH)
PAROLA Philippe (PU-PH)

STEIN Andréas (PU-PH)

ELDIN Carole (MCU-PH)

BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)
VITON Jean-Michel (PU-PH)

I MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

| MEDECINE D'URGENCE 4805

|SARI/MINODIER Iréne (MCU-PH)

GERBEAUX Patrick (PU PH)
KERBAUL Frangois (PU-PH) détachement
MICHELET Pierre (PU-PH) Disponibilité

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; ADDICTOLOGIE 5301

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

EBBO Mikael (PU-PH)
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
ROSSI Pascal (PU-PH)
SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

BENYAMINE Audrey (MCU-PH)
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MEDECINE GENERALE 5303

| NEPHROLOGIE 5203

GENTILE Gaétan (PR Méd. Gén. Temps plein)

BARGIER Jacques (PR associé Méd. Gén. A mi-temps)
JANCZEWSKI Aurélie (PR associé Méd. Gén. A mi-temps)

CASANOVA Ludovic (MCF Méd. Gén. Temps plein)
JEGO SABLIER Maéva (MCF Méd. Gén. Temps plein)

BERNAL Alexis (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)
FIERLING Thomas (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)
FORTE Jenny (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)
MITILIAN Eva (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

ROUSSEAU-DURAND Raphaélle (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)
THERY Didier (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) (nomination au 1/10/2019)

BRUNET Philippe (PU-PH)
BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)
JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
MOAL Valérie (PU-PH)

BOBOT Mickael (MCU-PH)
ROBERT Thomas (MCU-PH)

| NEUROCHIRURGIE 4902

DUFOUR Henry (PU-PH)
FUENTES Stéphane (PU-PH)
GRAILLON Thomas (PU PH)

NUTRITION 4404

|REGIS Jean (PU-PH)

BELIARD Sophie (PU-PH)
DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)
VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité

MARANINCHI Marie (MCF) (66éme section)

ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
TROUDE Lucas (MCU-PH)

NEUROLOGIE 4901

ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)

CHABANNON Christian (PR) (66eme section)
SOBOL Hagay (PR) (65éme section)

MEZOUAR Soraya (65éme section)

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)
FELICIAN Olivier (PU-PH)

OPHTALMOLOGIE 5502

JPELLETIER Jean (PU-PH)

DAVID Thierry (PU-PH)
DENIS Daniéle (PU-PH) Surnombre

SUISSA Laurent (PU-PH)

MAAROUF Adil (MCU-PH)

I PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Frangois (PU-PH)

OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501

|BOURVIS Nadege (PR associ¢e)

DESSI Patrick (PU-PH)
FAKHRY Nicolas (PU-PH)
GIOVANNI Antoine (PU-PH)
LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH)
MICHEL Justin (PU-PH)
NICOLLAS Richard (PU-PH)
RADULESCO Thomas (PU-PH)

GUIVARCH Jokthan (MCU-PH)

PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803

BLIN Olivier (PU-PH)
MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
SIMON Nicolas (PU-PH)

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)
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I PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502

| PHILOSPHIE 17

RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

LE COZ Pierre (PR) (17éme section)
MATHIEU Marion (MAST)

PHYSIOLOGIE 4402

PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
BARLOGIS Vincent (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)
DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
FABRE Alexandre (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)
OVAERT-REGGIO Caroline (PU-PH)
REYNAUD Rachel (PU-PH)
TOSELLO Barthélémy (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

COZE Carole (MCU-PH)
MORAND-HUGGET Aurélie (MCU-PH)
SAULTIER Paul (MCU-PH)

PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)
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I REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802

GAINNIER Marc (PU-PH)
HRAIECH Sami (PU-PH)
PAPAZIAN Laurent (PU-PH)
ROCH Antoine (PU-PH)

UROLOGIE 5204

BASTIDE Cyrille (PU-PH)
BOISSIER Romain (PU-PH)
KARSENTY Gilles (PU-PH)
LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
ROSSI Dominique (PU-PH)

ISCIENCES DE LA REEDUCATION ET READAPTATION 91

REVIS Joana (PAST)

AUTHIER Guillaume
BLANC Catheline
CAORS Béatrice
CHAULLET Karine
ERCOLANO Bruno
GRIFFON Patricia
GIRAUDIER Anais
GRIFFON Patricia
HENRY Joannie
HOUDANT Benjamin
MIRAPEIX Sébastien
MONTICOLO Chloé
MULLER Philippe
PAVE Julien
PETITJEAN Aurélie
ROSTAGNO Stéphan

LAZZAROTTO Sébastien (MAST)
TRINQUET Laure (MAST)

MAIEUTIQUE 90

CLADY Emilie
FREMONDIERE Pierre
MATTEO Caroline

MONLEAU Sophie
MUSSARD-HASSLER Pascale
REPELLIN David

RIQUET Sébastien

ZAKARIAN Carole

I SCIENCES INFIRMIERES 92

COLSON Sébastien (PR)

BOURRIQUEN Maryline (MAST)
LUCAS Guillaume (MAST)
MAYEN-RODRIGUES Sandrine (MAST)
MELLINAS Marie (MAST)

ROMAN Christophe (MAST)

VILLA Miléne (MAST)

IODONTOLOGIE PEDIATRIQUE ET ORTHOPEDIE DENTO-FACIALE 56-01
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ABREVIATIONS

AVC : accident vasculaire cérébral

TIV : thrombolyse intraveineuse

rt-PA : recombinant de I’activateur tissulaire du plasminogene
TM : thrombectomie mécanique

UNV : unité neurovasculaire

vWF : facteur de von Willebrand

FT : facteur tissulaire

GR : globules rouges

GB : globules Blancs

NETs : pieéges de neutrophiles extracellulaires
PNN : polynucléaire neutrophile

LC-MS : spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide



INTRODUCTION 3
I- ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL 3
1- EPIDEMIOLOGIE 3
2- ETIOLOGIE ET FACTEURS DE RISQUE DE L’ AVC 4
3- VASCULARISATION CEREBRALE 6
4- PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ INFARCTUS CEREBRAL 6
5- TRAITEMENTS CURATIFS DES ACCIDENTS VASCULAIRES CEREBRAUX ISCHEMIQUES 7
II- LE THROMBUS DE SA FORMATION A SON ELIMINATION 13
1- GENERALITES 13
2- FORMATION DU THROMBUS 13
3- DEGRADATION DU THROMBUS 18
4- LE THROMBUS DANS L’INFARCTUS CEREBRAL 20
OBJECTIFS 26
MATERIEL ET METHODES 27
I- POPULATION ETUDIEE 27
II- COLLECTION DES DONNEES CLINIQUES, BIOLOGIQUES ET RADIOLOGIQUES 27
II1- COLLECTION DES THROMBI CEREBRAUX 28
IV- CARACTERISATION MACROSCOPIQUE DES THROMBI CEREBRAUX 28
V- SOLUBILISATION DES THROMBI CEREBRAUX POUR ANALYSE LC-MS 29
VI- ANALYSE PROTEOMIQUE DES THROMBI 30
VII- MESURE DE L’ ACTIVITE FIBRINOLYTIQUE 31
1- A LA SURFACE DU THROMBUS 31
2- A L’INTERIEUR DU THROMBUS 31
VIII- ANALYSE STATISTIQUE 32
RESULTATS 34
I- DESCRIPTION DE LA POPULATION ETUDIEE 34
II- COMPOSITION PROTEIQUE DU THROMBUS 36
1- MATRICES DE CORRELATION 36
2- DETERMINANTS DE LA FIBRINE 38
III- ACTIVITES FIBRINOLYTIQUES 39
1- A LA SURFACE DU THROMBUS 39
2- A L’INTERIEUR DU THROMBUS 41
III- RT-PA IV, ACTIVITES FIBRINOLYTIQUES ET EVALUATIONS CLINICO-RADIOLOGIQUES 43
DISCUSSION 44
COMPOSITION DES THROMBI CEREBRAUX 44
ACTIVITE FIBRINOLYTIQUE ET SES DETERMINANTS 45
RT-PA IV, ACTIVITE FIBRINOLYTIQUE ET PRONOSTIC CLINIQUE 47
LIMITES DE L’ETUDE 47
CONCLUSIONS 48
REFERENCES 49




Touchant chaque année plus de 150 000 nouveaux patients en France, ’accident vasculaire
cérébral (AVC) est une maladie fréquente et grave. Concernant les infarctus cérébraux causés
par une occlusion d’artére, ’essor récent des traitements de recanalisation (thrombolyse
intraveineuse puis thrombectomie mécanique) a permis d’améliorer le pronostic vital et
fonctionnel des patients. Malgré ces progrés essentiels, environ 50% des patients traités
garderont un handicap et 27% décéderont dans I’année qui suit. La thrombectomie mécanique,
en retirant mécaniquement le thrombus, offre I’opportunité d’analyser ce matériel biologique,
afin de mieux comprendre la physiopathologie des infarctus cérébraux et les réponses aux

traitements.

Le travail de these présenté ici est issu de la collaboration entre le service de Neurovasculaire
de La Timone du Pr SUISSA et le laboratoire du Centre de recherche en CardioVasculaire et

Nutrition (C2VN) et a été dirigé par le Dr DOCHE.

Notre objectif est d’analyser 1’activité fibrinolytique au sein du thrombus et d’en caractériser
les déterminants clinico-biologiques. Apres présentation des résultats de I’analyse protéomique
du thrombus, I’activité fibrinolytique sera évaluée a I’extérieur du thrombus par le dosage des
D-Dimeres dans 1’eau de ringage du thrombus, et a I'intérieur du thrombus par le ratio de
dégradation du fibrinogene alpha, évalué par analyse protéomique apres Western Blot. Cette
activité¢ fibrinolytique sera corrélée aux données cliniques, biologiques et a 1’analyse
protéomique du thrombus. Enfin, afin d’évaluer I’impact de la thrombolyse sur le pronostic,
dans une population sélectionnée comparable, ’activité¢ fibrinolytique sera corrélée a

I’évolution clinique et radiologique des patients.

En introduction, nous rappellerons la physiopathologie de 1’accident vasculaire cérébral et sa
prise en charge en phase aigué, ainsi que les grands principes de formation et d’élimination du
thrombus, et les données récentes de la littérature concernant la composition du thrombus
cérébral. Nous présenterons ensuite les méthodes et protocoles expérimentaux utilisés dans

notre étude. Enfin, les résultats expérimentaux seront présentés et discutés.



Introduction

I- Accident vasculaire cérébral

1- Epidémiologie

L’accident vasculaire cérébral (AVC) est défini comme un déficit neurologique brutal
secondaire a une occlusion ou une rupture vasculaire. Son incidence ne cesse d’augmenter avec
150 000 nouveaux cas par an, soitun AVC toutes les 4 minutes. Avec un 4ge moyen de survenue
a 73 ans, une personne sur six aura un AVC dans sa vie. L’AVC ne touche pas uniquement les
personnes agées puisque 25% des patients hospitalisés pour ce motif sont encore en activité
professionnelle (moins de 65 ans) (1) et <1% concernent des enfants (données de la Société

Francaise de neuro-vasculaire 2018) (Figure 1).

En France, I’AVC est (Santé Publique France 2018) :

-la premicre cause de handicap acquis de I’adulte (500 000 personnes vivent avec des séquelles)
(1)

-la deuxiéme cause de mortalité chez I’homme et premiére chez la femme, devant I’infarctus
du myocarde et le cancer

-la deuxiéme cause de démence apres la maladie d’ Alzheimer
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Figure 1 : Affiche Société Francaise de Neuro-Vasculaire - Congrés annuel 2018 sur la

thématique "AVC, nous sommes tous concernés'



Le cotit économique de I’AVC est évalué a 5,3 milliards d’euros par an en France, (environ 3%
des dépenses de santé la sécurité sociale) incluant les soins hospitaliers comme les dépenses
liées au handicap avec 40% des patients qui gardent des séquelles importantes (arrét de travail,

déces précoce, mise en invalidité, ...) (2).

La prévention primaire comme secondaire sont donc des enjeux majeurs de santé publique, tout

comme la prise en charge en phase aigu€ dans des unités de soins adaptées.

On distingue au sein des accidents vasculaires cérébraux : les infarctus (78%), les hémorragies
(22%) intra parenchymateuses ou sous arachnoidiennes et les thromboses veineuses cérébrales

(<1%) (Santé Publique France 2018) (Figure 2).

Notre étude s’intéressera aux AVC ischémiques, c’est-a-dire aux infarctus cérébraux, causés

par ’occlusion d’une artére cérébrale par un thrombus.

Fig. 1. Infarctus cérébral Fig. 2: Hémorragie cérébrale Fig. 3: Hémorragie méningée

Figure 2 : Les accidents vasculaires cérébraux, Fondation AVC France
2- Etiologie et facteurs de risque de I’AVC

Les causes des AVC ischémiques sont multiples et plusieurs peuvent étre présentes en méme
temps chez un méme patient (3). Les infarctus cérébraux peuvent étre dus a ’atteinte des
grosses arteéres (macroangiopathie) (25%) (comme 1’athérosclérose ou la dissection), la maladie
des petites artéres cérébrales (microangiopathie) (responsable de petits AVC dits lacunaires -
25% des AVC) et les cardiopathies emboligeénes (25%), au premier rang desquelles figure la

fibrillation atriale. Dans 25% des cas environ, ’AVC restera d’origine indéterminée.



Les facteurs de risques sont nombreux. On distingue les facteurs de risques modifiables et non
modifiables. On retiendra essentiellement comme facteurs non modifiables : 1’age, le sexe

masculin, 1’origine ethnique, le petit poids de naissance et les facteurs génétiques.

A TD’inverse, les facteurs modifiables, objectifs principaux des campagnes de prévention et
contrdlés de facon réguliecre en consultation médicale, correspondent a

-I’hypertension artérielle, définie comme un antécédent auto-déclaré d’hypertension artérielle
ou une pression artérielle mesurée >140/90mmHg. Ce n’est pas le seuil de la pression artérielle
en tant que tel qui est li¢ au surrisque d’AVC. En effet, on observe une relation continue log
linéaire ou chaque augmentation de la pression systolique de 20mmHg ou diastolique de

10mmHg multiplie le risque d’AVC par deux (4).

-la dyslipidémie : notamment le cholestérol non HDL qui augmente le risque d’AVC de 12%,

méme si cette relation demeure moins forte que pour les infarctus du myocarde (5).

-le diabete : défini comme deux glycémies a jeln >1.26g/l. Il majore le risque d’infarctus
cérébral, notamment chez les sujets agés de 40 a 59 ans. Le risque est dépendant de sa sévérité

(accru en cas d’HbA1c > 9%) (6,7)

-le tabagisme actif : double le risque relatif d’AVC avec une relation dose-effet démontrée mais

non linéaire (8), tout comme le tabagisme passif associé lui aussi a un risque accru (9).

- le syndrome métabolique : défini comme un périmeétre abdominale majoré (>102cm chez
I’homme et >88cm chez la femme), des anomalies lipidiques (Triglycérides > 1,5 g/l et HDL-
cholestérol < 0,4 g/l (homme) < 0,5 g/l (femme)), une pression artérielle > 130/ > 85 mmHg et

une glycémie a jeun > 1,10 g/I (HAS 2015)

-les autres facteurs liés a I’hygicne de vie tels que D’alimentation déséquilibrée, la

consommation d’alcool et autres toxiques, la sédentarité.

De ce fait, une hygi¢ne de vie saine avec une consommation modérée d’alcool, un sevrage
tabagique avant 45-50 ans (10), une pratique réguliere d’activité physique et un régime

alimentaire équilibré, est associée a une réduction du risque d’infarctus cérébral.



3- Vascularisation cérébrale

La vascularisation cérébrale est divisée en deux systemes, antérieur et postérieur, naissant tous
deux au niveau de la crosse de I’aorte. Chaque systéme possede deux composants : droit et

gauche.

La vascularisation antérieure (ou carotidienne) est composée des artéres carotides communes
donnant la carotide interne. Celle-ci devient dans sa portion intracranienne 1’artére cérébrale

moyenne (ou artere sylvienne) et I’artére cérébrale antérieure.

La vascularisation postérieure (ou vertébro-basilaire) issue des artéres vertébrales (naissant a
droite du tronc artériel brachio-céphalique et a gauche de la crosse de I’aorte) se rejoignant en
intracranien pour donner le tronc basilaire. Il donne ensuite les artéres cérébrales postérieures

et cérébelleuses droites et gauches.

Ces deux systémes (droit et gauche, antérieur et postérieur) communiquent entre eux par un
réseau anastomotique compos¢ des communicantes antérieures et postérieures. Ces
anastomoses contribuent a la protection du parenchyme cérébral y compris en cas d’occlusion
ou lésion d’une artére. L’ensemble du systéme artériel vascularisant le cerveau forme le

polygone de Willis (Figure 3).

Polygone de Willis

A. communicante antérieure

= A cérébrale antérieure

A

A carotide interne
A. communicante postérieure

A
A supérieure

Tronc basilaire

A. cérébelleuse antéro-inférieure (AICA)
A. cérébelleuse postero-inférieure (PICA)

A. vertébrale

A. spinale antérieure

Figure 3 : Anatomie de la vascularisation cérébrale : le polygone de Willis
4- Physiopathologie de I’infarctus cérébral

Bien que le cerveau ne représente que 2% du poids du corps, il consomme 25% du glucose et
20% de I’oxygene corporel. Il ne posséde pas de réserve énergétique et nécessite un apport

énergétique constant. L.’occlusion vasculaire entraine une hypoperfusion du tissu cérébral en



aval. L’hypoxie et la carence énergétique engendrées par cette hypoperfusion provoquent une
souffrance du tissu cérébral, responsable de la symptomatologie. Au sein du tissu cérébral en

souffrance, on distingue le cceur ischémique et la zone de pénombre (Figure 4).

La zone de pénombre correspond a une zone dans laquelle le débit sanguin est diminué
suffisamment (<18ml/100g de tissu /minute environ) pour altérer le fonctionnement de la
transmission électrique neuronale et entrainer des symptdmes cliniques, sans pour autant
entrainer de déficit énergétique massif responsable de I’cedéme cytotoxique. Le tissu cellulaire
en souffrance est atteint mais potentiellement viable s’il est reperfusé. Ce processus dynamique
peut évoluer vers la mort neuronale si 1’occlusion persiste et si le débit sanguin cérébral diminue
(en dessous du seuil de 14ml/100g de tissu/minute environ). Cette zone appelée coeur
ischémique est le siege d’une cascade complexe de mécanismes multiples (excitotoxicité,
cedéme cytotoxique, inflammation, stress oxydatif) se terminant par 1’apoptose des cellules de

cette zone (11).

La zone de pénombre est donc I’objectif principal des traitements de recanalisation de la phase
aigué. La « résistance » de la zone de pénombre a son évolution en cceur ischémique est variable

entre les individus et dépend notamment de la qualité de la collatéralité cérébrale (11).
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Figure 4 : Croissance du cceur ischémique au sein de la pénombre sans et avec traitement

de revascularisation selon Baron et al (12)
5- Traitements curatifs des accidents vasculaires cérébraux ischémiques

Deux traitements ont prouvé leur efficacité sur le pronostic dans la phase aigué¢ de I’AVC
ischémique : la thrombolyse intra veineuse et la thrombectomie mécanique. Leur objectif
principal est de réduire au maximum |’invalidité des patients qui ont pu bénéficier de ces
techniques seules ou combinées. Quel que soit le traitement utilisé en phase aigué, un seul mot

d’ordre : la rapidité car avec la mort de 2 millions de neurones par minute « time is brain ».



L’efficacité des thérapeutiques est évaluée par I’évolution clinique a 3 mois, grace au score de
Rankin modifi¢ (mRS) (Figure 6), allant de 0 (absence de plainte) a 6 (déces du patient), avec

une autonomie lorsque le score de Rankin a trois mois est <a 2 (13,14).

mRS (modified Rankin Scale)

0 | Asymptomatique, aucun handicap
Symptdmes minimes, handicap trés peu important
| activités usuelles possibles
Handicap minime
2 * restriction de certaines activités antérieures
| mais activités de la vie quotidienne non limitées ou trés peu
Handicap modéré
activités antérieures notablement limitées
marche, transferts et toilette sans aide : aide partielle nécessaire pour d'autres activités
| (habillage, bain, alimentation, etc.)
Handicap modérément sévére
B * marche et activités de la vie quotidienne impossible sans aide
| incapable de s'occuper soi-méme sans assistance
Handicap sévére

5 * patient grabataire ou incapable de sortir du fauteuil
| nécessité d'une supervision permanente
6 | Inconscient ou état comateux

Handicap d0 a d'autres facteurs
évaluation impossible

Figure 6 : Echelle de RANKIN modifiée (mRS) selon Van Swieten et al (15)
A- La thrombolyse intra veineuse (TIV)

La thrombolyse intraveineuse par recombinant tissue plaminogen activator (rt-PA) active un
mécanisme physiologique : la fibrinolyse. Ce processus moléculaire conduit a la dissolution du
caillot par la dégradation de la fibrine par le plasminogene. Utilisée depuis 1995 avec une AMM
en Europe obtenue au début des années 2000 (16), elle consiste en 1’administration intra
veineuse du rt-PA (altéplase) a la posologie de 0.9mg/kg. Utilisée initialement dans les 3
premicres heures suivant le début de I’AVC, le bénéfice absolu des patients indépendants a 3
mois était alors compris entre 11 et 13% (étude NINDS) (17). Le délai a été étendu jusqu’a
4h30 (¢tude ECASS III) (18) avec un bénéfice absolu majoré de 7%. L’administration intra
veineuse de rt-PA, ayant pour effet secondaire principal la survenue d’hémorragies
(intracraniennes ou non), nécessite la recherche de contre-indications pouvant augmenter ce
risque, tels qu'un antécédent de cancer, une chirurgie récente, un antécédent d’hématome
cérébral ou d’infarctus cérébral, un traumatisme cranien récent, etc. En effet, étant donné son
absence de spécificit¢é pour le thrombus responsable de I’AVC, I’utilisation de cette
thérapeutique est a fort risque hémorragique que ce soit au niveau cérébral (incidence estimée
a 6,4% dans 1’étude NINDS, 11,8% pour ECASS II qui sont significativement plus importantes
que dans les groupes controles) ou dans le reste du corps. Certains facteurs de risque de

transformation hémorragique ont pu étre identifiés comme un age supérieur a 70 ans, la prise



d’anti agrégant, une hypodensité déja visible sur le scanner initial et le délai entre le début des

symptomes et celui de la thrombolyse (19).

La thrombolyse seule ne permet une recanalisation satisfaisante que dans moins de 50% des cas
(20,21). Cette efficacité est dépendante de la localisation de I’occlusion cérébrale. Un meilleur
résultat est obtenu en cas d’obstruction distale avec un taux de réussite en cas d’occlusion
proximale au sein de Dartere cérébrale moyenne évalué a 25% (22-24). Le délai
d’administration est également un facteur d’échec avec un bénéfice quasi nul au-dela des 4h30

suivant le début des symptomes (25).

Récemment, de nouvelles études ont utilisé un autre traitement fibrinolytique, le ténecteplase,
conduisant a de nouvelles recommandations. Ses caractéristiques pharmacodynamiques (plus
spécifique de la fibrine, durée de vie plus longue) améliorent la recanalisation cas d’occlusion

artérielle de gros calibre (7-8).

Néanmoins, comme environ 34% des patients traités par thrombolytique auront une ré-
, y

obstruction précoce, de nouvelles techniques de recanalisation ont vu le jour.

B- Thrombectomie mécanique (TM)

La thrombectomie mécanique est une technique radio interventionnelle qui consiste a récupérer
le caillot par voie endovasculaire. Le neuro-radiologue interventionnel débutant son geste par
une ponction au niveau artériel avec un guide qui remonte jusqu’au contact du caillot en
intracranien. Puis le caillot est extrait a 1’aide de dispositifs comme le stent retriever (SR) ou
I’aspiration, sans supériorité démontré d’un dispositif ou ’autre (étude ASTER) (27). Cette

technique se réalise sous anesthésie locale ou générale.

Outre D’efficacité clinique évaluée par le score de Rankin, la qualité¢ de la recanalisation est
¢valuée par le score TICI (Thrombolysis In Cerebral Infarction) (Figure 7). On considére une

recanalisation satisfaisante pour un score TICI >2b.



Score Description

0 No perfusion, complete obstruction; no flow past
occlusion of “major” vessel

1 Perfusion past initial obstruction but limited distal
branch filling with little/slow distal perfusion

2a Partial perfusion: < 50% of “major” vascular

territory perfused (eg, filling and complete
perfusion through one M2 division)

2b Partial perfusion: > 50% of major vascular territory is
filled, but there is not complete and normal
perfusion of entire territory

3 Complete or full perfusion with filling of all distal
branches

Figure 7 : Score TICI selon Zaidat et al (28)

Les premicres études évaluant 1’efficacité de la TM se sont révélées négatives. Les principales
raisons €taient notamment 1’utilisation de matériel ancien et une mauvaise sé¢lection des patients
(absence d’occlusion proximale) exposant les patients uniquement aux risques de cette
technique. Depuis 2015, a la suite des publications de 6 essais randomisés (MR CLEAN,
ESCAPE, SWIFT PRIME, EXTENDS-IA, THRACE, REVASCAT), elle devient le traitement
de référence de ’AVC ischémique en cas d’occlusions d’artéres de larges calibres de la
circulation antérieure, en association a la thrombolyse. Débutée dans les 6 premiéres heures, ce
traitement a apporté la preuve d’un bénéfice significatif chez les patients présentant un volume
d’infarctus modéré, avec une reperfusion considérée comme satisfaisante chez 88% des patients
(29-31). Dans certains cas sélectionnés, les limites des indications sont progressivement
repoussées, ¢tendant le délai jusqu’a 24h grace aux études DAWN et DEFUSE 111, permettant
les thrombectomies des troncs basilaires grace aux ¢tudes ATTENTION, BAOCHE (32,33),
des infarctus de gros volumes (études RESCUE JAPAN, SELECT-2, ANGEL-ASPECT,
TESLA) (34-37).

La thrombectomie renforce sa position comme traitement de référence de I’AVC en phase aigiie
et fait se questionner sur la poursuite de la thrombolyse. Les deux techniques utilisées ont

chacune leurs avantages et inconvénients résumés dans le tableau ci-dessous (Figure 8).
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Avantages

Thrombolyse
pharmacologique

Bénéfice net sur le pronostic
fonctionnel a 3 mois

Quel que soit le statut artériel
Disponibilité

Facilitation des procédures
endovasculaires

Thrombectomie
mécanique

Fenétre horaire (jusqu'a 24 h)

Bénéfice démontré en association
avec |a thrombolyse i.v. dans les
occlusions artérielles proximales

Recours possible en cas de contre

Limites

Fenétre horaire de 4 h 30 et jusqu'a9 h
pour certains patients avec mismatch sur
I'imagerie de perfusion

Complications hémorragiques
Nombreuses contre-indications

Efficacité limitée dans les occlusions
artérielles proximales

Risque de réocclusion artérielle
Faible disponibilité
Limitée aux occlusions artérielles proximales

Nécessité parfois de transfert secondaire
dans une UNV de recours

Echec de procédure

indications a la thrombolyse i.v. ) . ) ..
Risque de réocclusion artérielle
Figure 8 : Avantages et limites de la thrombolyse pharmacologique et de la thrombectomie

mécanique d’aprés Weisenburger-Lile et al (38)

Devant ces limites, certains auteurs se sont posé la question de prioriser la thrombectomie
mécanique aux dépens de la thrombolyse, avec notamment les analyses post-hoc des essais sur
la thrombectomie (SWIFT PRIME, STAR et MR CLEAN) ne montrant pas de différence entre
les taux de recanalisation entre la thérapie combinée et la thrombectomie seule (39). De plus,
la thrombolyse en désagrégeant le caillot pourrait par la suite envoyer des emboles plus distaux
et diminuer D’efficacit¢ de la thrombectomie (40). L’analyse des données de 2 registres
prospectifs (suisse et allemand) ne montre pas de différence en termes de pronostic fonctionnel,
de complication hémorragique intracérébrale ou de mortalité, chez les patients traités par
thérapie combinée ou TM seule pour une occlusion artérielle proximale d’une artére de la

circulation antérieure.

Néanmoins, si 85% de recanalisation par thrombectomie sont jugées satisfaisantes, seuls un
patient sur deux sera autonome a 3 mois. Cela peut s’expliquer par une perforation artérielle au
cours du geste, la survenue d’un vasospasme ou encore une ré-obstruction au décours du geste
(5% des cas). Dans le pire des cas, le thrombus reste irrécupérable ce qui représente 20% des
patients traités par TM (41). Or, la thrombolyse aurait un effet sur le traitement endovasculaire
en permettant de diminuer la durée et le nombre de passage pour revasculariser 1’artére obstruée
(¢tudes MR CLEAN, ESCAPE, SWIFT PRIME, EXTEND IA) (30,42—44) notamment quand
le caillot est distal (40).
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De plus, tous les centres d’UNV ne bénéficient pas de la possibilité de réaliser un traitement
endovasculaire et les patients peuvent donc étre thrombolysés au sein d’'une UNV périphérique

avant leur transfert vers le centre de référence (condition drip&ship).

Finalement, seul 14,3% des patients qui font un AVC bénéficient de la thrombolyse et encore
moins de la thrombectomie qui n’est réalisable qu’en cas d’une occlusion proximale dont les

centres de traitement endovasculaire ne se situent pas toujours a proximité (45,46).
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II- Le thrombus de sa formation a son élimination

1- Généralités

L’hémostase, phénoméne physiologique indispensable, permet la formation d’un thrombus
sanguin qui va recouvrir la paroi vasculaire endommagée par une bréche pour empécher
I’extravasation du sang. A 1’état basal, les différents protagonistes sont présents dans la
circulation, en équilibre. En réponse a un stimulus (bréche vasculaire), les différents acteurs
vont entrer en jeu selon une chorégraphie millimétrée pour former puis éliminer le thrombus.

On distingue trois périodes interdépendantes : I’hémostase primaire, I’hémostase secondaire et

la fibrinolyse (47,48).

2- Formation du thrombus

A- Hémostase primaire (Figure 9)

Premiére étape de la formation du thrombus, I’hémostase primaire consiste en la formation d’un

clou plaquettaire. Trois composants sont principalement impliqués : le vaisseau, les plaquettes

et le fibrinogene.
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Figure 9 : Représentation de I’hémostase primaire, France coagulation
I- Le vaisseau

Tres rapidement apres la blessure du vaisseau, les cellules musculaires lisses vont se contracter,

a la suite de leur atteinte directe par la Iésion causale ou suite a la libération de vasoconstricteurs
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par les cellules endothéliales (sérotonine, noradrénaline). Cela entraine un spasme vasculaire
réflexe, local et transitoire, permettant de diminuer le flux sanguin en aval et la stagnation locale
des ¢éléments participant a 1’hémostase. Ce phénomeéne est entretenu par des molécules
vasoconstrictrices d’origines plaquettaires et endothéliales telles que la thromboxane A2,

I’endothéline et la sérotonine.

2- Les plaquettes

La mise a nu des protéines du sous-endothélium par la bréche vasculaire va démasquer des
protéines de la matrice extracellulaires (facteur von Willebrand (vVWF), collagéne, fibronectine,
laminine), qui vont interagir avec les glycoprotéines membranaires des plaquettes (notamment
le complexe GP IIb-V-IX) et entrainer leur adhésion. Les médiateurs circulants (ADP,
thromboxane A2, thrombine et sérotonine) sécrétés par les cellules endothéliales et les
plaquettes activées, vont se fixer aux récepteurs membranaires plaquettaires et entrainer
I’activation plaquettaire par une cascade enzymatique. Cette activation va entrainer une
modification de conformation de la protéine GP IIb-IIla qui permet I’agrégation des plaquettes
entre elles par I’intermédiaire du fibrinogene, et une sécrétion de différentes molécules
(granules o : facteur von Willebrand, fibrinogéne ; granules denses: sérotonine, ADP) a

I’origine d’une amplification du phénomene.

3- Le fibrinogene

Le fibrinogene est une protéine synthétisée par le foie puis stockée dans les granules o des
plaquettes et des mégacaryocytes. Il correspond au facteur I de la coagulation. C’est un dimere
ou chaque monomere s’articule autour de 3 chaines polypeptidiques Aa, B et y reliées par des
ponts disulfures. La protéine s’organise en deux domaines D aux extrémités et un domaine E
central riche en charges négatives. Le domaine E contient les fibrinopeptides A et B,
respectivement portés par les chaines a et 3 (Figure 10). Les domaines D comportent des sites
de liaison pour le plasminogéne (49). Les extrémités C terminales des chaines alpha sont plus
longues et ont un rdle important lors de la constitution du réseau de fibrine.
Durant I’hémostase primaire, le fibrinogéne, se fixe au récepteur plaquettaire GPIIb-IIla

permettant aux plaquettes de s’agréger les unes aux autres pour former un agrégat plaquettaire.
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Figure 10 : La molécule de fibrinogéne et ses 3 domaines selon Sinegre (47)
B- Hémostase secondaire

Appelée « coagulation plasmatique », ’hémostase secondaire correspond a la consolidation du
clou plaquettaire venant d’étre formé par un maillage de fibrine. Schématiquement, elle se
divise en 3 phases : formation de la prothrombinase, formation de la thrombine et fibrino-
formation. L’ensemble aboutit a la formation d’un thrombus.
Lors de cette phase, les plaquettes fournissent la surface d’assemblage pour les facteurs de la

coagulation et libérent le facteur V contenu dans leurs granules a.

1- Formation de la prothrombinase et de la thrombine

La prothrombinase est générée par I’aboutissement deux de voies différentes de la coagulation :

extrinséque et intrinséque (Figure 11).

La voie intrinséque débute par le facteur XII qui aboutit a 1’activation des facteurs IX (anti
hémophile B) et VIII (anti hémophile A) formant un complexe [Xa-VIIla. Ce complexe
« ténase » rejoint ensuite la voie commune en activant le facteur X. L’activation du facteur X

est accélérée par le facteur VIIla qui est lui-méme activé par la thrombine.

La voie extrinseque (ou voie du facteur tissulaire), mise en jeu lors d’un traumatisme externe,
aboutit a la liaison entre le facteur tissulaire (FT) et le facteur VII. Le FT est une protéine

transmembranaire des monocytes et des cellules endothéliales, qui n’existe pas dans la
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circulation sanguine a I’état physiologique. Une fois expos¢ lors de la bréche vasculaire, il rend
actif le facteur VII (VIIa) pour former le complexe FT/FVIIa. Ce dernier, en présence de

phospholipides (PL) et de calcium participe a la voie commune.

Ces deux complexes formés se retrouvent au niveau de la voie commune débutant par le facteur

Xa (facteur de Stuart) qui va se rattacher au facteur Va formant la prothrombinase.

Figure 11 : Schéma de la cascade de coagulation, France Coagulation

Le complexe prothrombinase permet 1’activation de la prothrombine (facteur II) en thrombine
(ITa) qui joue un réle d’amplificateur de la voie intrinséque via son action sur les facteurs XI,
VIII et de la voie commune via le facteur V. Cette succession de réactions enzymatiques

provoque un pic de thrombine qui participe a la formation de la fibrine.

2- Formation de la fibrine

La premiére étape est la polymérisation du fibrinogéne. La thrombine, en clivant les
fibrinopeptides A et B du fibrinogeéne (facteur I soluble) génére des monomeéres de fibrine et
charge positivement le domaine E. Ces monomeéres se polymérisent entre eux par la liaison
entre un domaine D et un domaine E (de charge opposée). Ils s'alignent selon un arrangement
de domaine bicaténaire semi décalé pour former des protofibrilles. Les protofibrilles lient le t-
PA et le plasminogéne au niveau des résidus lysine situés sur les domaines D. La polymérisation

de ces protofibrilles aboutit a des polymeres de fibrine solide (Ia).
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En s’associant au facteur XIIla (activé par une voie d'amplification par la thrombine), la fibrine
est stabilisée par des liaisons covalentes au niveau des domaines D adjacents (sites des peptides
lysines et glutamine) (Figure 12). Cette stabilisation consolide le caillot en le rendant insoluble

et résistant a I’action de la plasmine.
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Figure 12 : La fibrinoformation selon le Pr Schmidt, Service Hématologie, CHUV

Lausanne
3- Inhibiteurs de la coagulation

Le phénomeéne de coagulation est régulé par différents inhibiteurs anticoagulants.

On distingue (Figure 13) :

- le TFPI (tissue factor pathway inhibiteur) qui inhibe la voie extrinséque via son role sur le
facteur VII

- ’antithrombine qui empéche 1’action des facteurs [Xa, Xa, Xla et de la thrombine

- le complexe protéine C + thrombomoduline qui une fois activé par la protéine S, inhibe les

facteurs VIlla et Va.
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Figure 13 : Inhibiteurs de la coagulation

De plus on notera que les facteurs X, IX, VII, II et les protéines C et S sont dépendants de la

vitamine K et donc cibles de thérapeutique.
3- Dégradation du thrombus

Physiologiquement, la derniére phase de la coagulation est la fibrinolyse qui se met en place
lorsque la breéche est réparée, afin d’éliminer le clou hémostatique. Ce phénomeéne est médié

par la plasmine et régulé par le systeéme fibrinolytique (Figure 14) (50).

A- Activateurs

A I’¢état physiologique, en dehors de toute breche, il existe en intravasculaire une faible quantité
de plasmine active. Le plasminogéne synthétisé par le foie, est activé en plasmine par
I’activateur tissulaire du plasminogéne (t-Pa) (sécrété de manicre continue par les cellules
endothéliales) et ’'urokinase (synthétisée par le rein, les cellules musculaires lisses, les cellules
¢épithéliales, les fibroblastes et les monocytes). La liaison avec le t-PA accentue de fagon
exponentielle I’activité fibrinolytique du plasminogene. La plasmine va hydrolyser les liaisons
peptidiques de la fibrine grace a ses sites de liaisons « lysines ». Les polyméres de fibrine
deviennent alors solubles et générent les produits de dégradations de la fibrine. Lors de sa
dégradation, la fibrine expose de nouveaux résidus lysine responsables d’un phénomene de lyse
auto-entretenu. On distingue par ailleurs d’autres activateurs comme les protéines de la

membrane cellulaire et de la matrice extra-cellulaire (thrombospondine, collagéne IV).
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B- Inhibiteurs

Ce phénomene de fibrinolyse est finement régulé par différents inhibiteurs (51-54). On
distingue :

- I’alpha2-antiplasmine (a2AP) : principal inhibiteur de la plasmine libre circulante (ne peut lier
la plasmine liée a la fibrine).

- les inhibiteurs des activateurs du plasminogéne (PAI) : le PAI-1 qui inhibe rapidement le t-
PA et I'urokinase tandis que le PAI-2 a une action prédominante sur 1’urokinase.

- le TAFI (de I’anglais thrombin-activable fibrinolysis inhibitor) qui empéche la liaison de la

plasmine et du t-PA a la fibrine.
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Figure 14 : Le processus de fibrinolyse
C- Dégradation de la fibrine

La protéolyse de la fibrine s’effectue en plusieurs étapes. Le plasminogeéne activé va rompre les
liaisons des protofibrilles en formant des produits de dégradation de la fibrine (PDFs), ensemble
hétérogenes de molécules, de taille et de structure variable (Figure 15). Cette digestion
protéolytique a lieu préférentiellement sur les résidus lysine et argine Ao et Bf des domaines
D et E. Ces sites du fibrinogéne habituellement cryptiques deviennent exposés lors de
I’assemblage de la fibrine. Lors de la dégradation de la fibrine par le plasminogéne, de nouveaux
sites de liaison pour le t-PA et le plasminogene sont exposés, permettant un auto entretien du
phénoméne (55-57). Les produits obtenus lors de la digestion de la fibrine renferment deux
domaines D unis par une liaison covalente résistante a I’action de la plasmine que 1’on appelle

les D-dimeéres. C’est le fragment caractéristique le mieux connu de la dégradation de la fibrine
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par la plasmine (58,59). Pour évaluer 1’activité de la fibrine et son turnover, le dosage des D-

dimeres est utilis¢é comme marqueur indirect.
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Figure 15 : Action de la plasmine sur la fibrine et le fibrinogéne selon Weimann et al (60).
Les produits de dégradation de la fibrine (A) et du fibrinogéne (B) sont de taille et structure

variable, fonction des sites de protéolyses par la plasmine

4- Le thrombus dans I’infarctus cérébral
A- Généralités
Au début de la prise en charge des AVC, les données concernant les thrombi cérébraux étaient
relativement limitées. Les informations corrélaient les signes radiologiques comme le signe de
I’artére hyperdense au scanner ou celui de la susceptibilité magnétique du vaisseau a I’IRM a
la richesse en globules rouges des caillots (61-66). Grace a 1’essor de la thrombectomie
mécanique et aux innovations techniques, les caillots peuvent désormais étre récupérés pour
analyses. Les connaissances, concernant leur composition, leurs propriétés physiques ou leurs
interactions avec le vaisseau artériel, ne cessent de croitre ces derniéres années. Mais il existe
une grande variabilité dans les descriptions histo-morphologiques des principaux composants
(67). Devant cette diversité descriptive, Bacigaluppi et al. ont publié il y a quelques années un
« guide » consensuel pour systématiser tant ’analyse que les termes utilisés a leur description

(couleur, taille, forme, intégrité du fragments, consistance et morphologie) (61).

B- Composition du thrombus

Les principaux composants des caillots identifiés dans la littérature sont les globules rouges

(GR), les globules blancs (GB), les plaquettes, la fibrine et le facteur de Von Willebrand (vWF)
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(68). On distingue les thrombi riches en fibrine aussi appelés « thrombi blancs » de ceux
concentrés en globules rouges appelés « thrombi rouges ». Entre les deux, se situent les thrombi

qualifiés de « mixtes » (Figure 16).
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Figure 16 : Composition des caillots, avec en A le caillot riche en fibrine et en B le caillot

riche en globules rouges, selon Jolugbo et al (69).

Les études décrivant les thrombi cérébraux sont pour la plupart des études histologies sur lames,
n’explorant qu’une partie du thrombus, qui présente pourtant une organisation avec une téte, un

corps et une queue. C’est la raison principale expliquant la variabilité des résultats de ces études.

Le caillot est classiquement dissocié¢ en deux parties : le cceur interne et la coque externe.
Au sein du cceur, il est observé des plaquettes, globules blancs, facteur de Von Willebrand et
globules rouges en proportions variables. A cela, s’ajoute les pieges de neutrophiles
extracellulaires (NETs) qui peuvent s’organiser en grappe avec le vVWF et les plaquettes.
L’analyse du centre du caillot, plus aisée du fait d’une différenciation cellulaire plus nette,
montre une variabilité plus marquée tant dans sa composition que dans son organisation (70).
On y retrouve deux zones internes principales : celles riches en globules rouges et celles riches
en plaquettes associées a de la fibrine (71). La complexité des régions abondantes en GR est
moindre du fait d’une organisation « plus simple » avec un réseau de fibrine plus mince (72).
A I’inverse, les zones riches en plaquettes sont plus sophistiquées avec un réseau de fibrine plus
dense qui se lie a des multimeres de vVWF, de neutrophiles (PNN) et de pieges extracellulaires

a neutrophiles (NETs). Le vWF, de par son rble crucial dans 1’adhésion plaquettaire, est
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retrouvé dans 1I’ensemble des thrombi en proportion variable (73). Les PNN sont les leucocytes
les plus représentés dans les caillots et participent a la « thrombo-inflammation ». Une fois
activés, les PNN génerent les NETs en libérant leur chromatine décondensée sous la forme d'un
réseau de fibres d'ADN extracellulaires décorées d'histones et de protéines granulaires. Les
NETs sont de réels piliers pour la formation du thrombus et se concentrent essentiellement au
cceur du caillot (72,74). La coque externe, compacte et dense, s’organise différemment avec un

assemblage de globules rouges et de fibrine plus structuré (Figure 17).

Figure 17 : Schéma représentant la composition et I’organisation d’un thrombus

selon Staessens et al (75)
C- Résistance aux thérapeutiques de la phase aigué

La composition et 1’organisation structurelle du caillot jouent un rdle dans 1’efficacité des
traitements de la phase aigué que ce soit la thrombolyse intraveineuse ou la thrombectomie
mécanique (nombre de passage, durée de la procédure) et de ce fait sur 1’évolution clinique a 3
mois évaluée par le score mRS (62). Chacun des composants intervient a un degré variable dans

la résistance au traitement des infarctus cérébraux (68) (Figure 18).
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Figure 18 : Comparaison des traitements de I’AVC selon la richesse en globules rouges ou

en fibrine selon Jolugbo et al (69)
1- Thrombolyse intraveineuse

Le thrombolytique va attaquer le caillot de proche en proche en commengant par 1’enveloppe
extérieure qui entoure en partie ou totalit¢ la chape interne. Cette coque externe est
particulierement visible dans les thrombus riches en globules rouges. Sakharov et al. ont mis
en ¢évidence une accumulation du t-PA marqué a la fluorescéine qui demeure «
spatialement limitée » a une zone de 5-8 um d’épaisseur de la couche superficielle (76). Cette
coque externe du fait de sa structure physique dense et étanche constitue le premier rempart au
thrombolytique. Di Meglio et al. ont montré que la fibrine y était organisée en un réseau serré
de fibrilles individuelles associées aux plaquettes et a I’ADN extra-cellulaires. Cette
organisation spécifique entraine une plus grande résistance a la fibrinolyse. Afin de prouver que
I’enveloppe externe constitue un rempart au traitement fibrinolytique, ils avaient également
comparé le taux de thrombolyse in vitro lorsque le thrombus était laissé intact ou a 1’inverse
coupé pour casser I’enveloppe externe. Ce taux était significativement plus faible dans le
premier cas (70). De plus, les inhibiteurs de la thrombolyse comme I’inhibiteur de 1’activateur
du plasminogene (PAI-1) et la protéase-nexine 1 (PN-1) se retrouvent de fagcon plus abondante
dans la coque externe. Ces résultats avaient déja été observés dans une étude in vitro réalisée
par Cines el al. (77), ou lors de la formation du thrombus, la fibrine et les agrégats plaquettaires
¢taient redistribués a la surface. Par ailleurs, une « longueur maximale » de 8 mm du thrombus
au-dela de laquelle le thrombolytique devient inefficace a été mise en évidence par I’équipe de

Riedel et al (78).

23



La susceptibilité¢ du réseau de fibrine a la lyse est également dictée par sa structure et les
modifications biochimiques qu’elle subit par différents acteurs tels que le vVWF (79,80), les

NETs (81), le facteur plaquettaire 4 (PF4) (82) ou le facteur XIII (26).

Une fois activé par la thrombine, le facteur XIII transforme le réseau de fibrine en un polymere

robuste, insoluble tout en liant les inhibiteurs de la plasmine a la fibrine (83,84).

Les plaquettes, actrices centrales dans la formation du caillot, libérent, lorsqu’elles sont
activées, le contenu de leurs granules riches en inhibiteurs fibrinolytiques. En outre, les
plaquettes exercent une force contractile sur la fibrine permettant au thrombus de se rétracter.
La compression du caillot le rend moins accessible par le thrombolytique et donc plus résistant

a la thrombolyse (77,85-87).

Les neutrophiles par I’intermédiaire de leurs NETs représentent un nouvel obstacle a la
fibrinolyse (69,81,88) tout comme le facteur de Willebrand (73). Cela s’explique en partie par

les modifications qu’ils engendrent sur le réseau de fibrine en le rendant plus dense.

Enfin, le r6le des GR comme facteur de résistance au thrombolytique n’est pas clairement établi.
Certaines ¢études expérimentales rapportent une plus grande résistance au rt-PA quand les GR
sont piégés dans la fibrine (89), tandis que d’autres mettent en évidence une plus grande
vulnérabilité des thrombi riches en érythrocytes par rapport a ceux concentrés en plaquettes ou

fibrine (61,90,91).

2- Thrombectomie mécanique

L’efficacité de la recanalisation dépend a la fois des modalités de la thrombectomie mais

¢galement des propriétés biochimiques du caillot.

En effet, le réseau de fibrine associé aux plaquettes constitue un des facteurs d’échec de la
thrombectomie mécanique avec une durée de procédure et un nombre de passage plus élevés
(69,92,93). Du fait de leur richesse en fibrine, les caillots blancs sont plus adhérents a la paroi
vasculaire en particulier lorsque le pourcentage en globules rouges est inférieur a 20%
(41,94,95). A Tlinverse, les caillots rouges seraient plus facilement mobilisables et
nécessiteraient un temps d’intervention moins long permettant une reperfusion plus précoce

(62,75,91,93,96).
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Concernant les globules blancs, leur role est discuté. En effet, il a été démontré qu’une forte
concentration en GB était associée a une thrombectomie plus longue avec une recanalisation et
une évolution clinique moins bonne (71). Mais ce résultat n’a pas été corroboré dans toutes
études (62,63,97). Les NETs se révelent étre un nouvel obstacle en majorant la durée de la

procédure et le nombre de passages (69,81,98).

Pour les érythrocytes, on retrouve une association significative du risque d’emboles en cas de
richesse en fibrine ou de faible concentration de GR (93). Néanmoins le potentiel migratoire du

thrombus est associ¢ dans certaines études a la forte concentration en GR (75,99).

Mieux caractériser les thrombi cérébraux est indispensable car la composition des caillots
pourrait influencer le choix du dispositif utilisé lors de I’intervention. En effet, comme le
montrent Noguiera et al., il existe une tendance a un meilleur résultat au premier passage en

utilisant ’aspiration en cas de caillot riche en fibrine (92,94).

Dans la littérature, comme nous 1’avons vu, la composition des thrombi cérébraux reste
discutée, notamment en raison des méthodologies utilisées pour la décrire. Les analyses
histologiques sur coupes principalement utilisées ne prennent pas en compte 1’organisation
spatiale du thrombus. Notre étude, en utilisant une analyse protéomique par LC-MS de
I’intégralit¢ du thrombus extrait par thrombectomie, propose une approche originale pour

caractériser la composition du thrombus et les déterminants de la fibrinolyse.
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Objectifs

Ce travail avait pour objectifs :

- de caractériser par protéomique les thrombi cérébraux extraits par thrombectomie mécanique

en phase aigué d’un infarctus cérébral li¢ a une occlusion de grosse artere.

- de déterminer ’activité fibrinolytique a la surface et a I’intérieur des thrombi en fonction de
I’utilisation d’un traitement thrombolytique par rtPA IV préalable a la thrombectomie

mécanique.

- d’¢établir les déterminants cliniques, biologiques, radiologiques et protéiques des différentes

activités fibrinolytiques mesurées.

- de mettre en corrélation les résultats cliniques et radiologiques du traitement avec 1’utilisation

du thrombolytique, les activités fibrinolytiques a la surface et a I’intérieur des thrombi.
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Matériel et Méthodes

I- Population étudiée

Cette étude rétrospective a inclus des patients pris en charge dans les UNV des CHU de
Marseille entre décembre 2020 et mai 2021 et de Nice entre octobre 2018 et aotit 2019.

Les patients victimes d’infarctus cérébral ont ét¢ inclus prospectivement dans un registre. Les
patients ayant été traités par thrombectomie mécanique en phase aigué¢ d’un infarctus cérébral
li¢ a une occlusion de gros vaisseau et pour lesquels un thrombus a été extrait ont été inclus
dans cette étude. Les patients pour lesquels le matériel recueilli n’était pas exploitable (<5 mg)

¢taient exclus.
Cette étude a bénéfici¢ d’un avis favorable du comité d’éthique de I’Université Aix-Marseille.

II- Collection des données cliniques, biologiques et radiologiques

Les données cliniques, biologiques et radiologiques ont été extraites rétrospectivement a partir
du registre et des dossiers des patients des centres experts et périphériques. En effet, certains
patients étaient pris en charge directement dans le centre expert UNV de Nice ou La Timone,
Marseille (mothership), d’autres étaient adressés par une UNV périphérique : UNV d’Aix en
Provence, Avignon, Ajaccio (drip and ship). Les données cliniques du patient (antécédents
médico-chirurgicaux, facteurs de risque, traitements en cours), les caractéristiques clinico-
radiologiques de l’infarctus cérébral (horaires de survenue, de prise en charge, données
radiologiques (score ASPECT)), les données concernant les thérapeutiques utilisées (horaire
d’administration et dose du fibrinolytique si utilisé, horaire de la thrombectomie mécanique et
ses modalités (nombre de passage, matériel utilis¢), score de mTICI (28) (succés de
recanalisation si mTICI >2b)) ont été collectées. Les données biologiques du bilan d’admission
réalisé au laboratoire local (NFS, plaquettes, bilan d’hémostase standard, CRP) ont été
colligées. L’évolution clinico-radiologique a été évaluée a 24h (score clinique (NIHSS), score
ECASS II (100) et Heidelberg évaluant les transformations hémorragiques) et a 3 mois (score
mRS (15)). A 3 mois, I’étiologie de I’infarctus cérébral a ét¢ adjudiquée selon la classification
TOAST (101) : athérome des gros vaisseaux (TOAST 1), cardio-embolique (TOAST 2), autres
causes déterminées (TOAST 4) et causes indéterminées (TOAST 5).
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III- Collection des thrombi cérébraux

Les thrombi cérébraux extraits étaient collectés en salle de thrombectomie au décours du geste.
La technique utilisée pour extraire le thrombus était choisie par le neuroradiologue
interventionnel (aspiration et/ou stent retriever). Une fois extrait, le thrombus était photographié
sur papier millimétré avant d’étre délicatement rincés a 1’eau PPI puis immédiatement congelé

a -20°C. Les échantillons ont été conservés ensuite a -80°C jusqu’a I’analyse spectrométrique.

I'V- Caractérisation macroscopique des thrombi cérébraux

Chaque thrombus cérébral était décrit selon les guidelines (61) : poids (masse arrondie au
centiéme de microgramme), taille, fragments et couleur. En utilisant le logiciel de mesure
ImageJ (102), nous avons pu, aprés définition de 1’échelle de mesure, contourer les différents
fragments des thrombi via 1’outil polygone. A partir du contourage manuel, nous avons obtenu
la surface (en cm?) et le périmétre (en cm) (Figure 19). L’intensité moyenne de la composante
rouge [0-255] de I’histogramme colorimétrique RGB (dans la zone contourée) a été utilisée

pour appréhender la couleur du thrombus (Figure 20).
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Figure 19 : Mesure de la surface du thrombus extrait a ’aide du Logiciel ImageJ.

En jaune, la région d’intérét dessinée autour du thrombus.
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Figure 20 : Recueil de intensité de rouge des thrombi grice a I’histogramme.

En A, un caillot blanc et en B un caillot rouge.

V- Solubilisation des thrombi cérébraux pour analyse LC-MS

La solubilisation des thrombi cérébraux est un pré-requis pour 1’analyse en spectrométrie de

masse couplée a la chromatographie liquide (LC-MS).

Les thrombi cérébraux ont été décongelés en lot, mis en milieu liquide (eau purifiée) contenant
des inhibiteurs des protéases et des phosphatases (500uL d’inhibiteur de protéases pour 49,5mL
d’eau purifiée (cOmplete, EDTA-free et PhosSTOP; Roche Diagnostics GmbH, Germany).
L’environnement externe du thrombus cérébral a été isolé par récupération du liquide rincage
du thrombus en milieu iso-osmotique (NaCl). Cette eau de ringage a été conservée a -80°C pour
analyse ultérieure et sa concentration protéique a été établie par la technique colorimétrique de

Bradford (Bio-Rad Protein Assay ; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).

Le thrombus, ainsi rincé, a été solubilisé suivant une procédure chimique de dénaturation de la
chape fibrineuse composant le thrombus. Le thrombus a été incubé 20 minutes a 4°C dans un
tampon de lyse (7 M urée, 2 M thiourée, 4% DoDecyl Maltoside, 50 mM Dithiothréitol). La
solubilisation chimique a ét¢ complétée d’un broyage mécanique au micro-pilon électrique.
Apres centrifugation des échantillons (13 000 g, 15 min, 4°C), les surnageants ont été recueillis
et la concentration protéique de I’extrait de thrombus a été mesurée par la technique

colorimétrique de Bradford.
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VI- Analyse protéomique des thrombi

Un dosage protéique a été réalisé dans chaque échantillon (thrombus solubilisé¢) pour normaliser
la quantité de matériel entre les différents échantillons avant analyse par LC-MS. Pour I'analyse
protéomique, un volume de surnageant correspondant a 100 pg de protéines a été chargé sur un
gel de polyacrylamide a 10% d'urée (PAGE). Le gel obtenu aprés migration protéique a été
coupé¢ a hauteur de 40 kDa afin de séparer les protéines de haut et de bas poids moléculaire
permettant d’optimiser 1’analyse protéomique. Chaque partie du gel a fait 1’objet d’une
digestion protéolytique par trypsinolyse. Apres centrifugation, le surnageant contenant les
peptides a été séché puis re-suspendu dans 50 pL d’une préparation 20/80 d’acétonitrile et d’eau

et conservé a -20°C jusqu’a analyse LC-MS.

Les échantillons obtenus (5 pL) ont été analysés a l'aide d'un spectromeétre de masse ESI-Q
Exactive Plus intégrant un analyseur Orbitrap a haut champ couplé a un systéeme Nano LC
Ultimate 3000 RSL C (Thermo Fisher Scientific). Une colonne C18 EASY-Spray de 25 cm x
75 um et 2 um de diamétre a été connectée et couplée au systéme avec une source EASY-Spray
fonctionnant a 40°C. Le débit était de 0,3 pL/min avec un gradient de 5 a 45 % de solvant B
(80 % d'acétonitrile, 20 % d'eau, 0,1 % d'acide formique) par rapport au solvant A (0,1 % d'acide
formique, 100 % d'eau) pendant 120 minutes. L acquisition spectrométrique a été réalisée pour
des m/z comprises entre 350 et 1500. Tous les fichiers de données brutes MS ont été analysés
par le logiciel Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fisher, France) en utilisant le moteur de
recherche Sequest HT contenant une base de données des séquences protéiques humaines
(UniprotKB (103)). Au terme de cette étape, il nous a donc été possible d’établir la liste des
protéines contenues dans chaque thrombus (protéome). Chaque protéine identifiée dans un
échantillon était associée a une intensité ionique proportionnelle a sa concentration dans
I’échantillon. Le protéome des thrombi étudiés incluait les protéines présentes dans au moins

90 % des échantillons analysés.

Chaque protéine identifiée a été annotée, en fonction de sa spécificité, a un composant du
thrombus : érythrocyte, globule blanc, plaquette, cellule endothéliale, protéine de la coagulation
et protéine d’adhésion cellulaire. L’annotation a été réalisée en utilisant les banques de données

protéiques (Atlas Protein (104) et UniprotKB (103)).
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VII- Mesure de I’activité fibrinolytique

L’activité fibrinolytique dans chaque thrombus cérébral, imprégné ou non de rt-PA, a été

appréhendée a la surface et a I’intérieur du thrombus (Figure 21).

Mesure de I'activité fibrinolytique a la surface du thrombus
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Figure 21 : Techniques utilisées pour mesurer ’activité fibrinolytique a la surface et a

intérieur du thrombus

1- A la surface du thrombus
La mesure de I’activité fibrinolytique a la surface du thrombus a été appréhendée en mesurant
le taux de D-Dimeéres (nug) dans un volume de liquide de ringage correspondant & 50 pg de
protéines. Le dosage des D-Dimeéres, produit de dégradation de la fibrine, constitue le gold-
standard de 1’évaluation biologique de I’activité fibrinolytique a la surface du thrombus. Les D-

Dimeres ont été dosés par méthode ELISA ( kit EHDDIMER, Invitrogen, Thermo Fisher).

2- A ’intérieur du thrombus
La mesure de I’activité fibrinolytique a I’intérieur du thrombus a été appréhendée en mesurant
le ratio entre le fibrinogene a dégradé et sa forme enticre. Le fibrinogene a (P02671), dans sa
forme non dégradée, présente 2 isoformes : P02671-1 (Alpha-E, 866 AA - forme minoritaire
allongée) et P02671-2 (Alpha, 644 AA - forme majoritaire) dont les masses moléculaires sont
respectivement 95 et 70 kDa. Le fibrinogéne a dans sa forme enti¢re a été détecté dans le
protéome de la bande électrophorétique des hauts poids moléculaires (>40kDa). En revanche,

les produits de dégradation du fibrinogéne o par la plasmine, ayant un poids moléculaire
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inférieur a 40kDa, ont été¢ mesurés dans le protéome de la bande électrophorétique des bas poids
moléculaires (<40kDa) (Figure 22) (105). De fait, I’intensité ionique du fibrinogéne a mesuré
dans la bande <40 kDa rapportée a I’intensité ionique du fibrinogéne a mesuré dans la bande

>40 kDa refléte le pourcentage de dégradation fibrinolytique de cette protéine.
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Figure 22 : Séquences de dégradation par la plasmine des molécules intactes de
fibrinogéne a, f, Yy en fonction du temps ((a) t=0, (b) t=2 min, (c) =10 min, (d) =30 min,
(poids moléculaire en kDa) d’aprés Gaffney et Dobos (105)

VIII- Analyse statistique

Pour la description de la population, les données clinico-biologico-radiologiques ont été
présentées, pour les variables quantitatives par leurs médianes (interquartiles), pour les
variables qualitatives par leur fréquence (%). Afin de comparer les patients ayant été regu ou
non un traitement par rt-PA IV avant thrombectomie mécanique, un test de Mann-Whitney-
Wilcoxon a été réalisé pour les variables quantitatives et un test de Chi2 pour les variables
qualitatives. Une valeur de p < 0,05 a été retenue comme significative. Le logiciel STATA

version 10.0 SE a été utilisé.

Les corrélations entre les différentes protéines retenues dans le thrombus sont présentées dans
une matrice de corrélation (coefficient de corrélation de Pearson) apres transformation

logarithmique (base 10) et remise a 1’échelle des données (« data-scaling » 0-100).

La recherche des déterminants des activités fibrinolytiques a été réalisée par régression linéaire
simple. L’identification des déterminants cliniques a été¢ appréhendée par régression linéaire

simple semi-logarithmique. Concernant I’identification des déterminants protéiques, une
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régression linéaire simple logarithmique a été appliquée. Les données issues de la protéomique
ont fait I’objet d’une transformation logarithmique (base 10), ainsi qu’une mise a I’échelle des
données. Chaque variable explicative étudiée a été systématiquement ajustée a 1’utilisation du
rt-PA IV. Les variables explicatives ont été retenues comme significatives si la valeur de p <
0,05. Chaque variable explicative significative est présentée par son coefficient B (intervalle de
confiance a 95%). Les logiciels MATLAB version R2020b et XLSTAT premium version
2023.1.5 ont été utilisés.
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Résultats

I- Description de la population étudiée

106 patients pour lesquels un thrombus cérébral a pu étre prélevé ont été inclus dans 1I’étude.

Parmi les 106 patients inclus, deux ont été exclus en raison du caractére non exploitable du

thrombus. 104 patients ont donc été étudiés. La description de la population étudiée est

présentée dans la table 1.

All v NolV
(n=104) (n=47) (n=57) p-value
Demographic data and vascular risk factors
Age 73.00 (65.75,81.00) 71.00 (65.50,79.50) 76.00 (66.00,82.00) 0.164
Women 47/104 (45.19%) 22/47 (46.81%) 25/57 (43.86%) 0.997
HTA 45/104 (43.27%) 20/47 (42.55%) 25/57 (43.86%) 0.377
Diabetes mellitus 14/104 (13.46%) 7/47 (14.89%) 7/57 (12.28%) 0.583
Dyslipidemia 28/104 (26.92%) 14/47 (29.79%) 14/57 (24.56%) 0.395
Active tabagism 19/104 (18.27%) 10/47 (21.28%) 9/57 (15.79%) 0.596
History of ischemic stroke/TIA 12/104 (11.54%) 5/47 (10.64%) 7/57 (12.28%) 0.376
Coronaropathy 16/104 (15.38%) 5/47 (10.64%) 11/57 (19.30%) 0.599
Obesity 13/104 (12.50%) 8/47 (17.02%) 5/57 (8.77%) 0.570
Antithrombotic treatment at admission
Antiplatelet agents 30/104 (28.85%) 12/47 (25.53%) 18/57 (31.58%) 0.523
Anticoagulants (DOA/VKA) 24/104 (23.08%) 4/47 (8.51%) 20/57 (35.09%) <0.001
Clinico-radiological evaluation at admission
NIHSS score 18.00 (15.00,22.00) 17.00 (14.00,21.50) 18.00 (15.00,23.00) 0.210
Capillary glycemia (3) 1.27 (1.11,1.58) 1.23(1.11,1.51) 1.38 (1.15,1.61) 0.207
Systolic blood pressure (21) 154.00 (137.00,169.00) 155.50 (137.75,170.50) 152.00 (136.00,168.00) 0.458
Diastolic blood pressure (21) 83.00 (71.50,94.00) 81.50 (71.75,95.25) 83.00 (72.00,93.00) 0.902
Arterial occlusion site
Middle cerebral artery (M1-M2) 95/104 (91.35%) 44/47 (93.62%) 51/57 (89.47%) 0.059
Internal carotid artery 42/104 (40.38%) 21/47 (44.68%) 21/57 (36.84%) 0.396
Basilar artery 5/104 (4.81%) 1/47 (2.13%) 4/57 (7.02%) 0.012
Time from stroke onset to MT completion (18) 277.50 (225.75,337.75) 265.00 (211.00,326.00) 292.00 (245.00,340.00) 0.176
Time from stroke onset to rtPA IV 141.00 (119.00,191.00) 141.00 (119.00,191.00) NA
MT completion before 6 H 71/86 (82.56%) 38/45 (84.44%) 33/41 (80.49%) 0.411
Biological analyzes at admission
INR (17) 1.05(1.00,1.14) 1.01(1.00,1.08) 1.09 (1.01,1.36) 0.002
aPTT (23) 0.93 (0.87,1.01) 0.90 (0.82,1.00) 1.00 (0.90,1.09) 0.007
RBC count (4) 4.39 (4.04,4.86) 4.49 (4.22,4.85) 4.22 (3.94,4.94) 0.155
Hemoglobin (3) 13.10 (12.20,14.80) 13.50 (12.73,15.05) 12.80(11.70,14.80) 0.053
Hematocrite (4) 0.39 (0.37,0.44) 0.40 (0.38,0.43) 0.38 (0.35,0.44) 0.201
MCV (9) 90.20 (86.85,92.90) 91.90 (87.65,93.80) 89.75 (86.18,92.05) 0.110
Platelet count (4) 228.50 (185.25,263.75) 227.00 (177.50,262.75) 229.50 (198.25,268.25) 0.306
MPV (6) 10.30 (9.63,11.15) 10.40 (9.60,11.05) 10.25(9.70,11.15) 0.665
Leucocyte count (3) 9.00 (7.00,11.10) 8.20(6.81,9.73) 9.30(7.79,11.70) 0.053
Neutrophil count (17) 6.10 (4.40,8.10) 5.20 (3.75,6.85) 7.15 (4.80,8.88) 0.005
C-Reactive Protein (22) 5.75 (1.95,14.25) 3.80(1.43,12.15) 8.00 (2.90,15.95) 0.068
Glomerular filtration rate (MDRD) (5) 76.00 (60.00,88.50) 71.00 (60.00,90.00) 78.50 (60.00,87.25) 0.868
HBA1lc (14) 5.70 (5.40,6.08) 5.65 (5.40,6.10) 5.75 (5.43,6.00) 0.634
Cerebral thrombus characteritics
Fragment count (9) 1.00 (1.00,2.00) 1.00 (1.00,2.00) 1.00 (1.00,2.00) 0.803
Thrombus weight (6) 27.95 (12.30,60.73) 16.40 (9.78,33.70) 34.65 (17.40,72.50) 0.004
Thrombus perimeter (10) 3.05 (2.04,4.53) 2.54 (1.87,3.88) 3.59 (2.54,4.71) 0.015
Red intensity level (12) 207.03 (191.16,226.43) 207.23 (189.98,229.60) 206.52 (191.16,224.62) 0.881
TOAST stroke subtype classification
Large artery atherosclerosis 16/104 (15.38%) 8/47 (17.02%) 8/57 (14.04%) 0.735
Cardioembolism 72/104 (69.23%) 27/47 (57.45%) 45/57 (78.95%) 0.007
Other determined causes 4/104 (3.85%) 3/47 (6.38%) 1/57 (1.75%) 0.273
Undetermined cause 12/104 (11.54%) 9/47 (19.15%) 3/57 (5.26%) 0.015

Table 1 : Caractéristiques de la population étudiée en fonction de I’utilisation d’un
traitement par rt-PA 1V préalable a la thrombectomie mécanique (données manquantes).
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Dans la population étudiée, 47/104 (45,19%) étaient des femmes. L’age médian était de 73 ans
(65,75-81,00). Ces patients admis pour un infarctus cérébral 1i¢ a une occlusion de gros tronc
artériel (ACM : 95/104 (91,35%), TB : 5/104 (4,81%)) avaient un NIHSS d’admission médian
de 18 (15-22). Parmi les facteurs de risque cardiovasculaire étudiés,

I’HTA ¢était le plus fréquent (47,27%), suivi de la dyslipidémie (26,92%), du tabagisme actif
(18,27%), de la coronaropathie (15,38%), et enfin du diabéte (13,46%). 47/104 (45,2%)
patients ont bénéficié¢ d’un traitement thrombolyse intraveineuse par altéplase, réalisé dans les
141 minutes (119-191) apres le début des symptdmes (18 patients avaient un horaire de début
des symptdmes inconnu). Tous les patients ont bénéfici¢ d’une thrombectomie mécanique
réalisée dans les 277,5 minutes (225,75-337,75). La répartition étiologique des patients étudiés
a ¢été la suivante : cardio-embolique 72/104 (69,23%), athérome des gros vaisseaux 16/104
(15,38%), autres causes déterminées 4/104 (3,85%) et infarctus de causes indéterminées 12/104
(11,54%). Pour chaque patient inclus, un thrombus cérébral a été collecté de poids médian de

27,95 mg (12,30-60,73).

Les patients n’ayant pas regu un traitement par rt-PA IV étaient davantage sous traitement
anticoagulant (35,09% vs 8,51% ; p<0,001), avec un INR d’admission plus élevé (1,09 vs 1,01 ;

p=0,02), ce qui correspond a une contre-indication au traitement par rt-PA.
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II- Composition protéique du thrombus

L’analyse protéomique a permis d’identifier 382 protéines présentes dans au minimum 90%
des thrombus. Les protéines ont été annotées en fonction de leur spécificité a un composant du
thrombus : érythrocytes, globules blancs, plaquettes, cellules endothéliales, protéines de la
coagulation, protéines d’adhésion cellulaire. Les protéines non spécifiques a un composant

unique n’ont pas été présentées.

1- Matrices de corrélation

Les protéines associées a une composante du thrombus ont été placées dans une matrice de
corrélation pour I’ensemble des thrombi collectés (n=104) et par étiologie retenue au terme du

bilan étiologique (Figure 23).

Dans les thrombi, les protéines spécifiques des globules rouges (RBC) étaient inversement
corrélées aux protéines des autres composantes du thrombus, elles-mémes positivement
corrélées entre-elles (Figure 23 a). Cette observation était valable quelle que soit 1’étiologie de

I’infarctus cérébral (Figure 23 b, ¢, d, e).
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Figure 23 : Matrice de corrélation (Pearson) entre les différentes protéines associées a une
composante du thrombus, dans I’ensemble des échantillons (a), et en fonction des étiologies
selon TOAST : cardio-embolique, n=72 (b), athérome des gros vaisseaux n= 16 (c), autres

étiologies déterminées n=4 (d) et étiologies indéterminées n=12 (e).

37



2- Déterminants de la fibrine

La fibrine a été appréhendée par I’addition des intensités ioniques des trois brins de fibrinogénes

(0, B ety) qui la composent.

L’origine cardio-embolique du thrombus (comparée a I’origine athéromateuse) était associée a

des plus hauts niveaux de fibrine. En revanche, 1’hémoglobine, 1’hématocrite et la CRP

mesurées dans le sang a la prise en charge du patient étaient négativement associées au taux de

fibrine dans le thrombus. La fibrine dans le thrombus était négativement corrélée aux protéines

spécifiques des globules rouges dans le thrombus. Elle était en revanche positivement corrélée

aux composants non érythrocytaires du thrombus.

Clinico-biological features B coefficient (95%Cl) p-value

Cardioembolism vs Large artery atherosclerosis 20.55 (8.81,32.30) 0.001

C-Reactive Protein 0.32(0.11,0.52) 0.003

Hemoglobin [ -3.05 (-5.28,-0.82) 0.008

History of ischemic stroke/TIA I -16.78 (-29.63,-3.94) 0.011

Large artery atherosclerosis vs Undetermined cause l -19.57 (-34.78,-4.37) 0.014

Large artery atherosclerosis vs Other determined causes = -21.98 (-43.65,-0.31) 0.047

Hematocrite -106.21 (-190.38,-22.04) 0.014

Proteomics features B coefficient (95%Cl) p-value
WBC P05164/Myeloperoxidase (1) - 0.47 (0.29,0.65) 0.000
Adhesion Q13201/Multimerin-1 = 0.44 (0.20,0.67) 0.000
Coagulation P01023/Alpha-2-macroglobulin 0.38 (0.16,0.60) 0.001
Adhesion P02751/Fibronectin - 0.32(0.13,0.52) 0.001
Adhesion Q9Y6C2/EMILIN-1 (5) - 0.32 (0.09,0.55) 0.006
Coagulation P00747/Plasminogen 0.31(0.05,0.57) 0.020
WBC Q15762/CD226 antigen (2) 0.30 (0.03,0.58) 0.032
Coagulation P04196/Histidine-rich glycoprotein 0.28 (0.09,0.47) 0.005
WBC  P14780/Matrix metalloproteinase-9 (1) | | 0.25(0.02,049)  0.033
RBC P11171-1/protein 4.1 = -0.20 (-0.40,0.00) 0.047
RBC P02730-2/Isoform 2 of Band 3 anion transport protein -0.28 (-0.49,-0.07) 0.011
RBC P13716-1/Delta-aminolevulinic acid dehydratase (3) - -0.28 (-0.50,-0.06) 0.014
RBC P16452-1/Erythrocyte membrane protein band 4.2 (3) - -0.29 (-0.48,-0.09) 0.005
RBC P02730/Band 3 anion transport protein . -0.29 (-0.52,-0.07) 0.010
RBC P04040/Catalase = -0.31 (-0.53,-0.08) 0.008
RBC P02042/Hemoglobin subunit delta -0.31(-0.51,-0.12) 0.002
RBC P68871/Hemoglobin subunit beta - -0.33 (-0.59,-0.07) 0.014
RBC P32119/Peroxiredoxin-2 -0.37 (-0.56,-0.18) 0.000
RBC P11166/Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 -0.37 (-0.64,-0.11) 0.006
RBC P30043/Flavin reductase (NADPH) -0.38 (-0.58,-0.18) 0.000
RBC P00915/Carbonic anhydrase 1 - -0.38 (-0.57,-0.19) 0.000
RBC P00918/Carbonic anhydrase 2 [ -0.43 (-0.63,-0.23) 0.000
RBC P07738/Bisphosphoglycerate mutase = -0.51 (-0.83,-0.18) 0.003
RBC P16157/Ankyrin-1 -0.52 (-0.78,-0.26) 0.000

Figure 24 : Déterminants significatifs cliniques, biologiques, radiologiques et protéiques du

contenu en fibrine du thrombus (données manquantes).
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III- Activités fibrinolytiques

1- A la surface du thrombus

L’activité fibrinolytique a la surface du thrombus, appréhendée par le taux de D-Dimeéres dans
le liquide de ringage, présente une grande variabilité selon les patients. Elle est environ 6 fois
plus importante en cas d’utilisation de rt-PA intraveineux (1,93 versus 0,30 pg D-Dimers/50 pg
protéines dans le liquide de ringage, p<0,0001) et non nulle dans le groupe de patients n’ayant

pas bénéficié de rt-PA (Figure 25).
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Figure 25 : Mesure de ’activité fibrinolytique a la surface du thrombus, en fonction de

Uutilisation du rt-PA IV,

Nous avons ensuite cherché a expliquer la variabilité de 1’activité fibrinolytique a la surface du
thrombus (Figure 26). Parmi les paramétres clinico-biologiques étudiés (apres ajustement de
I’utilisation de rt-PA), la glycémie d’admission (p=0,022), le taux de polynucléaires
neutrophiles dans le sang (p=0,023) et I’intensité rouge colorimétrique du thrombus (p=0,020)
impactent défavorablement 1’activité fibrinolytique a la surface du thrombus. En revanche, les
thrombi d’origine cardio-embolique (déterminée par le bilan étiologique) présentent une

activit¢ fibrinolytique plus élevée en surface que les thrombi d’origine athéromateuse

(p=0,030).

Les protéines associées aux globules blancs, plaquettes, cellules endothéliales, protéines de la
coagulation incluant le fibrinogéne a, B et y et le plasminogeéne ainsi que les protéines

d’adhésion sont positivement corrélées a 1’activité fibrinolytique de surface, aprés ajustement a
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I’utilisation du rt-PA. Inversement, les protéines spécifiques aux globules rouges sont

négativement corrélées au taux de D-Diméres en surface du thrombus.

Clinico-biological features B coefficient (95%Cl) p-value
Cardioembolism vs Large artery atherosclerosis 9.09 (0.90,17.28) 0.030
Red intensity level (12) [ -0.14 (-0.25,-0.02) 0.020
Neutrophil count (17) = -1.57 (-2.92,-0.23) 0.023
Capillary glycemia (3) -10.65 (-19.71,-1.59) 0.022
Proteomics features B coefficient (95%Cl) p-value
Coagulation P00747/Plasminogen e 0.38 (0.19,0.56) 0.000
WBC P19971/Thymidine phosphorylase (2) 0.36 (0.17,0.54) 0.000
Coagulation P02675/Fibrinogen beta chain 0.33(0.19,0.47) 0.000
WBC P01834/Ig kappa chain C region 0.32(0.13,0.50) 0.001
Platelets P14770/Platelet glycoprotein IX - 0.28 (0.08,0.48) 0.007
WBC P61224-4/Isoform 4 of Ras-related protein Rap-1b (10) 0.27 (0.14,0.41) 0.000
RBC P32119-2/Isoform 2 of Peroxiredoxin-2 (1) 0.27 (0.02,0.52) 0.035
Coagulation P01042/Kininogen-1 (4) 0.26 (0.07,0.45) 0.007
Endothelial cells  P27105/Erythrocyte band 7 integral membrane protein - 0.25 (0.05,0.45) 0.016
WBC P23219/Prostaglandin G/H synthase 1 = 0.25 (0.08,0.42) 0.005
WBC P61224-1/Ras-related protein Rap-1b (9) 0.24 (0.11,0.38) 0.000
Coagulation P07225/Vitamin K-dependent protein S - 0.24 (0.10,0.38) 0.001
WBC 015145/Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 (6) - 0.24 (0.08,0.39) 0.004
Adhesion P02751/Fibronectin = 0.23 (0.09,0.38) 0.002
Coagulation P02679/Fibrinogen gamma chain 0.23 (0.09,0.38) 0.002
Platelets P05106/Integrin beta-3 - 0.22 (0.09,0.36) 0.002
Adhesion P02765/Alpha-2-HS-glycoprotein (1) - 0.22 (0.07,0.38) 0.004
Coagulation P02671-1/Fibrinogen alpha chain = 0.22 (0.07,0.37) 0.005
WBC 015144/Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 (4) 0.21 (0.05,0.38) 0.012
Platelets P07359/Platelet glycoprotein Ib alpha chain (3) - 0.21(0.01,0.41) 0.037
Adhesion P07996/Thrombospondin-1 - 0.21 (0.06,0.36) 0.008
Coagulation P01023/Alpha-2-macroglobulin 0.21 (0.04,0.38) 0.016
WBC PODOY2/immunoglobulin lambda constant 2 (4) 0.20(0.01,0.38) 0.039
Coagulation P12259/Coagulation factor V (1) 0.20(0.01,0.38) 0.040
Adhesion P35442/Thrombospondin-2 - 0.19 (0.04,0.35) 0.015
Coagulation P04196/Histidine-rich glycoprotein = 0.19 (0.05,0.33) 0.009
WBC P05107/Integrin beta-2 0.19 (0.01,0.37) 0.041
Adhesion Q13201/Multimerin-1 - 0.18 (0.00,0.37) 0.046
WBC P21281/V-type proton ATPase subunit B, brain isoform (7) - 0.18 (0.01,0.35) 0.040
WBC P59998/Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 (4) 0.16 (0.01,0.31) 0.041
WBC Q9HDCY/Adipocyte plasma membrane-associated protein (1) 0.16 (0.00,0.31) 0.044
Adhesion P16109/P-selectin (3) & = 016(0.03028) 0013
RBC P11171-5/Isoform 5 of Protein 4.1 - -0.19 (-0.33,-0.05) 0.007
RBC P11277-2/1soform 2 of Spectrin beta chain, erythrocytic (1) - -0.19 (-0.31,-0.07) 0.002
RBC P11171-6/Isoform 6 of Protein 4.1 (1) - -0.19 (-0.33,-0.06) 0.005
RBC P11277-3/Isoform 3 of Spectrin beta chain, erythrocytic (1) - -0.19 (-0.31,-0.08) 0.002
RBC P00915/Carbonic anhydrase 1 - -0.21 (-0.36,-0.07) 0.004
RBC P11166/Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 - -0.22 (-0.42,-0.02) 0.033
RBC P00918/Carbonic anhydrase 2 - -0.22 (-0.38,-0.06) 0.006
RBC P11171-3/Isoform 3 of Protein 4.1 (1) [ ] -0.22 (-0.36,-0.08) 0.002
RBC P11171-7/1soform 7 of Protein 4.1 (2) - -0.23 (-0.38,-0.07) 0.005
RBC P11171-1/protein 4.1 - -0.23 (-0.37,-0.08) 0.002
RBC P16157-8/Isoform Er7 of Ankyrin-1 | -0.26 (-0.46,-0.06) 0.011
RBC P16157-21/Isoform Br21 of Ankyrin-1 - -0.26 (-0.46,-0.06) 0.011
RBC P16452-1/Erythrocyte membrane protein band 4.2 (3) - -0.26 (-0.41,-0.12) 0.000
RBC P16157-2/Isoform Er16 of Ankyrin-1 [ ] -0.26 (-0.47,-0.06) 0.010
RBC P07738/Bisphosphoglycerate mutase [ | -0.27 (-0.52,-0.02) 0.033
RBC P68871/Hemoglobin subunit beta - -0.27 (-0.47,-0.08) 0.006
RBC P13716-1/Delta-aminolevulinic acid dehydratase (3) - -0.29 (-0.43,-0.14) 0.000
RBC P02549-1/spectrin alpha chain, erythrocytic 1 - -0.30 (-0.43,-0.16) 0.000
RBC P02730-2/Isoform 2 of Band 3 anion transport protein - -0.30 (-0.45,-0.15) 0.000

Figure 26 : Déterminants significatifs cliniques, biologiques, radiologiques et protéiques de

Pactivité fibrinolytique a la surface du thrombus (données manquantes).
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2- A Dintérieur du thrombus

De la méme facon qu’en surface, 1’activité fibrinolytique a Dl’intérieur du thrombus est
significativement majorée (x 1.6) en cas de thrombolyse intraveineuse par rt-PA (p=0,0147)

(Figure 27).
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Figure 27 : Mesure de ’activité fibrinolytique a I’intérieur du thrombus, en fonction de

Uutilisation du rt-PA IV,

A Dintérieur du thrombus, peu de parametres cliniques impactent 1’activité fibrinolytique

hormis ceux de 1’étiologie de I’infarctus cérébral (Figure 28).

Les protéines significativement déterminantes de 1’activité fibrinolytique dans le thrombus
présentent une répartition inverse a celle de 1’activité fibrinolytique de surface. Ainsi, les
globules rouges impactent positivement la dégradation du fibrinogéne a mesurée dans les

thrombi (Figure 28).
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Clinico-biological features B coefficient (95%Cl) p-value

Other determined causes vs Undetermined cause 21.46 (8.39,34.53) 0.004

Large artery atherosclerosis vs Other determined causes ! -23.10 (-34.13,-12.07) 0.000

Proteomics features B coefficient (95%Cl) p-value
RBC P13716-1/Delta-aminolevulinic acid dehydratase (3) - 0.36 (0.21,0.51) 0.000
RBC P07738/Bisphosphoglycerate mutase 0.35(0.12,0.59) 0.004
RBC P00918/Carbonic anhydrase 2 0.29 (0.14,0.44) 0.000
RBC P11171-7/Isoform 7 of Protein 4.1 (2) 0.27 (0.12,0.42) 0.001
WBC P01857/Immunoglobulin heavy constant gamma 1 (2) - 0.27 (0.10,0.43) 0.002
RBC P02549-1/spectrin alpha chain, erythrocytic 1 = 0.26 (0.12,0.39) 0.000
RBC P11171-1/protein 4.1 0.25(0.11,0.39) 0.000
RBC P11171-3/Isoform 3 of Protein 4.1 (1) | 0.25 (0.12,0.38) 0.000
RBC P11171-5/Isoform 5 of Protein 4.1 - 0.24 (0.11,0.37) 0.000
RBC P11171-6/Isoform 6 of Protein 4.1 (1) 0.24 (0.12,0.37) 0.000
RBC P02730-2/Isoform 2 of Band 3 anion transport protein 0.23 (0.08,0.38) 0.003
RBC P32119/Peroxiredoxin-2 0.23 (0.09,0.37) 0.002
RBC P16157-21/1soform Br21 of Ankyrin-1 - 0.22 (0.03,0.42) 0.027
RBC P16157-2/Isoform Er16 of Ankyrin-1 0.22 (0.03,0.42) 0.027
RBC P16157-8/Isoform Er7 of Ankyrin-1 0.22 (0.03,0.42) 0.027
WBC PODOY2/immunoglobulin lambda constant 2 (4) 0.21 (0.03,0.39) 0.025
RBC P11277-2/Isoform 2 of Spectrin beta chain, erythrocytic (1) - 0.20 (0.09,0.31) 0.001
RBC P11277-3/Isoform 3 of Spectrin beta chain, erythrocytic (1) 0.20 (0.08,0.31) 0.001
RBC P16452-1/Erythrocyte membrane protein band 4.2 (3) 0.19 (0.05,0.34) 0.009
RBC /Carboni 1
WBC g | | ) 26,0, .013
Coagulation  P04196/Histidine-rich glycoprotein -0.15 (-0.29,-0.01) 0.031
WBC P61224-4/Isoform 4 of Ras-related protein Rap-1b (10) -0.17 (-0.30,-0.04) 0.011
WBC P61224-1/Ras-related protein Rap-1b (9) -0.18 (-0.32,-0.04) 0.012
Coagulation  P12259/Coagulation factor V (1) . -0.20 (-0.38,-0.02) 0.032
Adhesion Q9Y6C2/EMILIN-1 (5) -0.20 (-0.37,-0.04) 0.017
Coagulation  P00747/Plasminogen -0.20 (-0.39,-0.02) 0.034
Adhesion Q13201/Multimerin-1 -0.21 (-0.38,-0.03) 0.022
WBC P68366/Tubulin alpha-4A chain (1) B -0.21 (-0.36,-0.07) 0.005
WBC Q93084/Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3 (1) -0.22 (-0.36,-0.08) 0.002
RBC P11166/Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 -0.22 (-0.42,-0.03) 0.026
Adhesion Q6UX06/0lfactomedin-4 (10) -0.24 (-0.36,-0.11) 0.000
Adhesion P16109/P-selectin (3) | -0.24 (-0.36,-0.12) 0.000
WBC P21333/Filamin-A -0.25 (-0.39,-0.10) 0.001
WBC P48059/LIM and senescent cell antigen-like-containing domain protein 1 (3) -0.26 (-0.41,-0.10) 0.001
Adhesion P35442/Thrombospondin-2 -0.26 (-0.41,-0.11) 0.001
Adhesion P07996/Thrombospondin-1 - -0.26 (-0.41,-0.12) 0.000
WBC P23219/Prostaglandin G/H synthase 1 -0.27 (-0.43,-0.10) 0.002
Coagulation  P01042/Kininogen-1 (4) -0.28 (-0.45,-0.11) 0.001
Coagulation  P07225/Vitamin K-dependent protein S -0.28 (-0.42,-0.15) 0.000
Platelets P05106/Integrin beta-3 - -0.29 (-0.42,-0.16) 0.000
Adhesion P02765/Alpha-2-HS-glycoprotein (1) -0.32 (-0.46,-0.18) 0.000
WBC P21281/V-type proton ATPase subunit B, brain isoform (7) -0.34 (-0.49,-0.18) 0.000
WBC P14780/Matrix metalloproteinase-9 (1) -0.34 (-0.50,-0.17) 0.000
WBC Q9HDCY/Adipocyte plasma membrane-associated protein (1) - -0.34 (-0.48,-0.20) 0.000
WBC Q15762/CD226 antigen (2) ; -0.35 (-0.54,-0.16) 0.001
WBC P05107/Integrin beta-2 -0.38 (-0.54,-0.22) 0.000

Figure 28 : Déterminants significatifs cliniques, biologiques, radiologiques et protéiques de

Pactivité fibrinolytique a l’intérieur du thrombus (données manquantes).
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I1I- rt-PA TV, activités fibrinolytiques et évaluations clinico-radiologiques

Les liens statistiques entre rt-PA IV, activités fibrinolytiques et évaluations clinico-

radiologiques sont présentés dans la figure 29.

rtTA used FA Out FA In
Outcome OR (95%IC) p-value OR (95%IC) p-value OR (95%IC) p-value
Thrombus characteristics
Weight « | 0.77 (0.63,0.95) 0.017|* [ ] 0.99 (0.98,0.99) 0.018 | 1.00 (0.99,1.01) 0.897
Perimeter + 0.90 (0.79,1.02) 0.084 1.00 (0.99,1.00) 0.209 1.00 (0.99,1.00) 0.145
Recanalization success (TICI>2b) | | 1.41 (1.32,6.24) 0.650 | * Bl 104(101,1.02) 0.021 B 103(095112) 0.406
Clinical outcome %
mENI | 2.11(0.86,5.15) 0.102|* ] 1.03 (1.01,1.06) 0.013 [ ] 0.98 (0.96,1.01) 0.261
dENI | ] 1.41(0.57,3.49) 0.461|* B 104(101,107) 0.007 B 0.99 (0.97,1.02) 0.700
NIHSS at 24H <8 + = 2.23(0.91,5.67) 0.079 |+ | ] 1.02 (1.00,1.05) oo75| [N 0.98 (0.95,1.01) 0.263
MRS at 3 months <2 * 2.55 (1.03,6.32) 0.043|* - 1.03 (1.01,1.05) 0.048 [ ] 0.99 (0.97,1.02) 0.588
MRS at 3 months | 0.41(0.18,0.90) 0.028 | * 0.97 (0.95,0.99) 0.010 | 1.00 (0.98,1.02) 0.842
Death at 3 months + R 0.23 (0.04,1.20) 0.0s1|* | 0.95 (0.92,0.99) 0.008 [ ] 0.99 (0.94,1.04) 0.686
Hemorrhagic transformation #
Hemorrhagic transformation l 0.79 (0.33,1.89) 0.592 |t = 0.98 (0.96,1.00) 0.084 = 0.98 (0.95,1.01) 0.199
Parenchymal hematoma (PH2) | 0.98 (0.24,3.93) 0.972 0.98 (0.94,1.01) 0.139 0.97 (0.90,1.04) 0.356

1 Selected comparable patients

Figure 29 : Caractéristiques du thrombus et évolution clinico-radiologique de l’infarctus
cérébral, en fonction de I’usage du rt-PA IV et des activités fibrinolytiques a la surface et a

intérieur du thrombus

Le rt-PA IV, tout comme 1’activité fibrinolytique de surface, est associé significativement a un
plus faible poids du thrombus récupéré par thrombectomie mécanique. Cette activité
fibrinolytique de surface est associée a une meilleure recanalisation aprés thrombectomie
mécanique (p=0,021). L’activité fibrinolytique a I’intérieur du thrombus n’est pas associée ni a

une réduction du poids du thrombus ni a la recanalisation.

Dans une population sélectionnée comparable (occlusion de I’ACM, pris en charge dans les
4h30 du début des symptdmes, ou de la découverte avec une IRM négative en FLAIR (106),
n=82, dont 46 ayant été traités par rt-PA 1V), le pronostic clinique et la survenue d’une
transformation hémorragique ont été étudiés en fonction de I’utilisation de rt-PA et des activités
fibrinolytiques. L’activité¢ fibrinolytique de surface, tout comme le rt-PA influencent
favorablement le pronostic clinique a 24 heures, a 3 mois et le taux de décés. L’activité

fibrinolytique dans le thrombus n’est significativement pas associée a ces résultats cliniques.

Aucune association significative n’a été retrouvée entre transformation hémorragique, usage du

rt-PA, et activités fibrinolytiques de surface et a I’intérieur du thrombus.
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Discussion

Depuis I’avenement de la thrombectomie en 2015, la récupération des trombi cérébraux a
permis d’appréhender leur composition. Plusieurs approches ont été utilisées pour cela. La
caractérisation macroscopique (thrombi rouges versus thrombi blancs) est utilisée pour
discriminer grossiérement les thrombi riches en fibrine ou en globules rouges. Des approches
histologiques classiques, voir immunohistochimiques plus récemment, sont actuellement
utilisées pour quantifier les différentes composantes du thrombus cérébral (fibrine, globules
rouges, globules blancs, plaquettes, facteur de Von Willebrand et NETs) (61). La principale
critique réalisée aux études utilisant ces techniques est leur manque de reproductibilité. Un des
écueils explicatifs de cela est I’étude partielle des thrombi analysée sur lame histologique. Ceci
est conforté par le fait que leurs différentes sections (téte, corps et queue) présentent une
composition différente. En ce sens, il a été mis au point ces derniéres années, des approches
omiques (protéomique, métabolomique et lipidomique) pour une caractérisation moléculaire
des thrombi cérébraux par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide (107—
109). Cette approche a pour principal intérét de pouvoir analyser les thrombi cérébraux dans
leur globalité. Ce travail a I’originalité d’établir le protéome du thrombus cérébral extrait par
thrombectomie mécanique en phase aigu€ d’infarctus cérébral, afin d’en caractériser sa

composition et d’étudier I’impact de la fibrinolyse endogene et médicamenteuse.

Composition des thrombi cérébraux

Dans un premier temps, nous avons enrichi les connaissances sur la composition des thrombi
cérébraux. Nous avons pu démontrer que la fibrine, principale composante de I’architecture du
thrombus était positivement corrélée aux protéines spécifiques des plaquettes, globules blancs,
des cellules endothéliales et aux protéines jouant un role dans la coagulation et 1’adhésion
cellulaire. Ces résultats corroborent les interactions connues entre ces différents composants
lors du processus de thrombose (61,66,70,81,109,110). En revanche, nous avons également
montré que ces protéines €taient inversement corrélées aux protéines érythrocytaires. Cette
organisation du thrombus a pu étre observée quelle que soit la cause retenue de I’infarctus
cérébral obtenue aprées réalisation du bilan étiologique (cardioembolique, athérosclérose, autres
causes déterminées ou causes indéterminées). Nos résultats montrent que la densité de la chape
fibrineuse est inversement corrélée a la quantité de protéines érythrocytaires dans le thrombus
cérébral. Deux hypothéses ont été envisagées pour expliquer ce résultat. La premiére hypothése

est de considérer que les globules rouges occupent de maniere opportuniste 1’espace disponible
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au sein de la chape fibrineuse du thrombus. La seconde hypothése envisage les globules rouges
comme acteurs premiers conditionnant le développement de la chape fibrineuse. Cette dernicre
hypothése semble étre confortée par notre étude des déterminants clinico-biologiques de la
concentration en fibrine dans le thrombus. Ainsi, nous avons montré que le taux d’hématocrite
plasmatique a ’admission (mais aussi le taux d’hémoglobine plasmatique) conditionnait la
concentration en fibrine. L’hématocrite et ’hémoglobine plasmatiques ¢levées a I’admission
¢taient inversement corrélées a la densité de la chape fibrineuse dans le thrombus. Ces
constations suggerent un role déterminant du globule rouge dans le développement de la chape
fibrineuse comme le suggére certains auteurs. Il a ét¢é montré que les globules rouges
n’empéchaient pas la fibrinoformation du thrombus mais modulaient I’épaisseur des fibres de
fibrinogene (89). Gersch et al., ont également mis en évidence qu’une concentration supérieure
a 20% de globules rouges dans un thrombus expérimental déclenche une variabilité¢ de la
structure du réseau de fibrine (citation). Par ailleurs, et en accord avec les données de la
littérature, la concentration de fibrine dans le thrombus semble également étre conditionnée par
I’étiologie. Ainsi, nous avons observé que les thrombi d’origine cardioembolique, les plus
fréquents (69%), présentaient une concentration en fibrine plus importante que les thrombi

d’origine athéromateuse (15%).

Activité fibrinolytique et ses déterminants

Dans un deuxiéme temps, le travail s’est intéressé a 1’activité fibrinolytique endogene et
médicamenteuse a la surface et a ’intérieur du thrombus. Nous avons pu démontrer que les
activités fibrinolytiques endogene et exogeéne (liées a I’administration de rt-PA IV) co-existent
dans le thrombus avec une grande variabilité d’intensité que nous avons cherché a expliquer.
Nous avons pu montrer que le rt-PA IV augmentait de manicre significative les activités

fibrinolytiques, de maniére plus importante a la surface qu’a I’intérieur du thrombus.

L’étude en protéomique a pu montrer que la composition du thrombus influengait 1’activité
fibrinolytique. En surface, 1’activité fibrinolytique semble étre favorisée par la quantité de son
substrat (fibrinogéne et plasminogeéne complexé au fibrinogéne (115,116)). En revanche,
I’activité fibrinolytique a I’intérieur du thrombus fait 1’objet d’une observation inverse. Ces
résultats suggérent qu’a la surface des thrombi, 1’action du t-PA ou rt-PA est conditionnée par
la quantité de substrat du fibrinolytique. Ainsi, si la densité de la chape fibrineuse favorise
’activité fibrinolytique a 1I’extérieur, elle est un frein pour I’activité fibrinolytique a I’intérieur

du thrombus selon nos données. Cette constatation corrobore les variations de la pénétrabilité
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du t-PA ou rt-PA en fonction de la densité de la chape fibrineuse. Sakharov et al. ont d’ailleurs
mis en évidence que la zone de lyse, en cas de thrombolyse systémique, était limitée a une
¢paisseur 5-8 um a la surface du thrombus. Logiquement, les thrombi d’origine cardio-
embolique, plus riches en fibrinogéne (62,63,97,109,129-131), présentent une activité
fibrinolytique de surface augmentée par rapport aux thrombi d’origine athéroscléreuse. Dans
notre étude, I’intensité en rouge du thrombus, témoin de la richesse en globules rouges du
thrombus, a été associée a une plus faible activité en surface. Les études ayant comparé 1’aspect
macroscopique du thrombus ont trouvé davantage de sensibilité a la fibrinolyse pour les thrombi
rouges (61,75,90,91). Cette discordance traduit selon nous la grande subjectivité pour
discriminer la composition des thrombi selon leur seule évaluation colorimétrique. Notre étude,
composée essentiellement de thrombi visuellement rouges, ne traduit pas la variabilité¢ de leur

composition a I’échelle moléculaire.

D’autres paramétres ont été identifiés comme associés a 1’activité fibrinolytique de surface.
Ainsi, la glycémie d’admission et ’antécédent de diabéte étaient corrélés a une plus faible
activité fibrinolytique a la surface du thrombus. Ces deux paramétres n’étaient pas associés a la
composition du thrombus, il a été envisagé qu’ils impliquent une réduction de I’efficacité du
thrombolytique. Le diabéte a été associé a un état hypo-fibrinolytique a 1’origine d’un
déséquilibre entre les voies de la thrombose et la fibrinolyse en faveur de la thrombose. Le
processus de fibrinolyse est quant a lui ralenti et altéré en cas de diabéte. Ramzi et al. montrent
expérimentalement que le temps de lyse des thrombi est plus long chez les patients diabétiques
que chez les patients sains. La majoration du glucose dans le sang entraine également une
diminution de la conversion du plasminogéne en plasmine, substrat activé ayant une propriété
fibrinolytique. Le diabéte réduit également 1’activité protéolytique de la plasmine par un
mécanisme de glycation du glucose sur le plasminogeéne qui a lieu au niveau des récepteurs
lysines (lys-107 et lys 557). Ce sont ces mémes récepteurs qui lient la fibrine au plasminogéne,
ce qui entraine une affinité moindre entre plasmine et fibrine (123). Il a d’ailleurs été démontré
qu’un bon contrdle glycémique chez le patient diabétique par la réduction de ’HbA 1¢ réduisait
le temps de lyse du thrombus (123). Enfin, le PAI-1, inhibiteur du t-PA ou rt-PA, est plus ¢élevé
chez les patients diabétiques de type 2 (124,125).
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Rt-PA 1V, activité fibrinolytique et pronostic clinique

Une augmentation de 1’activité fibrinolytique de surface, comme 1’usage du rt-PA 1V,
conditionne, dans notre étude, une réduction du poids du matériel thrombotique récupéré par
thrombectomie ainsi qu’un meilleur pronostic vital et fonctionnel dans une population
comparable. L’usage du rt-PA et les activités fibrinolytiques ne sont pas associés a une
augmentation du risque de transformation hémorragique dans notre étude. Nous avons noté que
’activité fibrinolytique a I’intérieur du thrombus, a I’inverse de la fibrinolyse de surface, n’était
pas associée aux pronostics cliniques soulignant le caractére cliniquement pertinent de 1’activité

fibrinolytique de surface.

Limites de ’étude

Les thrombi analysés provenaient uniquement d’occlusion de gros troncs artériels extrait par
thrombectomie et par définition « non complétement » dissous spontanément ou apres
I’administration de rt-PA. Il existe donc un biais de sélection étant donné que les thrombi

dissous totalement ou résistants a la thrombectomie n’ont pu étre inclus dans cette analyse.
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Conclusions

Notre étude est la premiére, a notre connaissance, a s’intéresser a la caractérisation du thrombus
cérébral, ’impact des activités fibrinolytiques endogene et exogeéne et ses conséquences sur le

pronostic clinique par une approche en protéomique par LC-MS.

Cette étude apporte des données nouvelles sur la composition du thrombus cérébral. Quel que
soit son étiologie, le thrombus est constitu¢ d’un réseau fibrineux piégeant les globules rouges
dont la quantité, inversement corrélée a la fibrine, semble traduire la densité de cette derniére.
Parce que le taux d’hématocrite (ou d’hémoglobine plasmatique) élevé a I’admission
conditionne négativement la teneur en fibrine dans le thrombus, nous avons envisagé qu’ils
puissent de manieére mécanique ou chimique, entraver le développement de la chape fibrineuse

du thrombus.

L’activité fibrinolytique, en surface comme a I’intérieur du thrombus, est conditionnée par
I’administration du rt-PA et la composition du thrombus. Ainsi, nous avons démontré que les
thrombi riches en fibrine présentaient une activité fibrinolytique en surface plus importante que
les thrombi riches en globules rouges expliquée par la plus grande quantité de substrats du t-
PA ou rt-PA. Les thrombi d’origine cardioembolique, plus riches en fibrine que les thrombi
d’origine athéromateuse, présentent d’ailleurs une meilleure activité fibrinolytique de surface.
A Pintérieur du thrombus, des résultats inverses ont été retrouvés, traduisant une pénétrabilité
du t-PA ou rt-PA entravée par la teneur en fibrine dans le thrombus. Indépendamment de la
composition du thrombus, I’hyperglycémie d’admission est associée a une hypo-fibrinolyse en
surface expliquée par de nombreux mécanismes décrits chez le patient diabétique ou insulino-

résistant.

Notre travail démontre que le rt-PA IV et I’activité fibrinolytique de surface conditionnent le
pronostic clinique des patients traités également par thrombectomie. Il donne de nouvelles
données sur la composition des thrombi et les activités fibrinolytiques endogene et exogéne en
phase aigué de I’infarctus cérébral. Cette étude met en lumicre le réle du globule rouge dans les
processus de thrombose et de fibrinolyse, composant du thrombus malgré tout peu étudié dans

la littérature sur le sujet.
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Résumé

Introduction : La composition des thrombi cérébraux conditionne 1’activité fibrinolytique.
Classiquement étudiés par histologie, ces techniques analysent partiellement les thrombi et sont
a I’origine de données contradictoires dans la littérature. Nous avons mis au point une technique
d’analyse des thrombi en protéomique permettant d’établir la composition protéique de

I’intégralité du thrombus et d’étudier les déterminants de I’activité fibrinolytique.

Matériel et Méthodes : Le protéome de 104 thrombi extraits par thrombectomie mécanique en
phase aigué d’un infarctus cérébral (47/104 traité par rt-PA IV) a été établi par spectrométrie de
masse couplée a la chromatographie liquide. L’activité fibrinolytique a été mesurée a la surface
(par le dosage des D-dimeéres) et a I’intérieur (par la mesure des produits de dégradation du
fibrinogeéne o) du thrombus. Les déterminants clinico-biologiques et protéiques de ’activité
fibrinolytique ont été appréhendés par régression linéaire apres ajustement a 1’usage du rt-PA

IV.

Résultats : Quelle que soit 1’étiologie des thrombi, leur concentration en fibrine est
significativement inversement corrélée a leur composante érythrocytaire (p<0,0001) et a
I’hématocrite plasmatique mesurée a I’admission (p=0,014). L’activité fibrinolytique en surface
ou a I’'intérieur du thrombus est conditionnée par 1’administration du rt-PA (en surface :
p<0,0001, a I’intérieur : p=0,0147), la glycémie d’admission (en surface : p=0.022) et la
composition du thrombus. Les thrombi riches en fibrine présentent une activité fibrinolytique
en surface plus importante que les thrombi riches en globules rouges, expliquée par une plus
grande quantité de substrats du rt-PA (ou t-PA). Ainsi, les thrombi d’origine cardioembolique
(72/104), plus riche en fibrine, présentent une meilleure activité fibrinolytique de surface
(p=0,030). A I’intérieur du thrombus, des résultats inverses ont été retrouvés traduisant une
pénétrabilité du rt-PA (ou t-PA) entravée par la densité de la chape fibrineuse. Dans un sous-
groupe de patients comparables (n=82), I’activité fibrinolytique de surface conditionne une
réduction du poids du thrombus extrait (p=0,018), ainsi qu’un meilleur pronostic vital (p=0,008)

et fonctionnel (mRS a 3 mois : p=0,010).

Conclusion/Discussion : Bien que moins étudiés que les autres composants, le globule rouge
semble conditionner la densité de la chape fibrineuse du thrombus et par conséquence ’activité
fibrinolytique et la réponse clinique. La recherche de nouvelles stratégies fibrinolytiques doit

tenir compte de cet acteur oublié.

Mot-clés : AVC, thrombus, fibrine, globules rouges, activité fibrinolytique, rt-PA



